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RESUMO

O (-)-a-bisabolol, um alcool sesquiterpenico comumentedobde Matricaria chamomillae

de espécies do géneroaMllosmopsis,foi testado em modelos animais padronizado de
nocicepc¢ao, inflamacgéo e Ulcera gastrica em camrmgu$o Nestes ensaios, o ¢-bisabolol

foi utilizado nas doses de 25 e 50 mg/Kg nos madeééonocicepcéao e 100 e 200 mg/Kg nos
modelos de inflamacdo e Ulceras gastricas, admadiss por via oral. O (-Q-bisabolol
demonstrou possuir atividade antinociceptiva nosletus de nocicepc¢éo visceral induzida
por acido acético intraperitoneal e na segunda @ms¢este de nocicepcédo induzida pela
injecdo intraplantar de formalina. O (bisabolol ndo demonstrou atividade no modelo de
nocicepc¢ao térmica da placa quente. Esses achagees que a acao antinociceptiva do (-)-
a-bisabolol ndo esta ligada a mecanismos centrdisve estar relacionada com o processo
inflamatdrio. Nos modelos de edema de pata indgzide carragenina e dextrano 0os animais
tratados com (-i-bisabolol exibiram edemas menores em comparacéo @® animais
tratados apenas com veiculo. @-pisabolol foi capaz de diminuir os edemas de pata
induzidos por 5-HT, mas ndo os edemas induzidosigtamina, assim, pode-se relacionar a
atividade anti-inflamatéria do (g§-bisabolol a sua interferéncia na acéao/liberacaonau
sintese/metabolismo da 5-HT. O ¢bisabolol mostrou ter atividade gastroprotetorasté

as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluiodometacina. O mecanismo dessa acao
foi testado farmacologicamente, realizando pretnantos com L-NAME, Glibenclamida e
Indometacina. Estes experimentos demonstraram quegda gastroprotetora do (-
bisabolol parece ndo envolver o 6xido nitrico, asais de potassio ATP-dependentes ou a
sintese de prostaglandinas. Por outro lado, a ifjcagfio de GSH nos tecidos gastricos dos
animais néo lesionados e lesionados por etanahdnmetacina mostraram que o tratamento
com (-)-a-bisabolol atenua o decréscimo de GSH associadesass pelos agentes lesivos,
mas ndo aumenta a sua quantidade nos estomagesidwss ndo tratados com etanol ou
indometacina. Dessa forma o (Hbisabolol aumenta a disponibilidade de GSH nodteci
géstrico, possuindo acdo antioxidaitevivo, 0 que nos permite associar esse achado a sua
acao gastroprotetora.

Palavras chave#nalgesia. Inflamac&o. Ulcera Gastrica. Terpenatatibna



ABSTRACT

(-)-a-bisabolol, a sesquiterpenic alcool, is commonljaoied fromMatricaria chamomilla
and from species of ahillosmopsis,it was tested in animal standardized models of
nociception, inflamation and gastric ulcer in mitethis assays, (¢bisabolol was used in
the doses of 25 and 50 mg/Kg in the models of mption and 100 and 200 mg/Kg in the
models of inflamatiom and gastric ulcers, admimexdde by via oral. (-)J-bisabolol
demonstrated to have an antinociceptive activithexmodels of visceral nociception induced
by intraperitoneal acetic acid and in the seconasplof the test nociception was induced by
intraplantar administration of formaline. @tbisabolol did not demonstrate activity in the
thermal nociception model of hot plate. These fugdi suggests that the antinociceptive
action of (-)a-bisabolol is not linked to central mechanisms amaly be related with pre
inflamatory process. In the models of paw oedendmdad by carragenine and dextran the
animals treated with (~bisabolol showed smaller oedemas as comparedirttatmtreated
only with the vehicle. (-jx-bisabolol was capable to reduce the paw oedendased by 5-
HT, but not the oedema induced by histamine, soutd relate the antiinflamatory activity of
(-)-a-bisabolol to the interference in the action/litigna or in the systesis/metabolism of 5-
HT. (-)-a-bisabolol demostrated having gastroprotectivevigtin the absolute ethanol and
indomethacin-induced gastric lesions. The mecharubrhis action was pharmacologicaly
tested, doing pre-treatments with L-NAME, Glibemoilde and Indomethacin. These
experiments demonstrated that tha gastroproteatitien of (-)a-bisabolol seems not to be
involved the nitric oxide, potassium channels ATdpehdents or the sysntesis of
prostaglandines. By the way, the quantificatiorG&H in the gastric tissues of not lesioned
animals e lesionated by ethanol or indomethacinwvsdothat the treatment with (e}
bisabolol atenuate the decrease of GSH associaitbdthe lesive agents, but it did not
increase its levels in the animals that not recietr&nol or indomethacin. This way (-
bisabolol increase the disponibility of GSH in tastric tissue, having vivo antioxidant
activity, that allows us to associate this findingts gastroprotective action.

Key words: Analgesia. Inflammation. Gastric Ulc8tutathione. Terpenes.
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1. INTRODUCAO

1.1. PARTE |

1.1.1 Nocicepcao e dor

A dor constitui a principal causa de perda da cidpde de trabalho, como também
gera nocivas consequéncias psicossociais e ecamfiniomo conseqiéncia de tal processo,
50 a 60% dos que sofrem qualquer tipo de dor figaancialmente ou totalmente
incapacitados para exercer suas atividades, de im@anensitéria ou permanente,
contribuindo negativamente para sua qualidadedbe (8BED, 2005).

Estima-se que apenas nos Estados Unidos da AnfErith A), em fungéo de dias de
auséncia ao trabalho e reducéo na capacidade padwna perda anual de 50-70 bilhdes em
consequéncia de estados dolorosos cronicos (BREN&tAN, 2007).

A dor pode ser definida como uma experiéncia s@aiseremocional desagradavel
associada a uma leséo tissular potencial ou reahesmo, a nenhuma lesdo, embora, ainda
assim, descrita com termos sugestivos de que otdaittual tivesse de fato ocorrido. A dor é
sempre subjetiva. Cada individuo aprende a aplicalgé palavra através de experiéncias
relacionadas com lesdes no inicio da vida (IASB720

A alodinea, dor associada a estimulos geralmeriieudas, ou nao-noxicos, e a
hiperalgesia que é o aumento da sensibilidade,sdorsintomas comuns associados a varias
doencas que, do ponto de vista fisiologico, podemuseis para a preservacao de tecidos
vulneraveig SANDKUHLE, 2009).

A sensibilizagc&o local e fisiologica, principalmenilacionada com a presenca de
mediadores inflamatdrios e neuromoduladores ¢€ fipsala como hiperalgesia primaria.
Outras regides ndo envolvidas pelo estimulo notiiaemicial podem sofrer pela expansao
desta hiperalgesia, de modo que o limiar para desear a dor nestes novos locais se torna
mais baixo, estabelecendo-se uma dor generalizadagterizando a hiperalgesia secundaria
(MARQUES, 2004).

Os mecanismos moleculares, celulares e sisténmigados aos processos dolorosos,
sua amplificacdo e depressdo sdo chamados de midEdse pro-nociceptivo e anti-
nociceptivo, respectivamente (SANDKUHLE, 2009).

Sendo assim, a nocicepgdo carece do componentgos@oou subjetivo que esta
ligado a dor. Dessa maneira a ativacdo de mecasismooiceptivos engloba as respostas

comportamentais e neurofisioldgicas da dor, podéad@omo outros eventos relacionados
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que ndo seja a dor, os reflexos de retirada e alizacdo (SBED, 2005; SANDKUHLE,
2009).

Os nociceptores sdo terminagcdes nervosas sensogaés diferem dos outros
receptores sensitivos pelo seu limiar de ativacaos nelevado, estando associado aos
estimulos de intensidade potencialmente lesiva [MNL, 1999).

A nocicepcao compreende a atividade sensorial daméém suas vias e processos
facilitados pelo estimulo doloroso (DICKENSON & B&SN, 1997). Sendo assim, a
nocicepcao também pode ser definida como o proapssse refere a recepcao de sinais no
S.N.C. evocados pela ativagédo de nociceptoresgéiovesta proveniente de dano tissular, ou
ndao. Nem todos os estimulos transmitidos destadagoodem ser qualificados como dor
(JESSEL & KELLY, 1991). Os nociceptores podem resigp a estimulos térmicos,
mecanicos e quimicos. O impulso nervoso geradagh@s) estimulo(s) se propaga pela fibra
nervosa ascendente até a medula espinhal, desta gparortex cerebral, onde seréo
comandadas e geradas as respostas fisioldgicasjorais e comportamentais (MUIR I,
1998).

A dor pode ser classificada de diversas maneiggertlendo do enfoque ao qual se
destina a andlise, como em relacdo a origem, kagzlo e tempo. Em se tratando da origem
da estimulacdo do processo doloroso podemos datassib dor como nociceptiva
(desencadeada pela estimulagédo dos nociceptoaizémns em varias partes do organismo),
neurogénica (dano tecidual neuronal nos sistema®see periférico ou central), neuropatica
(disfuncdo de nervos) e psicogénica, que ¢é a nif&d de se trabalhar, ja que ndo se origina
de uma fonte somética detectavel, sendo possivétnadesencadeada por fatores psicolégicos
(MILLAN, 1999).

Em relacéo a localizacdo do processo doloroso,mposielassifica-la em dor soméatica
(onde os estimulos que geram a sensacao dolorosarisddos da periferia do organismo,
podendo ser superficial cutdnea ou profunda) evidoeral (quando os estimulos dolorosos
sdo provenientes dos orgdos internos) (RAJA e1299).

Com base no tempo de permanéncia da dor no onganigodemos classifica-la
como transitoria (onde os receptores da dor s&adats mesmo sem haver dano tecidual),
aguda (resposta normal causada por dano tecidumalativacéo de receptores, de modo que a
dor pode ser revertida antes mesmo da total reg@oifisiologica do local afetado) e crbénica
(onde a lesédo ou a patologia causadora da domssapmpacidade do organismo em restaurar
o tecido afetado) (LOESER & MELZACK, 1999).
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Existem trés mecanismos interligados que explicaonaaréncia da sensacéo de dor.
O primeiro deles € mansducao, que consiste na ativagdo dos nociceptores poréa de
um estimulo nocivo (podendo ser mecanico, térmic@umico), gerando um potencial de
acdo. Atransmissdoefetuada pelo conjunto de vias que conduzem olgomervoso gerado
pelo nociceptor, leva a informacéo dolorosa pa&N€. E por fim, anodulacdo que pode
ativar vias responsaveis pela supressao da dodaypelos proprios nociceptores e suas vias
(PORTO, 2004).

As fibras nervosas responsaveis pela conducaondb sociceptivo da periferia ao
SNC séo (JULIUS & BASBAUM, 2001):

» Fibras AB: bastante mielinizada, constituindo a fibra de smdipida condugéo
nervosa (30 — 100 m/s) dentre as envolvidas cqroesso nhociceptivo, diametro
grande (1m). Transmitem estimulos inécuos.

* Fibras Ad: pouca mielinizagao, tendo por isso uma condugieosa mais lenta que
as fibras B (1,2 — 30 m/s). Apresentam diametro intermedié2ic- 6 um) e sao
ativadas através de nocicepcado mecanica e térmica.

* Fibras C: ndo apresenta mielinizacdo, sendo dos trés tgpbbra de conducéo mais
lenta (0,5 — 2 m/s). Apresentam o menor diamet {01,2 mm) e sdo ativadas por

varios tipos de nocicepc¢ao (mecanica, térmica migay.

1.1.2 Os receptores opioides e a analgesia

O termoopidide se aplica a qualquer substancia endégena ouisimtatqual produz
efeitos semelhantes aos da morfina, que sdo bldgegrr antagonistas como a naloxona. O
termo mais antigoppiaceq € restrito aos farmacos sintéticos semelhantemrdina, com
estruturas nao-peptidicas (HERZ et al., 1993). @ é&um extrato da seiva da papoula
Papaver somniferupque foi usado para fins sociais e médicos, jagjuelutor de euforia,
analgesia e sono.

Trés classes de receptores opidides, chamadqgs, dee k, todos membros da
superfamilia de receptores acoplados a proteinam@&deiam os principais efeitos
farmacoldgicos dos opiaceos (SCHUMACHER et alQ3)0 Estudos recentes sobre as

caracteristicas das racas de camundongos tranegérmjoe ndo possuem um dos trés



20

principais subtipos de receptores opidides, mostfaenos efeitos farmacoldgicos principais
da morfina, incluindo a analgesia, sdo mediadas reelepto. (CHILDERS, 1997).

Os receptores opidides sdo amplamente distribuidosérebro. Os farmacos que
atuam nestes receptores, quando administrados ipointratecal, em doses peguenas,
apresentam uma eficacia consideravel. Esta eviaé&ugere que uma acao central possa ser
responsavel por seu efeito analgésico. A nivelnésihi a morfina inibe a transmissao dos
impulsos nociceptivos através do corno dorsal,isugpios reflexos nociceptivos espinhais,
como também inibe a liberacdo de substancia P e@mnios do corno dorsai vitro ein
vivo (YAKSH et al., 1980).

A morfina é eficaz em muitos tipos de dor agudedeica. Os opiaceos sdo mais uUteis
para combater processos dolorosos originados pao leecidual, inflamag&o ou crescimento
tumoral do que em processos de dor neuropaticaodima também é capaz de reduzir o
componente afetivo da dor, refletindo uma atividadpra-espinhal, possivelmente ao nivel
de sistema limbico, que est4, provavelmente, erdmio efeito produtor de euforia (RANG
et al., 2007).

1.1.3 Modelos animais de nocicepc¢ao e dor.

No ambito da pesquisa em animais, a dor ndo pedensdida diretamente e dessa
forma os efeitos da administracdo de drogas tamb@o. Assim, os parametros
comportamentais utilizados para quantificar resgsost estimulos dolorosos em animais séo
apenas indicativos e na realidade medem a respusteptiva a um dado estimulo
(SCHOUENBORG & SJOLUND, 1983; SANDKUHLE, 2009).

Os modelos tradicionalmente utilizados para teltesubstancias com potencial
atividade antinociceptiva envolvem a observacdo pmytamental de animais apds a
exposicao a um estimulo néxico. O local da exposegas propriedades quimicas e fisicas
desses estimulos geram modelos de estudo comeaséstcas e aplicabilidades diferentes, e
dessa forma, fornecem possibilidades de estudariesvéngulos do processo nociceptivo.

A literatura descreve varios modelos consagradgwa p triagem de moléculas no

campo da dor, sdo exemplos:

» teste de nocicepcéo visceral do acido acético analicacao intraperitoneal

deste acido provoca liberacdo de neurotransmissa@esmediadores
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inflamatorios, sendo um modelo sensivel a drogakyésicas de agdo central e
periférica (KOSTER et al., 1959; RIBEIRO et al. 02,

» teste da nocicepcao quimica da formalina, umestamte teste bifasico, onde
a mediagdo quimica e os mecanismos de modulac&bisséxos em cada fase,
apresentando diferencas marcantes na sensibilidadeogas analgésicas.
Nesse ensaio, a primeira fase estd ligada a proddeddor de origem
neurogénica e a segunda fase esta relacionada dedmigem inflamatéria.
(HUNSKAAR & HOLE, 1987; LAPA, 2007);

» teste da capsaicina (SAKURATA et al., 1992), ulitle para produzir dor de
origem neurogénica, mediada pela liberacdo de peptiwleos como a
substancia P, neurocininas, somatostatina, peptielacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) com participacdo de fibras afes® nociceptivas do tipo
C, e em parte, fibras do tipodASZALLASI, 1999; CERVERO & LAIRD,
1999);

» teste da placa-quente que avalia a nocicepcaodgrénconsiderado um teste
sensivel a farmacos que atuam em nivel suprae$piithanodulacdo da
resposta dolorosa (EDDY & LEIMBACH, 1953; SILVA &k, 2006).

Esses métodos utilizam comportamento motor comadeacgia da resposta
nociceptiva. Dessa forma no teste de substancraspodencial antinociceptivo é importante
que seja investigado a possibilidade de que a®stspdetectadas nesses experimentos nao

estejam ligadas a diminuicdo da capacidade motoeaiuinal.

1.1.4. Inflamacéo

Um dos mecanismos mais primitivos de defesa dansgio animal a uma invaséo de
microorganismos patogénicos é o processo inflamatGelsius (30 a.C. — 38 d.C.) descreveu
0S quatro sinais classicos da inflamacdo: rubanotu calor e dor. Apds muitos anos,
Virchow (1821-1902) descreveu a inflamacdo como protesso e ndo apenas como um
evento simples além de conceituar o quinto sirsito da inflamacao, a perda de funcédo do
orgao ou tecido inflamado (WEISSMAN, 1992; HEIDLANdDal., 2006).
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Existem dois tipos de inflamacdo, tomando como baseritério de tempo de
permanéncia do processo no organisminflAmacao agudaé um tipo de resposta rapida a
um agente noxico de modo que ocorra uma estimulagAntese de mediadores de defesa e
um direcionamento dos mesmos ao local da lesda. iesposta pode durar alguns minutos,
horas ou, até mesmo, varios dias. Uma macica prasele proteinas plasmaticas,
configurando o edema, e a migracéo de leucocitasipalmente os neutrofilos, constituem
a principal caracteristica deste processo. Ocams®dilatacdo, estimulada por histamina e
oxido nitrico, e um consequente aumento da perrigade na microcirculagdo, promovendo
o0 edema (MAJNO & PALACE, 1961; SUFFREDINI et al99D; MCDONALD et al., 1999;
COLLINS, 1999). J& ainflamacéo crbnica pode séopgar por periodos bem mais extensos
e esta associada com alguns outros processosedagati histologica como fibrose e necrose
do tecido afetado, proliferacdo de vasos sanguieeqwincipalmente, a participacdo de

linfécitos e macréfagos.

O principal objetivo da reacéo inflamatéria é psisair o acesso ao tecido lesado de
células, proteinas e outros elementos originariessangue ao local da inflamacéo. A
instalacdo de um processo inflamatorio agudo pedelisidida de forma didatica em alguns
eventos (COTRAN et al., 2005):

« Aumento do fluxo sanguineo local, devido a vastalj@o atribuida aos
mediadores inflamatorios.

* Retracdo de células endoteliais, causando um aamentpermeabilidade
vascular. Esse processo faz com que mediadoregesoldo plasma, tenham
acesso ao local da inflamacao.

O extravasamento de macromoléculas plasmaticaquatentar a pressao
oncodtica local, se faz acompanhar pela saida de légando a formacdo do
edema inflamatorio.

* Quimiotaxia de leucocitos, essas celulas migram cdgslares a origem do

processo inflamatorio.

Os mediadores do processo inflamatorio sdo inie@aten liberados no local onde se
deflagrou o processo. Os macréfagos locais simaliaapresenca de material estranho ou

leséo atraves destes mediadores e/ou citocinaiségueecrutar células circulantes (leucocitos
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polimorfonucleares, macréfagos, eosindfilos, liitfd€) que apresentam um papel
amplificador no processo (FERREIRA, 1980; FERREIR393).

Entre as substancias que podem manter e amplificardiversos processos
inflamatorios estdo a 5-hidroxtriptamina (5-HT oeradonina), histamina, bradicinina, os
metabolitos do acido araquiddnico, citocinas, oxiitdco (NO) e neuropeptideos.

A 5-HT é um mediador vasoativo pré-formado, en@mtirnas plaquetas e células
enterocromafins (seres humanos e roedores) e nsi$citas (roedores). E liberado a partir
das plaquetas durante o processo de agregacao,captao com o colageno, trombina,
difosfato de adenosina (ADP) e complexo antigeniz@po. Essa amina vasoativa tem um
importante papel na alteracdo do tonus e permdabidi vascular o que contribui para o
extravasamento de fluidos (COLE et al., 1994; CDI1,11999).

A 5-HT é um poderoso agente estimulante das tegiésnervosas sensitivas para
dor e prurido, sendo responsavel por alguns ddsmsas causados por picadas de insetos e
irritantes vegetais (YAMAGUCHI et al., 1999). A 5FHproduz rubor, uma das caracteristicas
da inflamacdo e a possivel explicacdo para eseeéfabnstricio venosa com consequente
aumento no enchimento capilar (KATZUNG, 2006).

A histamina é um importante mediador das respa@déagica imediata e inflamatéria.
Sua fonte mais abundante sdo os mastdcitos, onémcsmtra pré-formada nos granulos
mastocitarios, porém também sdo encontradas erosoigicidos como basdfilos, plaquetas,
células enterocromafins-similes (ECL) e nos newfniAssim como a serotonina, esta
substancia é um forte estimulante das terminacéegsas sensitivas, e esta fortemente
associada a producdo da sensacdo de prurido. AkSun, dlguns estudos tém associado o
bloqueio de receptores de histamina no sistemaosercentral e a produgédo de potente
analgesia (KATZUNG, 2006; HOUGH, 2000; HAAS, 2008).

Véarios estimulos podem gerar a degranulacdo dosoainas, liberando histamina,
como: lesao fisica, frio, calor, anticorpos ligados mastdcitos, fragmentos do complemento
(anafilatoxinas C3a e Cba), proteinas de liberadg@idiistamina derivadas dos leucdcitos,
neuropeptideos (substancia P) e citocinas (COTRAN,e2005).

A histamina liberada nos processos inflamatoriad esvolvida no desenvolvimento
do eritema, devido a vasodilatacdo das pequenesodeis e esfincteres pré-capilares, e do
edema ao aumentar a permeabilidade das vénulascapidgres. O aumento da
permeabilidade associada a acdo da histamina éagam direta sobre os receptores de
histamina do tipo 1 (B, que causa separacdo das ceélulas endoteliaisrmitgra a

transudacédo de liquidos e moléculas do tamanhegieepas proteinas no tecido perivascular
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(MACDONALD et al., 1999). Ela é considerada o pijrat mediador na fase aguda de
aumento da permeabilidade vascular no processonatbrio (COTRAN et al., 2005).

A bradicinina, cininogénio vasoativo de alto pesmeuular, é descrita como ativadora
direta de nociceptores, assim como mediador higésado. A bradicinina se liga a quatro
tipos de receptores conhecidos {Bk Bk;), sendo que Bke Bk parecem ser os mais
importantes com relacdo a dor inflamatéria. A hmatha apresenta um potente efeito sobre
a permeabilidade vascular, com efeitos semelhaatss da histamina. E também um
importante mediador no que se refere a respodtamatoria tecidual a estimulos irritantes,
porém sua acao € curta devido a rapida degradazimaica (BOURA & SVOLMANIS,
1984; STERANKA & BURCH, 1991; FARMER & BURCH, 1992)

Entre os muitos mediadores da inflamacdo, as mlesidinas (PGs) possuem
importancia especial. Elas séo liberadas por qtede tipo de estimulos quimicos ou
mecanicos e sempre acompanham a resposta inflaaag#o sintetizadas através das
enzimas cicloxigenases (C@QXCOX, e COX) a partir do acido araquidbnico e estéo
relacionadas com os processos de sinalizacdo efitrlas, na manutencdo da homeostasia
tecidual, febre, dor e inflamacdo. A COX-2 € a mama induzida em células inflamatérias
mediante estimulo inflamatério. A PgHEorna a célula neural hipersensivel a estimulos
dolorosos e interage com citocinas na geracgéao loe féurante processos infecciosos. A
PGD; é o principal metabdlito da via da COX nos mastdce, juntamente com PGE PG},
causa vasodilatacdo e potencializam a formacdodden@ pela acdo sinérgica entre as
substancias endogenas que causam o aumento daap#icade vascular, como a bradicinina
e histamina (DRAY, 1995; RANG et al., 2003; BOTTINZDOG).

Chandrasekharan et al., (2002), descreveram azso@anCOX-3 (ou COX-1b) e
atribuiram a inibicdo desta enzima, no Sistema d&r\Central (S.N.C), o mecanismo de
acdo analgésico e anti-térmico do paracetamol gagebfeno), postulando que a sintese
central de PGs envolvidas nos processos de dguéagdio da temperatura sao sintetizadas a
partir da acdo dessa isoenzima.

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptidibesados por células do sistema
imune. Apresentam acado direta sobre os receptetelRies, mas também podem induzir a
formagao de outras citocinas, constituindo umaatasde amplificacdo. As citocinas fazem
parte da resposta final de uma célula, determirmamaum certo nimero de mensagens
diferentes recebidas de modo concomitante, na fécipeda célula. Em se tratando do
processo inflamatorio, pode-se mencionar as ciéscpro-inflamatorias e anti-inflamatorias.

As citocinas pré-inflamatérias participam das reacthflamatérias agudas e crénicas, bem
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como nos processos de reparo (TeE-IL-1, por exemplo). Sao liberadas por macrofagos
por muitas outras células, podendo desencadearcastta de citocinas secundarias. As
citocinas anti-inflamatérias inibem algumas fases r@acdo inflamatéria: inibicdo da
producdo de quimiocinas (citocinas quimioatraented)icdo da resposta das células Thl.
Esta ultima inibicdo € importante para evitar af@ celular inapropriada, caracteristica de
certas patologias auto-imunes. Como exemplo deic#ds anti-inflamatoérias temos: TGa;-
IL-4, IL-10 e IL-13 (RANG et al., 2003).

O papel do éxido nitrico (NO) como mediador inflaémep foi descoberto de forma
relativamente recente. Em 1980, demonstrou-se queasadilatacdo estimulada pela
acetilcolina necessitava de um endotélio integnm. fazao disso, as células endoteliais
sintetizavam um Fator de Relaxamento Derivado ddot&io (EDRF), levando a um
relaxamento da musculatura lisa. Posteriormensgateiu-se que o endotélio sintetizava NO
e que este apresentava as mesmas propriedadess fssidioldégicas do EDRF. Esse
relaxamento € devido ao aumento de GMPc intracelesdimulado pelo NO, o que também
gera vasodilatacido. A entrada de Qao interior da célula ativa a producdo de NO. Alox
nitrico sintase (NOS) é fundamental para a sirdesdO. Existem trés isoformas principais
de NOS: duas isoformas constitutivas (eNOS — ptesemendotélio e nNOS — presente nos
neurénios) e uma isoforma induzivel (iNOS — exmesss macrofagos, células de Kupfer,
neutrofilos, fibroblastos, musculo liso vasculact&ulas endoteliais em resposta a estimulos
patologicos). Em reacgdes inflamatorias ha uma nedpressao da iNOS. O NO é sintetizado
a partir da L-arginina e do oxigénio molecular g¢@S (DUSSE et al., 2003).

Os neurbnios sensitivos podem gerar sua contribyigéia as reacoes inflamatérias
através da liberacdo de neuropeptideos. Os priacipeuropeptideos envolvidos com o
processo inflamatorio sdo o Peptideo Relacionaddsewe da Calcitonina (CGRP), um
potente vasoditalador, substédncia P e a neurociAingue atuam sobre 0s mastocitos
liberando histamina, produzindo contracdo da mascrd lisa e secrecdo de muco. O
processo inflamatorio onde ocorre a presenca deopeptideos € chamado de inflamacéo
neurogénica e esta implicada na patogénese des\&@mgmtos inflamatorios: doenca intestinal

inflamataria, rinite alérgica, fase tardia da asemre outros processos (MAGGI, 1996).

1.1.5 Modelo de inflamag&o em pata de roedores

Os edemas de pata induzidos experimentalmente estones tém sido utilizados tanto

para o estudo do processo inflamatério quanto pariagem de moléculas com potencial
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atividade antiinflamatéria (DI ROSA et al., 1971AWSON et al., 1991; GILLIGAN et al.,
1994; SALVEMINI et al., 1996; FERNANDES et al., ZYONONATO, 2009).

Nesses ensaios a inducao de edema consiste nacaplide um agente inflamatério na
pata traseira do animal. Os estimulos inflamatdtadicionalmente utilizados na avaliacédo

da atividade antiinflamatéria de novas moléculpsoelutos de origem natural sdo:

» Carragenina: a aplicagdo intraplantar desta sufistgoroduz um edema
caracterizado pelo agudo e progressivo aumentoohone da pata injetada.
Esse edema é resultado da acdo sequéncial e ddeggavarios mediadores
inflamatorios, como citocinas (TNé&-e IL-18), histamina, bradicinina,
prostaglandina e substancia P (DI ROSA et al., 1RORAM et al., 2006).

» Dextrano: esse agente esta relacionado com libeeciistamina e serotonina
através da degranulacdo de mastocitos (LO et%d2)1

» Histamina, 5-HT e Prostaglandina E: sdo utilizgoas avaliar diretamente o
papel de uma dada molécula sobre suas respostggpo®sso inflamatorio
(CUNHA et al., 2001; LAPA et al., 2007).
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1.2. PARTE Il

1.2.1. O estbmago e a secrecdo acida

O estbmago é um oOrgao que exerce funcdo exocriemdécrina digerindo os
alimentos e secretando horménios. E uma dilatagétvato digestivo, entre o esbfago e o
duodeno, que tem como funcdes principais contiaudigestdo de carboidratos iniciada na
boca, transformar o bolo alimentar em uma massasés chamada de quimo, e iniciar a
digestéo das proteinas pela acdo da pepsina (JUNRRQUE CARNEIRO, 2004).

Apoés uma refeicdo o estomago, expande-se de acord@ quantidade de alimentos
ingerida, mistura, tritura e separa as particulasares que serdo esvaziadas no duodeno a
uma velocidade compativel com a capacidade detéime® pancreas e absorcéo do intestino

e, também, de acordo com o estado fisico e emdalonadividuo (HIRATA et al., 2007).

O estbmago é divido em quatro regides anatbmicasirdia, o fundo, o corpo e o
antro. A cardia € a porcado estreitada do estomagediatamente distal a juncédo
gastresofagica. O fundo constitui a por¢cdo do eafonproximal que se estende acima do
nivel da juncé@o gastresofagica. A por¢cdo mais ldikiadrgdo demarcado do duodeno pelo
esfincter pilorico é denominada antro. Os doisoterestantes do estdbmago sdo chamados de
corpo (HAM, 1991).

O epitélio que recobre a mucosa gastrica sofreginegbes em direcdo a lamina
propria, formando as fossetas gastricas, onde desmm as secrecbes das glandulas
tubulares ramificadas caracteristicas de cadaadygsdoldgica. Na regido pilérica e da cardia
€ produzida uma secrecdo rica em muco, enquantaeg@o oxintica é secretado
principalmente &cido cloridrico e o fator intringeambos provenientes de células parietais e
pepsinogénio proveniente das células principaigémticas.(AZERKAN et al., 2001).

O acido gastrico secretado possui um importantelpap processo de absorcédo de
ferro, célcio e vitamina B12, além de ativar o pepgénio secretado pelas células principais,
facilitar a digestao de proteinas e combater & @dfes bacterianas (SCHUBERT & PEURA,
2008). No entanto, quando ocorre producdo anornmémaltas de acido, as defesas da
mucosa sao debeladas e pode ocorrer as lesGetedateas das Ulceras pépticas (DUBOIS
et al., 2004).
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Para regular a secrecdo de &cido gastrico de acorda necessidade fisiologica, as
células parietais sao reguladas por trés mecanismesirais, com envolvimento
principalmente de acetilcolina e do peptideo liderade gastrina (GRP); hormonais, pela
acdo da gastrina; e de forma paracrina devido airpidade das células Enterocromafins-
similes (ECL) que liberam histamina (SHUBERT & PEAJR008; MCQUAID, 2005).

As células parietais séo reguladas por esses #éanismos de forma integrada. Estas
células possuem receptores de membrana para Mhstanaicetilcolina e gastrina-
colecistocinina-B(CCK-B) (SCHUBERT & PEURA, 200&igura 1).

O controle nervoso da secrecdo acida € mediadaipmimente pela acdo da
acetilcolina, a qual age diretamente nas célulagtps estimulando o aumento de célcio
intracelular através da enzima fosfolipase C. Emsmento de calcio intracelular leva a
ativacdo de proteina cinases que estimulam a $ecdegacido pela K -ATPase, cuja agdo
€ mediada por receptores colinérgicos muscarinidostipo 3 (MCQUAID, 2005;
SCHUBERT & SHAMBUREK, 1990). De forma indireta, eetilcolina se liga a receptores
muscarinicos do tipo 1 que potencializam a secrdedloistamina nas células ECL, além de
diminuir a secrecdo de somatoestatina, o prinafilaldor da secrecéo acida (SCHUBERT &
SHAMBUREK, 1990).

A gastrina, principal estimulante da secrecdo adidante a ingestdo de alimentos, é
produzida nas células G do antro gastrico e, enoresrgquantidades e de forma variavel, na
parte proximal do intestino delgado, célon e péar&la se liga aos receptores CCK-B nas
células parietais e ECL e em ambos o0s casos dagtn$ a ativacdo da Fosfolipase C e
aumento do calcio intracelular (SACHS et al., 199UFRESNE et al., 2006). Embora a
gastrina possa interagir diretamente com as célpdaietais, a atividade secretéria deste
hormdénio esta muito mais estabelecida como inddéoproducdo de histamina nas células
ECL. Nestas células a gastrina aumenta a expressgenes ligados a producéao e liberacao
de histamina.(SHUBERT & PEURA, 2008; DUFRESNE et2006).

A histamina produzida pelas células ECL age sobrmeceptores do tipoJHos quais
sdo acoplados a proteina-G e a adenilato cicladessa forma aumentam a concentragédo
intracelular de 3’,5’-monofosfato ciclico de adenas(AMPc). O AMPc por sua vez, ativa
proteina cinases que estimulam a secrecéo de geiadf/K*-ATPase, ou bomba de prétons
(SOLL & WOLLIN, 1979; MCQUAID, 2005).
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FIGURA 1. Diagrama esquematico do controle fisioléigo da secrecéo acida pelas células parietald1

e M3: receptores muscarinicos; ECL: células enternafins-simile; ST2: receptor de somatostina; H:
histamina; H2: receptor de histamina; CCK-B: recemte gastrina-colecistocina-B. adaptado de Mcquaid
2005.

Para que as funcdes e integridade do estomago segatidas em um ambiente com
fatores potencialmente lesivos (acido e pepsinaga&ssario que os fatores de protecdo da
mucosa gastrica sejam capazes de barrar a acaseddesses fatores lesivos.

1.2.2. Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

Em situacédo fisiolégica o estbmago convive em déuoyigl com fatores protetores e
agressores da mucosa gastrica. O desenvolvimentalogaa péptica € dependente do
desequilibrio entre esses fatores. A barreira fden@or muco, fosfolipidios e bicarbonato, a
constante renovacdo das ceélulas epiteliais gastrica continua geracdo de
prostaglandinas(PGs), inervacdo neuronal senst@iahucosa gastrica e a manutencéo de
uma eficiente microcirculagdo local constituem osgpais fatores protetores da mucosa
gastrica. Os principais fatores agressores saado atoridrico (HCI) secretado pelas células
parietais, pepsina, sais biliares, motilidade ambrdo trato gastrintestinal e infec¢cdes por
microorganismogtelicobacter pylorj principalmente (ADEYEMI et al., 2005; LAINE et.al
2008).
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Os componentes de defesa sao os fatores que fitasilsi mucosa gastrica resistir as
exposicdes a um amplo espectro de substancias eomacdes de pH, osmolaridade e
temperatura, a agentes com propriedades detergeptedutos bacterianos capazes de causar
inflamacéao local e sistémica (WALLACE & GRANGER,9).
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FIGURA 2. Mucosa gastrica e mecanismos de defegalaptado de Laine et al. (2008).

Veia submucosa

As PGs estdo ligadas a quase todos os fatoremsilafe para a mucosa gastrica.
Esses autacoOides agem sobre receptores acoplguméema-G (FOEGH & RAMWELL,
2005), no estdmago, e atuam principalmente sobreaeptores do tipo E1 relacionado ao
aumento da secrecdo de bicarbonato, aumento do #argliineo na mucosa lesionada e
diminuicdo da motilidade gastrica. Os receptores tgg@ E3 e E4 exercem acgles
marcadamente importantes para protecdo gastrica @nnibicdo da secre¢do &cida e
aumento da secrecdo de muco pelas células emiteksipectivamente. Além disso, as PGs
diminuem a ativacdo e aderéncia de plaquetas édios ao endotélio vascular (LAINE et
al., 2008), e estdo ligadas a gastroprotecdo dssastocinina em modelos experimentais
(MERCER et al., 1998). Os mecanismos de defesaudasa gastrica que sdo estimulados ou
facilitados por PGs, sao total ou parcialmente idbslquando séo utilizadas inibidores da
Cicloxigenase (COX).
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A barreira formada por muco, bicarbonato e fosfdlgs constitui a primeira linha de
defesa da mucosa gastrica e tem um papel estrmanatotecdo desta. Esta barreira forma
um micro-ambiente estavel que retém ions bicarbosatretados e, assim, mantém o pH
aproximadamente neutro na superficie das céluléaias mesmo frente ao acido gastrico, e
age como protecdo fisica que impede a pepsinaidgra¢ causar protedlise ao epitélio
gastrico (ALLEN & FLEMSTRO, 2005; LAINE, 2008). Cegmucoso contém fosfolipidios
que na superficie luminal é coberto por um filmesdefactante com fortes propriedades
hidrofobicas. Esse muco é secretado pelas célpitdiais sendo composto por 95% de agua
e 5% de mucina, glicoproteinas e produtos do gamautina (MUC). As unidades de mucina
se polimerizam para formar a estrutura em gel alyzara a aderéncia e estabilidade da
camada de muco (ALLEN & FLEMSTRO, 200%)dura 2).

O bicarbonato (HCQ é secretado da mucosa gastrica frente a varibdswdss
fisiologicos. Como dito anteriormente,n as PGs cestAvolvidas na continuidade de sua
secrecdo, assim como a presenca de acido gas&lddEN & FLEMSTRO, 2005). A
estimulacdo vagal aumenta a sua liberacdo paraeniienquanto os nervos esplancnicos
adrenérgicos diminuem (FANDRIKS & JONSON, 1990).

O Oxido Nitrico (NO) é um mediador gasoso sinteliva partir do aminoacido L-
arginina em uma reacéo catalisada pela enzima OMitlwo Sintase (NOS). Essa enzima
possui trés isoformas sendo diferenciadas peldizacéo tecidual, pela dependéncia dé'Ca
Calmodulina e pela sua expressao constitutiva ouAssim, as enzimas 0xido nitrico sintase
constitutivas (NOS-c) representadas pelas NOS-élialo(NOS-IIl), presente normalmente
no endotélio vascular e plaguetas, e NOS-neurdd@S¢l), presente nos neurbnios, séo
normalmente dependente de’Ca Calmodulina (DUSSE et al., 2003). A NOS-indutive
(NOS-1l) ndo € expressa sob condi¢cdes normais, ce defpende de elevacdo no calcio
intracelular. E induzida por citocinas e/ou enditas em uma variedade de células,
incluindo-se macroéfagos, linfécitos T, células eetlais, midcitos, hepatdcitos, condridcitos,
neutrofilos e plaquetas (MACMICKING et al., 1997¢BSE et al., 2003).

O o6xido nitrico gerado entdo se difunde pelo mustisb vascular e ativa a enzima
Guanilato Ciclase soluvel, levando ao acumulo daafasfato ciclico de guanosina (GMPc),
principal responsavel vela vasodilatacdo mediadaN® (SHEPHERD, 1991). No trato
gastrointestinal o NO ajuda na prevencao e curdedé®s. Esta envolvido na producédo de
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muco e bicarbonato, na diminui¢cdo da secrecédo éstitaulada pela histamina (KATO et al.,
1998) no aumento do fluxo capilar na mucosa do tgaistrointestinal (GUTH, 1992). Age
como citoprotetor, anti-inflamatorio, e em asso@acom os efeitos protetores das PGs no
estdbmago (BILICI et al., 2002).

A microcirculacdo é essencial para que o oxigéniougientes possam atingir as
células e possa haver remocéao de substanciasgoisacapilares entram na lamina prépria e
se direcionam para atingir as proximidades daslaglglandulares epiteliais. Na base das
células epiteliais os capilares convergem paralaéntoletoras (GANNON, 1984). Quando
ocorre difusdo de acido gastrico do limen para &osa existe um aumento no fluxo
sanguineo para ajudar a remover o acido das muddsdibras nervosas sensorias sensiveis
a capsaicina tém um papel importante nesse aspectwnitorar o refluxo de acido e liberar
mediadores vasodilatadores (GUTH, 1992).

A isquemia da mucosa, a formacéo de radicais ligrascessacao da disponibilidade
de nutrientes teciduais resultam em necrose tdcmlua juntamente com a liberacdo de
leucotrienos B, atuam como atraentes para leueitmacrofagos que liberam fatores proé-
inflamatorios como TNFe: e IL-1, resultando em Ulcera gastrica (TARNAWSK&ak, 2009

Vasodilatadores potentes como NO e P@btegem a mucosa gastrica de danos
causados por vasoconstritores como leucotriepotr@mboxano A e endotelina, além de

prevenir a aderéncia de plaquetas e leucécitosdatéio microvascular (LAINE, 2005).

Uma caracteristica marcante na fisiologia gastéica fato de as células epiteliais
sofrerem intensa renovacdo em um curto periodoed®d, aproximadamente trés dias
(EASTWOOD, 1981). Em um ambiente onde fatores agres estdo sempre sendo gerados,
a alta taxa de renovacao celular é crucial paranméar a acdo desses agentes noxicos.
Estudos demonstraram que em alguns modelos expeaisiea diminuicdo da taxa de
renovacdo das células epiteliais est4 implicadaocorecanismo de lesdo gastrica. Nesse
sentido Eastwood & Quimby (1982) e Kuwayama & Easitlv(1985) estabeleceram ligacdes
entre as lesbes que ocorrem no estdbmago dos arsoiaigetidos ao stress e a a¢do do acido
acetilsalisilico, um anti-inflamatoério ndo estemide uma diminuicdo da renovacao epitelial

gastrica.
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A formacdo de radicais livres ou, mais adequadaneigscrito como Espécies
Reativas de Oxigénio (E.R.O.), € um evento constaas células e acontece em decorréncia
do metabolismo normal, como na respiracédo celulaerm condicbes patolégicas como na

inflamacdo. As E.R.O. compreendem o anion supeodX(@’), peroxido de hidrogénio

(H20,) e o radical hidroxila (HO (CNUBBEN, 2001).

Em condicbes fisioldgicas, cerca de 95% de oxmémblecular sofre reducéo
controlada no sistema citocromo oxidase mitocoh@asa formar agua. O resto do oxigénio
molecular sofre reducéo incompleta o que leva mdgéo das E.R.O. (FESHARAKI et al.,
2006). Essas espécies sao altamente danosas par&élalgs, pois interagem
indiscriminadamente com DNA, lipideos e proteinadgmdo alterar suas fun¢des. Quando
reagem e levam a danos em proteinas de membranexgmoplo, a permeabilidade desta é
alterada e como consequéncia toda a fisiologidarghowde ficar comprometida, assim como
interacbes com DNA podem levar a mutacdes e amdelsenento de cancer (CNUBBEN,
2001; KOC et al., 2008).

O papel das E.R.O. em causar lesdo ou morte ceutada vez mais reconhecido.
Anions superéxidos e radicais hidroxila estdio evidos em um grande nimero de alteracdes
degenerativas, frequentemente associadas com uransumos processos de peroxidacéo
ligados a baixa concentragédo de antioxidantes (TAN® et al., 1998).

As células do trato gastrintestinal possuem urersiatde defesa antioxidante capaz de
evitar a citotoxicidade das E.R.O. através de misg®ws que envolvem a acao de enzimas e
compostos com potencial de sequestrar radicaissliio rol de enzimas envolvidas nessa
acao estdo a superoxido dismutase (SOD), glutagieraxidase (GSH-px) e catalase (CAT.).
A mucosa também é protegida por um sistema de éspgiflores” de E.R.O. como tidis,
glutationa reduzida (GSH), alfa-tocoferol (vitamigg vitamina C, carotendides, metionina e
taurina, que se ligam aos radicais de oxigéniopedam as suas ac¢oes lesivas (FESHAREKI
et al., 2006).

A enzima SOD tem a funcao de remover os anion éxjakr do ambiente celular pela
catalise da reacdo de dismutacdo desses anioasdgeoxigénio e peréxido de hidrogénio
(FATTMAN et al., 2003). O peréxido de hidrogéniaétoxificado principalmente pela acao

da enzima catalase que entéo gera oxigénio e AgB&H-px dependente de selénio também
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€ capaz de catalisar a reacdo de quebra do per@eidauidrogénio em oxigénio e agua
(MATES, 2000).

As enzimas glutationa peroxidases (GSH-px) sdo benhecidas como principal
componente enziméatico de defesa antioxidante enahoasi Existem pelo menos cinco tipos
de GSH-px (I-V), com distribuices diferentes endadecido. Essas enzimas catalisam a
reducdo de peroxidos de hidrogénio e hidroperéxaigénicos em oxigénio e agua, tendo
como cofator o tripeptideo glutationa reduzida (GStdrmado pelos residuos cisteina,
glicina e &cido glutdmico que entéo é oxidado deras rea¢des de peroxidacdo. Um tipo de
glutationa peroxidase que é encontrada nas menth@ialares detoxifica hidroperéxidos
fosfolipidicos e de colesterol (LU & HOLMGREEN, 200

027
Superoxido
dismutase Catalase
H,O, H,O + O,
GSH GSH
Glutationa Glutationa Hidroxil
peroxidase redutase Peroxinitrito
GSSG GSSG
H,O
ROOH + GSH » ROH + H,0 + GSSH
Glutationa-S-transferase

FIGURA 3. Acdo das enzimasSuperdxido dismutase, Catalase, Glutationa peasgidglutationa-s-
transferase e glutationa redutase. GSH, glutatredazida.GSSG, Glutationa oxidada. ROOH radicais
peroxil.

O GSH também ocupa um lugar de destaque nos meeaniantioxidantes das
células. Esse tripeptideo é capaz de se ligar aamdte de forma direta e ndo-enzimatica
com radicais hidroxilas, e com,®; e peroxinitrito impedindo que esses interajam com
estruturas importantes nas células (GRIFFITH, 1988¢mais, o GSH é cofator da enzima
GSH-px e, de forma enzimatica, através da acdo ldetigna-S-transferase se liga a
compostos eletrofilicos potencialmente lesivoséslas. (CNUBBEN et al., 2001)Figura
3)
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Os niveis celulares de GSH séo controlados poriptagtsistemas enzimaticos, como
a y-glutamiltranspeptidasey{GT), aminoacidos transportadores, glutationa st (GS),
GSH-px e glutationa redutase (GR), porém, a liriitagda reacdo de sintese de GSH é
catalisada pela-glutamil cisteinil sintetasey{GCS) (ISHIKAWA et al., 1997; WILD &
MULCAHY, 2000).

A liberacdo de radicais livres derivados de oxigém@m recebido grande atencao
como provavel fator patogénico das lesbes da mugéastica associada com estresse de
imersdo na agua, drogas anti-inflamatérias e (dBcarduzidas por etanol (BILICI et al.,
2002). Nessas condi¢des, hd um desequilibrio enfeemacédo e a degradacdo, através das
defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimatieasE.R.O. que, dessa forma, podem

exercer acoes deletérias sobre o epitélio da mgAsteca.

1.2.3 Ulcera péptica

Ulcera péptica é uma area focal de leséo que ecmrestdmago ou duodeno. As
lesbes sdo denominadas Ulceras gastricas ou disdepandendo de onde estdo localizadas.
Estas acontecem onde o epitélio € exposto ao amidgepsina e levam a perda do
revestimento mucoso do estdbmago provocando danos tammanhos e profundidades
variaveis podendo levar a complicacbes graves camperfuracdo gastrica.(ILIAS &
KASSAB, 2005; DE ANDRADE et al., 2007; FBG, 2009).

A etiologia da doencga ulcerosa péptica é geralmantéfatorial e sua fisiopatologia é
mais bem compreendida em funcdo de um desequil@mtie mecanismos de protecdo da
mucosa gastrica (muco, bicarbonato, prostagland@3 e os agentes agressores (acido e
pepsina). Fatores internos e externos sao capkzedterar oS mecanismos protetores da
mucosa gastrica. Assim, fumo, infeccdo bacteriahteli¢obacter. pylor, estresse,
deficiéncia alimentar e uso de anti-inflamatérié® msterdides (AINES), podem aumentar a
incidéncia de Ulcera gastrica (DUBOIS et al., 2004)

A prevaléncia e incidéncia da doenca ulcerosa lnamuito nos ultimos anos,
porém, ela ainda representa um grande problematdie sS(SONNENBERG & EVERHART,
1996). A incidéncia anual desta doenca € variaveledor do mundo. No Japédo se estima
uma taxa de 1 caso por 1000 habitante, enquanimnega esse valor € de 1,5 e na Escocia

2,7. Nos Estados Unidos, 4.000.000 de pessoasrsafien esta doenca aproximadamente e
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sao diagnosticados 500.000 novos casos a cada goe, representa um gasto acima de oito
bilhdes de ddlares com custos diretos e indir&@e8RESTHA & LAU, 2007)

Embora a prevaléncia e morbidade da ulcera pépsisgam diminuindo no ocidente,
a incidéncia de complicacdes permanece relativaanemstante (TORAB et al., 2009). A
hemorragia tem sido a complicacdo mais freqUentélcera péptica e est4 associada com
significativa morbidade, mortalidade, e gastos satide (COTRAN et al., 2005).

A infeccdo por Helicobacter pylori e 0 uso de AINEs0 as principais causas de
ulceragcdo do estdmago e duodeno e suas complic@Bd&ZOLI et al., 2001). Quando
Marshall & Warren (1983) isolaram uma bactéria,t@asrmente denominaddelicobacter
pylori, a partir de fragmentos de mucosa gastrica demp@s com gastrite e Ulcera duodenal,
um dos maiores avancos na histdria da Ulcera pemicque tem mudado dramaticamente o

seu manejo, tinha acontecido.

No inicio a idéia de que uma bactéria poderia dalbrum ambiente tdo acido quanto
o estbmago foi combatida; porém este organismoupasgcanismos que possibilitam
neutralizar o ambiente gastrico, a partir da atii@lda enzima urease que produz a amonia e
diéxido de carbono a partir da uréia. O H. pylasgui ainda proteases que desmembram as
glicoproteinas da camada mucosa e expdem as cépitaBais as acdes lesivas do acido e da
pepsina (GIBALDI, 1995; COTRAN et al., 2005). Patala isto, as células produtoras de
somatostatina, inibidor da secrecdo de gastrinap eminuidas na infeccdo pHr pylori o
que pode contribuir para a secrecdo de acido aanen(tHOOGERWERF & PARICHA,
2006).

Estudos subsequientes em varias partes do mundontanadm a hipotese inicial de
que esse bastonete gram-negativo estaria asso@iaggimese da doenca péptica ulcerosa
(BITTENCOURT et al., 2006), e hoje se sabe queircjpal causa do desenvolvimento de
Ulcera géstrica € a infec¢ao pdr pylori, que parece ser responsavel por 60-70% dos casos
(HOOGERWERF & PARICHA, 2006; SHRESTHA & LAU, 2007).

1.2.4 Etanol e Ulceras gastricas

Gottfried et al. (1978) verificaram que a ingest&al de etanol em uma Unica ocasiao
em uma dose de 1g/Kg de peso corporeo dissolvidagera era capaz de causar alteracdes

microscopicas e macrocépicas no antro gastricolemahos.
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Administragdo intragastrica de etanol a camundongasluz lesfes na mucosa
géastrica, que sdo comumente usadas como estudatdgépese e terapia das doencas
ulcerativas em humanos. O etanol penetra rapidamenimucosa gastroduodenal causando
danos na membrana, esfoliacgdo de células e eroSacaumento subseqiente na
permeabilidade da mucosa, em conjunto com a liBerage produtos vasoativos de
mastoécitos, macréfagos, e outros células sangupuam levar ao dano vascular, necrose e
formacéao de ulceras (SZABO et al., 1985).

O etanol é capaz de diminuir a concentracao de astop sulfidrilicos ndo-proteicos
como a glutationa reduzida no tecido gastrico (PONRBYADACHA et al., 2003). A
deplecdo de GSH e o aumento da peroxidacdo lipiséma fatores reconhecidos que
contribuem para o desenvolvimento das lesfes gasttausada pelo etanol (ZULLYT et al.,
2007).

Alguns estudos relatam o aparecimento de gasgitdaaapos a ingestdo de bebidas
alcodlicas em humanos, ainda que os danos na mgassé&a sejam menores do que aqueles
produzidos pela ingestdo de etanol puro em coragidr semelhante. Apesar dos danos
conhecidos gue o etanol causa a mucosa gastrmasumo de bebidas alcodlicas ndo tem
sido associado a riscos aumentados de desenvolairdenilceras gastricas (FRIEDMAND
etal., 1974; TEYSSEN & SINGER, 2003; CORRAO et 2004).

1.2.5. Anti-inflamatérios néo-esterdides e Ulceyastrica

Os AINEs sdo amplamente utilizados para alivioateedestdo entre os medicamentos
mais prescritos em todo o mundo (LAINE, 2002). da® Blaser (1991), apresentaram um
estudo no inicio da década de 1990, onde constevpar volta de 30 milhdes de pessoas no

mundo utilizavam habitualmente algum AINE.

O principal fator limitante do uso de AINEs é o el®glvimento de eventos adversos
gastrointestinais (Gl), que vao desde a dispepsgases situagcdes com risco de vida
(LAINE, 2002). Esses eventos adversos ndo sao esmogsuarios regulares de AINES, pois
15-30% desses possuem uma ou mais Ulceras quaahinexios endoscopicamente (YUAN
et al., 2006)
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Varios outros trabalhos de cunho epidemiologicoatmarelacdes importantes entre o
consumo de AINEs e o aparecimento de Ulcera gastd duodenais, inclusive em usuérios
de acido acetil-salicilico em baixas doses (SLATYERt al., 1995; WEISMAN &
GRAHAM, 2002)

De fato, o potencial dos anti-inflamatérios nacesstles (AINEs) para provocar
toxicidade gastrointestinal € bem conhecido, com miamero estimado de 100 000
hospitalizacbes ocorridas anualmente no E.U.A. dievias graves complicacoes
gastrointestinais relacionadas aos AINEs. O usnioodde AINEs pde pacientes em risco de
perfuracdes, Ulceras, ou hemorragia da mucosaodastlenal. Esses efeitos adversos tém
sido descritos tradicionalmente como resultadondzigdo da Ciclooxigenase-1 (COX-1), a
isoforma da enzima ciclooxigenase que catalisanéess continua de prostaglandinas
gastroprotetoras. Por outro lado, a inibicdo daloXigenase-2 (COX-2), a isoforma da
enzima envolvida na resposta inflamatoria, estadbgaos efeitos anti-inflamatoérios e
analgésicos dos AINEs. A falta de seletividade Ai¢ES tradicionais para uma determinada
isoforma da COX, € a razéo pelo qual essas dr@gasficazes para o tratamento de estados

inflamatorios e a dor associada, mas possuem eldvaitiade gastrica.

A Indometacina, um inibidor da sintese de prostatjilms, € um classico
representante dos AINES. Seu uso esta associado womaumento do risco de
desenvolvimento de Ulceras no trato gastrointdsénauas complicacdes, assim como 0s
outros AINEs (SZABO et al., 1985; SCHOENFELD et &B99). Lesbes experimentalmente
induzidas por indometacinas sdo consideradas fen@® de valor para o estudo da
patogénese da ulceracdo aguda da mucosa gastamaceteste de novas substancias com
potencial atividade gastroprotetora (SZABO etl#885; ALAM et al., 2009).

A patogénese das lesdes gastricas induzidas pdeAléra associada, até bem pouco
tempo, apenas com a inibicdo da COX-1, responspeka sintese das prostaglandinas
associadas a gastroprotecdo. Contudo, a acao kesiwacosa gastrica de drogas inibidoras
altamente especificas para a COX-1(SC-570), € dersmielmente menor e com
caracteristicas diferentes das lesdes induzidasnpometacina ou ibuprofeno, drogas que
inibem ambos os tipos 1 e 2 da COX. Na realida@©X-2, parece ser expressa em resposta
a inibicdo da COX-1; assim em situacbes normaignairastracdo de inibidores seletivos de
COX-2 apresentam pouca ou nenhuma toxidade gagincdm a inibicdo da COX-1 e COX-

2 a0 mesmo tempo por drogas seletivas diferenedupem grandes lesbes gastricas com
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semelhantes caracteristicas daquelas produzidas ABNESs tradicionais ndo seletivos. Esses
achados sugerem que ambos os tipos de COX devamsestrimidas para que ocorram as
lesGes gastricas caracteristicas dos AINEs (WALLASEEL., 2000; TANAKA et al., 2001;
TANAKA et al., 2002).

Na realidade, no desenvolvimento das Ulceras gastrassociadas aos AINEs, a
inibicdo da COX-2 esta relacionada com o aumentaddméncia de leucécitos ao endotélio
vascular local, enquanto a inibicdo da COX-1 agtdh a diminuicdo do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica (WALLACE et al., 2000). Essas les®40 relacionadas com, aumento nos
marcadores de infiltracdo de neutrdfilos, e integesacao de radicais livres (SULEYMAN et
al., 2009).

Em seres humanos, quando observadas por endossolgisdes induzidas por AINEs
se mostram como hemorragias sub-epiteliais, eras@gseras (LAINE, 2002). Em animais,
as lesbes induzidas experimentalmente podem seempae como petéquias, hemorragias,

edemas, erosoes, Ulceras e perfuracdes (SZABO).1985

1.2.6. Tratamento farmacoldgico das Ulceras gastric

Pela significancia que a infeccdo pbk pylori representa na patogenia e na
epidemiologia das Ulceras péptica a erradicacata dexctéria € considerada a abordagem
mais correta. Para tanto, o uso de combinacdeg amitibidticos aliados a drogas que
suprimem a secrec¢ao de acido tem sido empregad@lemada taxa de cura das infec¢des. O
uso de antibioticos sem associacdo com drogas gumugm a acidez estomacal esta
associada a falhas na erradicacaéidpylori (HOOGERWERF & PARICHA, 2006).

As combinagbes de antibidticos que comumente séitizadas associam
claritromicina, amoxicilina, metronidazol e subs#dito de bismuto. No Brasil a Federacao
Brasileira de Gastroenterologia (F.B.G) recomendainda o uso de furazolidona,
levofloxacina e tetraciclina em seus esquemas padié tratamento, sempre associados a
drogas inibidoras da secrecao acida (COELHO e2@D5; HOOGERWERF & PASRICHA,
2006).

As drogas que inibem a secrecéo de acido gasteiterqeem a duas classes principais
de drogas: os inibidores da bomba de prétons (I.B.Bntagonistas dos receptores dé

histamina.
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Essas drogas inibem a secrecao acida em difeneogss: a estimulagdo das células
parietais pela acdo da histamina € abolida nampgasde antagonistas,Hnquanto os I.B.P
agem inativando irreversivelmente a enzimidKA-ATPase (bomba de protons) que € o
mecanismo pelo qual a célula parietal secreta doata luz do estomago (SCHUBERT &
PEURA, 2008) (Figura 1).

Dessa forma, os inibidores da secrecdo de acidoesfponsaveis pela cicatrizacédo e
alivio dos sintomas das Ulceras gastricas enquanterapia antibidtica visa erradicar a
infeccdo poH. pylori.

Nos pacientes que desenvolvem Ulceras gastricageearréncia do uso de AINEs, a
conduta ideal seria suspender o tratamento; entogetgpode-se considerar a troca da
medicacao anti-inflamatoria tradicional por drogaketivas da COX-2. A utilizacéo de 1.B.P,
antagonistas de receptores &l misoprostol (analogo de PGs) durante o uso d¢EA
permite a cicatrizacdo das les6es em até 90% domteom 1.B.P.) ou 75% (tratados com
antagonistas receptoreg)HILANZA, 1998).
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1.3. PARTE Il

1.3.1 Drogas de origem natural, atividade gasttepwoa, antinociceptiva e anti-inflamatéria

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidedele tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doencas pela ingest@vas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo dos produtos nasufdIEGAS et al., 2006). Até o inicio do
século passado, cerca de 90% dos medicamentosnilisfgo compreendiam plantas
medicinais (LAPA, 2000).

A prospeccao farmacolégica de moléculas de origataral tem se consagrado ao
longo dos anos. Hoje, drogas com uso estabele@dmedicina ocidental foram obtidas
diretamente de vegetais como é o caso da morfigmxida, digitoxina, vinblastina e
vincristina. Outras drogas tiveram sua inspiracéomégca a partir de moléculas naturais e
sofreram modificacBes estruturais para se elinef@itos adversos ou aumentar sua potencia,
como € caso da metformina derivada da galeginapdarona e verapamil derivados do
khellin, tenoposideo da podofilotoxina e oxicododa morfina (FABRICANT &
FARNSWORTH, 2001).

Além da importancia de se descobrir novas moléquiasiissoras para o tratamento
das doencas, as pesquisas com produtos naturais, tEmbém, investigar as informacdes de
origem tradicional, “popular”, com o intuito de cprovar esses conhecimentos para que se
possam utilizar plantas e extratos como ferramep@® garantir 0 acesso a saude,

principalmente em populacdes carentes.

Hoje cerca de 65-80% da populacdo mundial nos paisedesenvolvimento, devido a
pobreza e a falta de acesso a medicina modernandem essencialmente de plantas para os
seus cuidados de saude primarios. No entanto, popieatas tém sido cientificamente
estudadas para a avaliagdo da sua qualidade, segweaeficacia. (CALIXTO, 2005). Essa
falta de acesso de boa parte da populacdo mundimhedicamentos modernos e
industrializados deve ser visto como um estimuloomunidade académica para que as
plantas sejam estudadas e avaliadas por meétodasificas, principalmente aquelas
relacionadas com o conhecimento tradicional, ndid®mle encontrar alternativas eficazes

para as doencas e consolidar o conhecimento popular
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Especializacdo nas areas relacionadas com o dégemmoto de fitoterapicos,
incluindo quimica organica, farmacologia pré-clinicfarmacologia clinica e ciéncias
farmacéuticas, aumentou drasticamente nos ultimos ao Brasil. (CALIXTO, 2005) Esse
interesse cada vez maior em se buscar novas medécoiin inspiracdo em produtos vegetais
deve cada vez mais ser intensificado, pois ha méedd) anos, apenas 6% das espécies de
plantas tinham sido alvo de testes buscando atiggldioldégicas (VERPOORTE, 2000) e
Soejarto (1996) cita que, na data de sua publicam@enas 15-17% das espécies vegetais

tinham sido alvo de algum estudo.

O uso de extratos de plantas medicinais no tratardsn doencgas € disseminado no
Brasil. No pais, existe uma rica e vasta praticanmdalicina tradicional que pode ser
parcialmente explicado por sua populacdo multiatfiEARNSWORTH & SOEJARTO,
1991) e por uma grande diversidade natural degdant

A prospeccao de moléculas de origem natural em lo®de nocicepcéo e inflamacéo
tém retornado resultados muito positivos tanto ertexto de moléculas extraidas de plantas
sem nenhuma descri¢cdo prévia de utilizacdo comigésieo, como no sentido de validar as
informacgdes obtidas da comunidade acerca do “upal@d de plantas com fins medicinais
(SANTOS et al., 1999; VIANA et al., 2003; PENIDO at, 2006; RAO et al., 2007; RAO
2008 et al., AKKOL et al., 2009; ARAUJO et al., 200

Estudos evidenciando atividades antinociceptivai eoti-inflamatéria de produtos
naturais continuam sendo publicados, e atraindocate da comunidade cientifica e das
industrias farmacéuticas, o que mostra que mesii® @pavancos do conhecimento quimico
e bioldgico e dos altos investimentos da indusf@mico-farmacéutica em desenvolver
novos analgésicos e anti-inflamatoérios os prodd®rigem natural ainda sdo vistos como
alternativas promissoras as tradicionais drogadassaos estados inflamatorios e dolorosos.
No Brasil pode-se destacar o medicamento fitotecdpcheflam®, produto desenvolvido por
Ache® Laboratérios Farmacéuticos S/A, em parceira @ Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), UNIFESP, PUC-Campinas e Unicangartr do extrato oleoso d2ordia
verbenacea indicado para o tratamento da dor associado diniém cronica e dores
miofaciais. Esse produto consumité B 00 milhGes em pesquisas, e apenas no ano de 2007
vendeu B 10,33 milhdes (GAZETA MERCANTIL, 2008), o que relésaa importancia de
nao considerar as atividades biologicas de proddéosrigem natural apenas curiosidade

académica.
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Um ponto a favor dos produtos de origem natural gu@bem atividades
antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria, é que, aatcario dos anti-inflamatdérios tradicionais,
essas substancias naturais geralmente ndo exib@i&ole gastrica, ao inves disso, algumas
delas possuem atividade gastroprotetora.(PETRO#&tl al., 2008; ZDUNI et al., 2009;
SILVA et al., 2009)

Apesar dos progressos no desenvolvimento de meeditaseficazes no combate as
Ulceras pépticas, o reino vegetal pode fornecdes$oiteis de novos compostos com atividade
anti-Ulcera, seja para o desenvolvimento de foria@sacéuticas ou, simplesmente, para que
essas substancias encontradas na natureza sejamponaclas como complementacéo
alimentar. (LIMA et al., 2008).

Ao longo do tempo, vérios trabalhos tém sido paldlas descrevendo atividade
antiulcerogénica de substancias ou extratos obtidgdantas das mais variadas espécies, em
modelos animais de lesdes gastricas agudas e asdiNORAES et al., 2009; MOLEIRO et
al., 2009; SILVA et al., 2009), nesse sentido malEgx de estruturas de classes quimicas
marcadamente diferente tém se demonstradas proassdternativas terapéuticas.

E grande o nimero de trabalhos que descrevem @aestacdes de protecidio gastrica
de extratos ou moléculas isoladas de plantas. Estados revelam que a gastroprotecéo
desses produtos esta associada a mecanismos fargie@® muito diferentes mesmo dentro
de uma mesma classe de moléculas, e muitas veidsmmeracbes em mais de um alvo
farmacoldgico. Nesse contexto, o ferruginol e al@aentipédico, dois diterpenos naturais,
que possuem atividade gastroprotetora, exibem edifg|s no modo como agem
biologicamente, por exemplo, o &cido centipédioco temo um dos seus mecanismos de acao
o envolvimento do metabolismo do oOxido nitrico,0jerruginol parece exercer sua agao
gastroprotetora pela diminuicdo na secrecdo deoagastrico e aumento na sintese de
prostaglandinas (ARECHE et al., 2008; GUEDES e228i08).

Essas observacdes exemplificam o quanto € impertafid apenas descrever um
efeito potencialmente benéfico de um produto dgeoni natural, sendo importante estuda-lo e

caracteriza-lo individualmente.



44

1.3.2 (-)e-bisabolol

(-)-a-bisabolol (6-methyl-2-(4-methylcyclohex-3-en-1hdpt-5-en-2-0l) € um alcool
sesquiterpénico natural, opticamente ativo obpidiodestilacédo direta de 6leos essenciais de
plantas. A fonte mais comumente utilizada é a cailapnMatricaria chamomilla
(REYNOLDS, 1996). No entanto, existem outras fontesle o (-)a-bisabolol pode ser
extraido, por exemplo, de espécies dos génerostaredeeperomiae Vanillosmopsis
(VICHNEWSKI et al., 1989; de LIRA et al., 2009).

HO

A B.
FIGURA 4. Estrutura quimica bidimensional(A) e tridimensigBaldo (-)-w-bisabolol.

(-)-a-bisabolol tém gerado consideravel interesse ecmmmma vez que possui uma
delicada fragrancia floral e tem sido relatado id#isles anti-sépticas, antibacteriana, e
antioxidante FROSCH 1987; TORRADO et al., 1995MCANDREW, 1992; SALUSTIANO,
2006). A industria quimica e farmacéutica atualmemiliza o (-)e-bisabolol em varias
formulacdes, principalmente cosméticas como logiesbarba, hidratantes, emulsées para
pele sensiveis e cremes infantis.

Comprovando as suas atividades anti-sépticas eobmyando com o0 seu uso
comercial, um estudo realizado por Brehm-Stechedo&hson (2003) mostrou que alguns
sesquiterpendides, inclusive o ¢Hbisabolol, apresentam o efeito de aumentar a
permeabilidade bacteriana a agentes antimicrobhianos

A literatura cita que o (<-bisabolol possui marcada acédo anti-inflamatératwedo,
esses trabalhos tratam essencialmente de estudosplemtas contendo (e}bisabolol,
(MORENO, 1992; BRAGA et al., 2009). Nao sendo emi@mios estudos da droga isolada em
modelos tradicionais de inflamacgéao e dor.
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Levando em consideracao a utilizacdo comercial -pfo-pisabolol, sua seguranca
elevada e eficacia comprovada quanto a sua atwidat-séptica e antimicrobiana, torna-se
extremamente relevante a investigacdo dan{gjsabolol quanto as suas citacdes sobre a
atividade anti-inflamatoria ja que hd uma buscassante de novos farmacos mais eficazes e
seguros.

Dessa forma, decidimos avaliar o potencial antamatério e antinociceptivo do (-)-
a-bisabolol, em modelos padronizados em camundongos

Em recente trabalho, Leite et al. (2008) mostratmmefeito gastroprotetor de um
Oleo essencial contendo ¢bisabolol e outras substancias em sua composimaunadelo de
Ulcera induzida por etanol em camundongos. No emtas efeitos da administracéo isolada
de (-)w-bisabolol em modelos de lesdo gastrica induzidds etanol e indometacina e os
seus mecanismos nao foram investigados.

Considerando que muitos compostos extraidos des @ssenciais podem apresentar
acOes gastroprotetoras, decidimos neste estuddaraaalacdo gastroprotetora do ¢-)-
bisabolol isolado nos modelos de lesdo gastricazidd em camundongos e estudar os
mecanismos farmacoldgicos envolvidos.

Essas investigacbes sdo de extrema relevancia, husisa comprovar dados da
literatura e gerar possiveis novas aplicabilidateste composto de origem natural j& em uso

pela industria quimico-farmacéutica.
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2. OBJETIVOS.
2.1. Geral.
O principal objetivo deste trabalho é avaliar depoial farmacolégico do (4-

bisabolol em modelos padronizados de nocicepcarriacdo e Ulcera em camundongos.

2.2. Especificos.
e Avaliar o efeito antinociceptivo do (6-bisabolol nos modelos animais de formalina,

placa quente e contor¢cdes abdominais induzidadqdo acético em camundongos;

* Avaliar o efeito anti-inflamatério do (¢-bisabolol nos modelos de edema de pata

induzido por carragenina e dextrano em camundongos;

* Avaliar o efeito anti-inflamatério do (g-bisabolol nos modelos de edema de pata

induzido por histamina e 5-HT em camundongos;

» Auvaliar os efeitos do (-+bisabolol sobre as lesGes gastricas utilizandoadelos de

Ulcera gastrica induzida por etanol e por indometaem camundongos;

* Avaliar o envolvimento das prostaglandinas (PG®)s danais de potassio-ATP-
dependentes e do oOxido nitrico (NO) no efeito gastitetor do (-)a-bisabolol.no

modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.

e Avaliar o envolvimento da glutationa reduzida (GS3td)efeito gastroprotetor do (-)-

a-bisabolol nos modelos de Ulcera induzida por étabsoluto e indometacina
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1. Animais.

Foram utilizados camundongos albinddué musculus variedadeSwiss adultos,
machos, pesando entre 24-32g, provenientes doriBialé Departamento de Fisiologia e
Farmacologia e do Biotério Central da Universidadderal do Ceara, mantidos em caixas de
propileno 26+ 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, eswhb racdo padrido e
agua “ad libitum”. Os animais foram colocados ejunede solidos de 10-16 horas, antes da

realizacdo de cada experimento em que a via dratificada para a absor¢édo do farmaco.

3.2. Drogas e Reagentes

TABELA 1. Drogas e regentes utilizados durante osrpcedimentos experimentais.

Drogas/Reagentes Procedéncia
(-)-a-bisabolol Puritta 6leos essenciis
5-HT Sigm&’, U.S.A.

Acido Acético Vete?, Brasil

Acido Cloridrico. Vetec®,Brasil.

Acido ditio bis-2-nitrobenzéico Sigma,® U.S.A.

Acido etilenodiaminotetracético sal dissodico (EDTRA Reagefi,Brasil.

Acido tricloroacético (TCA) Vete’, Brasil.
Albumina sérica bovina Sigm&, U.S.A
Carbonato de sédio (NaCOs) Reagefi, Brasil
Carragenina Sigm&, U.S.A.
Ciproeptadina Sigm&’, U.S.A.
Dextrano Sigm&’, U.S.A.
Diazepam Cristalid’, Brasil.
Diazéxido Sigm&, U.S.A.
Etanol P.A. Merck®, Alemanha.
Formaldeido P.A Reageff, Brasil.

Glibenclamida BiossinteticH, Brasil.



Glutationa reduzida
Hidroxido de sodio
Histamina
Indometacina
L-arginina

N-acetil cisteina
L-NAME(N ®-Nitro-L-arginina-metiléster)
Sulfato de morfina
Sulfato de Cobre
Cloridrato de ranitidina
Reagente de Folin
Tris

Tween 80

Sigm&’, U.S.A.
Vete?, Brasil.
Sigm&, U.S.A.
Sigm&’, U.S.A.
Sigm&’, U.S.A.

Uni&o quimic§, Brasil.
Sigm&, U.S.A.
Cristalid” Brasil.
Reagefi, Brasil.
Uni&o quimic§, Brasil.
QEEL®, Brasil.
USB®,USA

Sigm&’, U.S.A.
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TABELA 1. Drogas e regentes utilizados durante osrpcedimentos experimentais.

3.3. Atividade antinociceptiva

3.3.1. Teste das contor¢des abdominais induzidadqido acético

Camundongos Swiss machos, com peso de 24-32giddisiem 4 grupos de animais,
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agudlakts) ou (-)e-bisabolol (25 e 50
mg/kg). Um grupo tratado com Indometacina (10 mgk®.) foi usado como padrdo
positivo. Esses tratamentos foram realizados j@oomal (v.0.). Apds 60 minutos, 0s animais
receberam uma injecéo intraperitonial (i.p.) deldacético 0,6% (10mL/Kg). Decorridos 10
minutos da administracdo do acido acético, o nunm®o contorcdées abdominais foi
registrado, para cada animal, durante um perioda2@eminutos. Uma contor¢do foi
identificada como uma extensdo das patas trasercasjpanhada de constricdo do abdomen
(KOSTER et al., 1959Fgura 5).
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Grupos (8-12 animais).
tratados com:

1. Veiculo, v.o.
2. (-)-o-bisabolol (25 mg/Kg, v.o.) Os guatro grupos
de animais recebem
Injecdo intraperitoneal
3 (-)-a-bisabolol (50 mg/Kg, v.0 ) de acido acetico(D,6%)
4 Indometacina, v.o.

10 Min.

Contagem do
MN? de contorgdes
abdominais
(20 Min.)

FIGURA 5. Representacdo esquematica do modelo de nocicepgdial v
induzida por acido aceético.

3.3.2. Teste da formalina.

Camundongos Swiss machos, com peso de 24-32giddisieém 4 grupos de animais,
foram tratados com veiculo (Tween 80, 3% em agusdlada) ou (-)a-bisabolol (25 e 50
mg/kg). Um grupo tratado com Morfina (7,5 mg/kg) dsado como padrédo positivo. Esses
tratamentos foram realizados por via oral (v.0.exaecdo da morfina, administrada via
intraperitoneal (i,p). Apo6s 30 minutos (i.p.) o® @ninutos (v.0.) em relacdo a estes
tratamentos, os animais receberam uma injecamiabtar de formalina 1% na pata direita
traseira (2QL). O tempo de lambedura da pata foi registrado,segundos, de 0-5 min1
Fase) e 20-25 min {2Fase) apés a administracdo da formalina (HUNSKASRIOLE,
1987).

3.3.3. Teste da placa quente

Camundongos Swiss machos, com peso de 24-32giditisiem 4 grupos, foram pré-
selecionados pela passagem individual na placatgumeantida a uma temperatura de 51 +
0,5°C. Aqueles que mostraram tempo de reacao su@ef0 segundos, foram descartados.
Os camundongos selecionados foram postos na plemgege tiveram o tempo de reagao
(saltar ou lamber as patas) registrado antes @3@0 e 120 minutos apos a administracédo de

(-)-a-bisabolol (25 e 50mg/Kg), morfina (7,5 mg/Kg ) eiaulo (3% de Tween 80 em agua
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destilada). Estes tratamentos foram feitos pookas a excecdo da morfina, administrada via
intraperitoneal (i.p) (EDDY & LEIMBACH, 1953).

3.3.4 Avaliacdo da coordenacao motora (teste da gaatoria)

O teste da barra giratorimofa rod) mede o efeito do relaxamento muscular ou
incoordenacdo motora produzidos por drogas nosasifCARLINI & BURGOS, 1979).
Este experimento foi realizado para excluir a pgokdade dos parametros observados nos
experimentos que avaliaram a atividade antinodwapterem sido influenciados por
alteracbes na coordenacdo motora dos animais. dxeateste, os camundongos foram
tratados com veiculo (Tween 80, 3% em agua desjildg)-a-bisabolol 25 ou 50 mg/Kg e
diazepam 2 mg/Kg. Sessenta minutos apos, forantatds com as quatro patas sobre uma
barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm dap prm uma rotacdo de 12 rpm, por um
periodo de 1 minuto. Foram registrados o numeraukxas, com trés reconducgdes, no
maximo (DUNHAM & MIYA, 1957).

3.4. Atividade anti-inflamatoria

3.4.1. Edema de pata induzido por carragenina

Camundongos Swiss machos, com peso de 24-32giddisieém 4 grupos de animais,
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agutlat#s) ou (-)e-bisabolol (50, 100 e
200 mg/kg). Um grupo tratado com Indometacina (Ifkay v.0.) foi usado como padréo
positivo. Esses tratamentos foram realizados @oosal (v.0). Apdés 60 minutos os animais
receberam uma injecao intraplantar de carragefdiang@0uL) para inducdo do edema na pata
direita traseira. Foi registrado o volume da patasie nos tempos de 1h, 2h, 3h e 4h. apés a
administracao de carragenina (WINTER et al., 1$#2NRIQUES et al., 1987).

O volume do edema em mililitros (mL) foi registradtravés de um Pletismografo
(UGO BASILE, Italia). A pata posterior direita doimal foi submersa até a juncéo tibio-
tarsal, na camara de leitura do aparelho. O voldediquido deslocado foi registrado
digitalmente e que corresponde ao volume da paae€ultados foram expressos como a

diferenca de volume entre a pata que recebeu agesmina em uma das horas citadas (1h, 2h,
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3h e 4h) e o volume da pata no chamado tempo zerde(ainda nao foi injetada a

carragenina).

3.4.2. Edema de pata induzido por dextrano

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 4 grdpaanimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agualatds) ou (-)e-bisabolol (100 e 200
mg/kg). Um grupo tratado com ciproeptadina (10 mypfki utilizado como padréo positivo.
Esses tratamentos foram realizados por via oral.)(v. Ap6s 60 minutos, 0s animais
receberam uma injecao intraplantar de dextrano%,(Z) uL) para inducdo do edema na
pata direita traseira. Foi registrado o volume dta@ntes e nos tempos de 1h, 2h, 3h e 4h
apos a administracado de dextrano (WINTER et ab2)1.9

O volume do edema em mililitros (mL) foi registradtravés de um Pletismografo
(UGO BASILE, Italia), como descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos como a diferencaldene entre a pata que recebeu o
dextrano em uma das horas citadas (1h, 2h, 3h e dhjolume da pata no chamado tempo

zero (antes da injecédo intraplantar de dextrano).

3.4.3. Edema de pata induzido por Histamina

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 3 grdpaanimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agualatds) ou (-)e-bisabolol (100 e 200
mg/kg). Esses tratamentos foram realizados poonah(v.0.). Apds 60 minutos, 0s animais
receberam uma injecéo intraplantar de histaminu@pata (20uL) para inducédo do edema
na pata direita traseira. Foi registrado o volumalta antes e nos tempos de 15, 30, 60 e 90
minutos apos a administracao de histamina.

O volume do edema em mililitros (mL) foi registradtravés de um Pletismografo
(UGO BASILE, Italia). Como descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos como a diferencaldene entre a pata que recebeu a
histamina em um dos tempos citados (15, 30, 60 MiA0 e o volume da pata no chamado
tempo zero (antes da injecao intraplanta de hisi@mi
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3.4.4. Edema de pata induzido por 5-HT

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32¢, divididos em 3 grdpasnimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agutlat#es) ou (-)e-bisabolol (100 e 200
mg/kg). Esses tratamentos foram realizados poorah(v.0.). Apdés 60 minutos (v.0.), 0s
animais receberam uma injecao intraplantar de 52BI0 ug/pata (20uL) para inducao do
edema na pata direita traseira. Foi registradolunve da pata antes e nos tempos de 30 e 60
min. apds a administracdo de 5-HT (COLE, 1994; LEARL., 2008).

O volume do edema em mililitros (mL) foi registradtvavés de um Pletismdgrafo
(UGO BASILE, Itadlia). Como descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos como a diferencaldene entre a pata que recebeu 5-
HT em um dos tempos citados (30 e 60 Min.) e omelwa pata no chamado tempo zero

(antes da inje¢ao intraplanta de 5-HT).

3.5. Atividade antiulcerogénica do (-)a-bisabolol

3.5.1. Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto

Para avaliacdo de uma possivel atividade antiuésioa de (-x-bisabolol foi
utilizado o modelo de Ulcera gastrica induzido @@nol segundo o método de ROBERT et
al., (1979). CamundongdSwissmachos, com peso de 24-32¢g, divididos em 4 gragos
animais, foram tratados com veiculo (3% Tween 8@Ggua destilada), (9-bisabolol (100 e
200 mg/kg) ou Ciproeptadina (10 mg/Kg), utilizadamo droga de referéncia. Esses
tratamentos foram realizados por via oral (v.0.po#& 60 minutos do tratamento com as
drogas, cada animal recebeu 0,2 mL por via oral) @e etanol absoluto (etapgl. Trinta
minutos depois os animais foram sacrificados, ®8nesgos foram retirados, abertos pela
grande curvatura, lavados com salina 0,9% e conmgwarentre dois vidros de reldgio para
melhor visualizacdo. As areas totais e areas ladasdos estdmagos (face glandular) foram
determinadas por planimetria, através do prograeneothputadotmageJ A area lesada foi

expressa em termos de percentagem em relacéo @t@tedo corpo gastricd-{gura 6).
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Grupos (Oito animais),
tratados com:

1. 1'u'rE iCUlD. V.0 DS quatrn grupns
2. (-}-o-bisabolol (100 mg/Kg, v.o.) de animais recebem
etanol absoluto para
inducdo de Ulcera
3. (-}-o-hisabolol (200 mg/Kg, v.o.) gastrica
4 Ciproeptadina, v.o.

30 Min.

Analise do dano
gastrico.

FIGURA 6. Representagdo esquematica do modelo decéra induzida por etanol absoluto.

3.5.2. Avaliacdo do envolvimento do 6xido nitridéQ) no efeito gastroprotetor do @)
bisabolol no modelo de ulcera induzida por etabsbauto.

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 6 grdpaanimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agudlatds v.0.), (-)e-bisabolol (200
mg/kg, v.0.), L-NAME* (10 mg/Kg, i.p) ou L-arginirig 600 mg/Kg, i.p.). Apds 60 minutos
do tratamento via oral (v.0.) ou 30 minutos doatmanto via intraperitoneal (i.p), foi
administrado etang)s(0,2 mL/animal, v.0.).

Um grupo de animais recebeu L-NAME* (10 mg/Kg, i.pp minutos antes da
administracdo de (-bisabolol (200 mg/Kg, v.0.), e apés 60 minutosessanimais foram
tratados com etangk (0,2 mL/animal, v.o.).

Outro grupo de animais recebeu L-NAME* (10 mg/KHg) 15minutos antes da
administracdo de L-arginina (600 mg/Kg, i.p.), e®B0 minutos, esses animais foram
tratados com etangl (0,2 mL/animal, v.0.).

Trinta minutos apds o tratamento com etgRdD,2 mL/animal, v.0.), 0s animais
foram sacrificados, tiveram seus estdmagos resradoanalisados conforme descrito

anteriormenteRigura 7) .

L-NAME inibidor ndo seletivo das enzimas Oxido Nitriéot&e (NOS)L-arginina: aminoacido precursor da
sintese de d6xido nitrico(NO)
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Grupos (Oito animais),
tratados com:

1 Veiculo, v.o
2 ()-ci-bisabolol v o m Os quatro grupos

de animais recebem Analise
etanol para indug&o do dano

gastrico.

3. LNAME. ip. 30 Min. | de ulcera gastrica
4 L-arginina, i p.

<L it*,_ Grupo 5 recebe 50 Min
etanol para
Grupos (Oito animais). 60 Min indugdo de dlcera
tratados com :

9. L-NAME, ip. 5 (-)-a-bisabolol v.0 Analise
8 L-NAME. i & L-arginina i do dano
— e gastrico

30 Min
Grupo 6 recebe
etanol para

inducao de dlceral 5o

FIGURA 7. Representagdo esquematica do procedimenéxperimental utilizado para avaliar o
efeito do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecdo do-f-a-bisabolol.

3.5.3. Avaliacdo do envolvimento dos Canais deARP-dependentes(irp) no efeito
gastroprotetor do (<+bisabolol no modelo de ulcera induzida por etafsioluto.

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 5 grdposnimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agudlatds v.0.), (-)e-bisabolol (200
mg/kg, v.0.) ou diazoxido* (DZO) (3 mg/Kg, i.p). Ap 60 minutos do tratamento via oral
(v.0.) ou 30 minutos do tratamento via intrapemain(i.p), foi administrado etang! (0,2
mL/animal, v.0.).

Um grupo de animais recebeu glibenclamida* (10 mygfigp) 15 minutos antes da
administracdo de (~bisabolol (200 mg/kg, v.0.), e apds 60 minutosegsaimais foram
tratados com etangk (0,2 mL/animal, v.o.).

Outro grupo de animais recebeu glibenclamida* (Kwy, i.p), 15 minutos antes da
administracdo de DZO (3 mg/Kg, i.p), e apos 30 naisuesses animais receberam etggpol
(0,2 mL/animal, v.0.).

Trinta minutos apds o tratamento com etgRdD,2 mL/animal, v.0.), 0s animais
foram sacrificados, tiveram seus estdmagos resradoanalisados conforme descrito

anteriormenteKigura 8).

Diazoxidodroga capaz de abrir canais daif .Glibenclamida:droga capaz de fechaf i&p
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Grupos (Oito animais),
tratados com:

1. Veiculo, v.o
2. (-}o-bisabolol v.o. Us trés grupos

de animais recebem Analise
etanol para indug&o do dano

gastrico.

3. Diazoxido, i.p. 20 Min. de ulcera gastrica

<L EZ__ Grupo 4 recebe 30 Min
etanol para
Grupos (Qito animais). 50 Min inducdo de dicera
tratados com 2

- Anali
4 Glibenclamida, ip 4 (-)-c-bisabolol v o do”g;i
& Glibenclamida. iL.p 5 diazoxido. ip. i

30 Min
Grupo & recebe
etanol para

inducao de diceral 5y

FIGURA 8. Representacao esquematica do procedimenéxperimental utilizado para
avaliar o efeito dos Karp na gastroprotecéo do (-y-bisabolol.

3.5.4. Avaliacao do envolvimento da sintese detagtendinas no efeito gastroprotetor do (-
)-a-bisabolol no modelo de Ulcera induzida por etafsioluto.

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 4 grdpognimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agudlatds v.0.), (-)e-bisabolol (200
mg/kg, v.0.) ou Indometacina (10 mg/Kg, v.0). Ap@@ minutos desses tratamentos foi
administrado etangls(0,2 mL/animal, v.0.).

Outro grupo de animais foi pré-tratado com Indowiata (10 mg/Kg, v.0), 2h antes
da administracdo de (e)-bisabolol (200 mg/kg, v.0.), e apdés 60 minutosessanimais
receberam etangk(0,2 mL/animal, v.0.)

Trinta minutos apds o tratamento com etgRdD,2 mL/animal, v.0.), 0s animais
foram sacrificados, tiveram seus estdmagos resradoanalisados conforme descrito

anteriormente.

3.5.5. Ulcera géstrica induzida por indometacina

Camundongo$wissmachos, com peso de 24-32g, divididos em 3 grdpaanimais
foram tratados com veiculo (3% Tween 80 em agutlat#s, v.0.) ou (-)a-bisabolol (100

mg/Kg). Um grupo tratado com ranitidina (25 mg/kg.) foi usado como padrdo positivo.
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Esses tratamentos foram realizados por via oral.)(vVApés 60 minutos, os animais
receberam indometacina 20mg/Kg, v.o., preparada @&@% de carboximetilcelulose e 8
horas depois, os animais foram sacrificados. Dedaceaom BHARGAVA, (1973), os
estdbmagos foram retirados, instilados com formaitapor 15 minutos, abertos ao longo da
grande curvatura, lavados em salina e inspecionpdi@s atribuicbes de escores de acordo
com aTabela 2 (CAMPOS, 2008; SZABO et al., 1985)

TABELA. 2. Escores de lesdo gastrica

Perda de pregas 1 ponto
Descoloracdo da mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragias 1 ponto

NUmero de petéquias

« Ate 10 2 pontos

 Maisde 10 3 pontos
Intensidade da ulceracdo

« Ulcera ou erosdo de até 1mm N X 2 pontos

+ Ulcera ou eroséo maiores que 1mm N x 3 pontos

+ Ulcera perfurada N x 4 pontos

(SZABO et al., 1985).

3.5.6. Avaliacdo do envolvimento da glutationa (G®¢tluzida na gastroprotecdo dod-)-
bisabolol nas Ulceras induzidas por etanol e Indaone.

Para avaliacdo das alteragBes no conteudo gadeigtutationa reduzida foi realizada
a medida desse contetudo de acordo com o métodotdgswr Sedlak e Lindsay (1988) com
algumas modficacbes. Para avaliar o papel do GSHesées gastricas induzidas por etanol
0os animais foram inicialmente divididos em doispgsr ulcerados e nado-ulcerados. Esses
grupos iniciais foram subdivididos em trés grugostados com: (-i-bisabolol(200 mg/kg,
v.0.), N-acetyl cisteina (750 mg/Kg, v.0.) ou vaic3% de tween 80 em agua destilada,
v.0.). Os animais do grupo ulcerados receberamoke®® minutos apos os tratamentos,
enquanto o grupo nao-ulcerado recebeu solucadoaséh®%). Trinta minutos apds, 0s
animais foram sacrificados para a medicdo do cdotegastrico de GSH. Foi retirado o

segmento glandular de cada estdmago e feito horatigari0% em solucéo gelada de EDTA
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0,02M. Aliguotas de tecido (40Ql) homogeneizado foi misturado com 3P0 de agua
destilada e 8Qul de acido tricloroacético (50%) em tubos de videosentrifugados a 3500
rpm por 15 min. Subsequentemente, o sobrenada@@eu(® foi misturado com 80Qul de
solucéo tampéo Tris-HCL (0,4 M, pH 8,9) e 5,5-dithis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0,01
M) foi adicionado. Depois de agitado a mistura i@m@al por 3 minutos foi medida a
absorbancia em 412 nm, 5 min apos a adi¢do de DJddBa o branco sem homogenato. Os
valores de absorbancia foram extrapolados de umva gadrao de glutationa e os resultados
foram expressos emg GSH/g de proteina.

Em outro ensaio, quatro grupos de animais foranados com as seguintes
substancias: (-9~bisabolol (100 e 200 mg/Kg, v.0.), N-acetil cisteina (750 mg/K.0.) ou
veiculo (3% de tween 80 em agua destilada, v.e9e&animais tiveram lesbes induzidas por
indometacina (20 mg/Kg, v.0.) como descrito antemente. Oito horas apds, foram

sacrificados e o conteudo gastrico de GSH foi negdalo método descrito acima.

3.5.7. Dosagem de proteinas no tecido gastrico

Desde que os resultados da quantificacdo gaseicaSH foram dados epg GSH/g
de proteina, foi necessario realizar a dosagepnateina.

A gquantidade de proteina em homogenatos de estorimagleterminada a 25°C
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, derddo com o método previamente
descrito por Lowry et al. (1951), que emprega deasdes de formacao de cor para analisar a
concentracdo protéica fotometricamente. Inicial@eénteita uma reacédo de biureto de baixa
eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino preduzima cor azulada na presenca de
ligacBes peptidicas. Esta cor azulada € caradterid¢ todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a préxima etapa de ensaio.

Depois o0 método emprega uma mistura complexa deisarganicos, o reagente
Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulatensa na presenca de tirosina ou
triptofano livres ou ligados as proteinas. Coma@u@antidades desses dois aminodcidos sao
geralmente constantes nas proteinas solluveis, oaoap excecdes, a cor das reacdes (verde-
azulada) € indicativa da presengca de proteina etensidade da cor proporcional a
concentracdo. Esta coloracdo € medida em 750 nm.

Foram utilizados os seguintes reagentes no proesdinexperimental:

* Homogenatos dos tecidos gastricos
* Solucao de N&EO; a 2% em NaOH.
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* CuSQ.5H,0 a 0,5% Citrato de sodio 1%.
» Reagente de Folin-Ciocateal 1:1 em 4gua bidestilada
* Solucao de albumina sérica bovina
As medi¢cBes espectrofotométricas foram realizattasés de um espectrofotbmetro
Beckman DU California, U.S.A.

3.6. Andlise estatistica.

Os resultados foram expressos como média + ern@path média (E.P.M). Os dados foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA), utilimlo o teste de Student-Newman-Keuls
comopost hocou pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do telgebunns, conforme a tipo
dos dados analisaddsm todas as andlises, considerou-se estatisticarsgttificante valor
de p< 0,05.
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4. RESULTADOS.

4.1 Atividade antinociceptiva.

4.1.1. Avaliagado do potencial antinociceptivo dpofbisabolol no modelo de contorgdes
induzidas por acido acético.

A administracdo intraperitoneal de acido acéticé ©@p nos animais tratados
previamente apenas com veiculo (Tween 80, 3% em dgstilada, v.0.) foi efetiva em
produzir um alto nimero de contor¢gdes abdomin@sR2+ 2,58). O grupo de animais que
recebeu tratamento prévio com indometacina 10 mgikg, droga antiinflamatoria néo-
esteroide, usada como padrao positivo, demonstreau diminuicdo significativa do niumero
de contor¢des abdominais (11,62 + 1,23, p< 0,GEim como o (-)bisabolol nas doses de
25 mg/Kg, v.o. (10,23 + 1,33, p< 0,001) e 50 mg/kg. (8,06 £ 0,985, p<0,001). Os
resultados sdo expostoskigura 9 e Tabela 3.

] [
= =2
Il ]

Numero de contorcdes
=
[

=
L

Veiculo BIS 25 Bl5 50 Indometacina

FIGURA 9. Efeito do (-)-w-bisabolol (BIS) sobre o nimero de contor¢cdes abdonais
induzidas por &cido acético em camundongo$ grafico mostra a média + E.P.M. do
namero de contor¢des durante o teste. Os animamfpreviamente tratados com BIS nas
doses de 25 e 50 mg/Kg, v.o, Veiculo (Tween 80eB8¥agua destilada v.0) ou Indometacina
10 mg/Kg v.o0., 60 min. antes de receberem umaanj@ttraperitoneal de acido acético 0,6%.
O numero de contor¢des foi contado decorrido 10. ménadministracdo de acido acético,
durante 20 min. Foram utilizados grupos de 8-1fhard. ***p<0,001 vs Veiculo (ANOVA e
Student-Newman-Keulpost hog.
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TABELA 3. Efeito do (-)-a-bisabolol no teste de contorcdo abdominal induzapor
acido aceético

Grupo Numero de Contorcdes Reducéo (%)
Veiculo 22,57 £ 2,58 -

10,23 £ 1,33*** 54,68
BIS 25

8,06 + 0,985*** 64,56
BIS 50

11,62 + 1,23*** 48,52
INDO 10

Os valores representam a médigE#.M. do numero de contor¢bes durante o teste. Os
animais foram previamente tratados comoafhisabolol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, v.o.,
(BIS 25 e BIS 50) veiculo (Tween 80, 3% em agudildda v.0) ou Indometacina 10 mg/Kg,
(INDO 10), 60 min. antes de receberem uma injegé&taperitoneal de acido acético 0,6%. O
namero de contor¢des foi contado apds 10 min. dairstracdo de acido acético. Foram
utilizados grupos de 8-12 animais. ***p<0,001 vsiago.(ANOVA e Student-Newman-
Keuls,post hog.
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4.1.2 Avaliacdo do potencial antinociceptivo doo-isabolol no modelo de nocicepcao
térmica na placa quente

Os grupos de animais que receberam veiculo (TweeB% em agua destilada, v.0.)
ou (-)-a-bisabolol nas dose25 e 50 mg/Kg, v.0. ndo tiveram diferencas entrgusinto ao
tempo de laténcia para exibir comportamento notivepnos tempos em que foram
observados. O tratamento com morfina 7,5 mg/Kgyalae referéncia, foi capaz de aumentar
significativamente (p<0,001) o tempo de laténcieapa inicio da nocicep¢dao em todos 0s
tempos observados em relacdo ao grupo tratadosapemaveiculo. Os resultados podem ser

vistos naFigura 10 e Tabela 4.
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FIGURA 10. Efeito do (-)-a-bisabolol (BIS) sobre o tempo de laténcia de resgta ao
estimulo térmico da placa quenteOs valores representam a média + E.P.M do tempo
necessario para os animais exibirem respostasefentestimulo térmico, registrados antes
(tempo zero) e nos tempos 30, 60, 90 e 120 Mins agdratamentos com BIS nas doses de
25 e 50 mg/Kg, v.o., veiculo (Tween 80, 3% em &destilada v.0) ou Morfina 7,5 mg/Kg,
i.p. A resposta consiste em saltar ou lamber a frateira apds serem postos na placa
aquecida (51 + 0,5 °C). Foram utilizados 8 animais grupo.***p<0,001 vs Veiculo
(ANOVA e Student-Newman-Keulppost ho¢



62

TABELA 4. Efeito do (-)-a-bisabolol (BIS) no teste de nocicepcao térmica gdaca
qguente.

Tempo de Resposta ao estimulo

Grupo
0 min 30 Min. 60 Min. 90 Min.
Veiculo, v.o 17,86 + 0.99 14,49 + 2,59 16,79+ 2,70 14,75+ 2,11
BIS 25 15,41 £ 0.99 15,28 £ 2,21 14,64 £ 1,24 11,15+1,01
BIS 50 16,48 + 1,51 15,25+ 1,25 15,99 + 2,23 19,40 + 1,87
MORF 7,5 16,15+1,04 29,28 £ 0,62* 25,71 £ 2,28** 27,5 £ 1,84***

Os valores representam a média + E.P.M do tempessédo para 0s animais exibirem
respostas frente ao estimulo térmico, registradtesa nos tempos 30, 60 90 e 120 Min. apos
os tratamentos com BIS nas doses de 25 e 50 myg/&g,veiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada v.0) ou Morfina 7,5 mg/Kg, i.p. (MORF )/, resposta consiste em saltar ou
lamber a pata traseira apds serem postos na pjaeaida (51 + 0,5 °C). Foram utilizados 8
animais por grupo. ***p<0,001 vs Veiculo (ANOVA guglent-Newman-Keulgost hog.
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4.1.3. Avaliacdo do potencial antinociceptivo dpatbisabolol no modelo de nocicepcgéo
induzida pela formalina.

Os animais que receberam apenas veiculo (Twee3?B8@m agua destilada) (74,33 +
7,63 s) previamente a administracdo intraplantarfatemalina exibiram comportamento
nociceptivo de lambedura da pata semelhante aowalokepelos animais que foram tratados
previamente com (--bisabolol nas doses de 25 mg/Kg (79,75 % 5,56150mg/Kg (76,14
* 6,55 s) na primeira fase do teste, ou seja, Onirutos. O pré-tratamento com Morfina 7,5
mg/Kg, i.p. foi capaz de reduzir com significancitempo de lambedura da pata nos animais
do grupo que a receberam (29,86 + 1,18 s, p<0,08Frimeira fase do tes(Eigura 11 e
Tabela 5).

Na segunda fase do teste, ou seja, 20-25 mis. a@plicacdo de formalina, o pré-
tratamento com (-~bisabolol nas doses de 25 mg/Kg (4,125 £ 2,924<6,001) ou 50
mg/Kg (4,250 £ 2,651 s, p<0,001) foi efetivo em ohuir o tempo de lambedura comparado

aos animais que receberam apenas veiculo (58,5b41sh Figura 12 e Tabela 6)
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FIGURA 11. Efeito do (-)-u-bisabolol (BIS) sobre o tempo de lambedura da patdireita
traseira no modelo de nocicepcdo induzida pela foratina em camundongos, na
primeira fase do teste.Os valores no grafico representam a média + E.RoMethpo de
lambedura da pata direita traseira apdés a aplicdgdéormalina 1%. Os animais foram
previamente tratados com BIS nas doses de 25 egBgmv.o. ou veiculo (Tween 80, 3%
em agua destilada, v.0.) 60 minutos antes de remeb@jecdo intraplantar de formalina 1%.
Um grupo recebeu Morfina 7,5 mg/Kg, i.p 30 minuséwges da injecdo de formalina 1%. O
tempo de lambedura foi registrado no intervalo &eninutos apods a aplicagédo de formalina.
Foram utilizados 8 animais por grupo. p<0,001 véciMe (ANOVA e Student-Newman-
Keuls,post ho¢
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TABELA 5. Efeito do (-)-a-bisabolol sobre a 12 fase da nocicepcdo induzideorm
formalina.

Grupo Tempo de Lambedura(s) Reducao (%)
Veiculo, v.o. 74,33+ 7,63 -

BIS 25. 79,75 £ 5,56 -

BIS 50. 76,14 + 6,55 -
MORF 7,5 mg/Kg, i.p 29,86 +1,18*** 59,83

Os valores representam a meédia £ E.P.M do tempandeedura da pata direita traseira apos
a aplicacéo de formalina 1%. Os animais foram praente tratados com(e}bisabololnas
doses de 25 e 50 mg/Kg, v.o. (BIS 25 e BIS 50) eiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada) 60 min antes e Morfina 7,5 mg/Kg, iIldORF 7,5), 30 min. antes injecéo de
formalina 1%. O tempo de lambedura foi registradantervalo de 0-5 min. apds a aplicacao
de formalina. Foram utilizados 8 animais por grupg0,001 vs Veiculo (ANOVA e
Student-Newman-Keulpost ho¢
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FIGURA 12. Efeito do (-)-u-bisabolol (BIS) sobre o tempo de lambedura da patdireita
traseira no modelo de nocicepg¢éo induzida pela foratina em camundongos, na segunda
fase do testeOs valores no grafico representam a média + E.R.Nehpo de lambedura da
pata direita traseira apés a aplicacdo de formakwaOs animais foram previamente tratados
com BIS 25 e 50 mg/Kg, v.0. ou veiculo (Tween 8®,&n agua destilada, v.0.) 60 min antes
e Morfina 7,5 mg/Kg, i.p 30 min. antes de recebemgetéao intraplantar de formalina 1%. O
tempo de lambedura foi registrado no intervalo G2 min. apds a aplicacédo de formalina.
Foram utilizados 8 animais por grupo. p<0,001 vécMe (ANOVA e Student-Newman-
Keuls)
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TABELA 6. Efeito do (-)-a-bisabolol sobre a 22 fase da nocicepcdo induzideorm
formalina.

Grupo Tempo de lambedura(s) Reducao (%)
Veiculo, v.o. 58,50 £+ 5,755 -

BIS 25 4,125 + 2,92%** 92,95
BIS 50 4,250 + 2,65*** 92,74
MORF 7,5 1,286 £ 0,99*** 97,80

Os valores representam a meédia = E.P.M do tempandleedura da pata direita traseira apos
a aplicacao de formalina 1%. Os animais foram praente tratados com (@}bisabolol 25 e

50 mg/Kg, v.o. (BIS 25 e 50) ou veiculo (Tween 8%, em agua destilada) 60 minutos antes
e Morfina 7,5 mg/Kg, i.p. (MORF 7,5), 30 minutostes) da injecdo de formalina 1%. O
tempo de lambedura foi registrado no intervalo G2 min. apds a aplicacédo de formalina.

Foram utilizados 8 animais por grupo. p<0,001 vécMe (ANOVA e Student-Newman-
Keuls,post hog
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4.1.4. Avaliacédo da coordenacao motora

O teste da barra giratoria néo registrou diferesigaificatica (p >0,05) no niumero de
quedas entre os grupos tratados com veiculo (t8@e8% em agua destilada, v.0.) oud-)-
bisabolol 25 e 50 mg/Kg, v.0. Os animais tratadws diazepam 2 mg/Kg, i.p. demonstraram
maior dificuldade em se manter na barra giratéagibindo um numero de quedas

significativamente (p<0,001) maidrabela 7.

TABELA 7. Efeito do (-)-a-bisabolol sobre o niumero de quedas no teste da bar
giratoria

Grupo Numero de quedas
Veiculo, v.o. 0,63 (0-1)
(-)-o-bisabolol 25 mg/Kg 0,50 (0-1)
(-)-o-bisabolol 50 mg/Kg 0,75 (0-1)
Diazepam 2,63 (2-3)***

Os valores representam a média e, entre paréntesgajores minimo e maximo para cada
grupo. Os animais foram previamente tratados comeule (Tween 80, 3% em &gua
destilada), (-)a-bisabolol 25 e 50 mg/Kg e Diazepam 2 mg/Kg. *pe@1 Kruskal-Wallis e
Dunns,post hoc
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4.2. Atividade anti-inflamatoria.

4.2.1. Avaliacdo do efeito anti-inflamatorio do-¢-pisabolol no modelo de edema de pata
induzido por carragenina.

Os animais que receberam injecao intraplantar dagenina 1% (20uL) na pata
direita traseira tiveram inducédo de edema, vedficpelo aumento no volume das patas que
receberam o estimulo em diferentes intervalos odgde O grupo de animais pré-tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em A&gua destilada) apresentou edemas
significativamente maiores quando comparado congrapos tratados com (e)}bisabolol
100 e 200 mg/Kg, v.0. ou Indometacina 20 mg/Kg, nas tempos correspondentes. Esses
tratamentos foram capazes de diminuir o edema ias®oa injecdo de carragenina, em todos

0s tempos observados, Como mostrado lpigiara 13 e Tabela 8.
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FIGURA 13. Efeito do (-)w-bisabolol (BIS) contra o edema de pata induzido po
carragenina. O grafico mostra a média + E.P.M. da diferengalo volume da pata em mL
(Volume do edema) em relacdo ao tempo zero. Os @sineceberam: Veiculo (Tween 80,
3% em agua destilada, v.0.), BIS nas doses de0®0e 200 mg/Kg, v.0. ou indometacina 20
mg/Kg (INDO), v.o. 1h antes da inducao dos edensda @dministracao de carragenina 1%
(20 pL). Foram realizadas medidas dos volumes dtss mos tempos zero, 60, 120, 180 e
240 minutos apds a administracdo de carrageripaQ,05,%<0.01 vs veiculo no mesmo
tempo (ANOVA e Student-Newman-Keufgst hog.
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TABELA 8. Efeito do (-)-a-bisabolol(BIS) frente ao edema de pata induzido po

carragenina.

AVolume da pata (mL)

Grupo . . . .

60 Min. 120 Min. 180 Min. 240 Min.
Veiculo, v.o. 0,116 + 0,008 0,138 £ 0,011 0,153 +0,008 0,14604 19,
BIS 50 0,123 +£ 0,018 0,145 + 0,011 0,127 £0,013 ,118+ 0,014
BIS 100 0,056 + 0,001** 0,086 + 0,011** 0,106 +£ 0,014* 0,091 +0,011*

(51,73) (37,69) (30,72) (37,93)
BIS 200 0,076 £ 0,011~ 0,078 £ 0,012** 0,103 £0,013* 0,097 + 0,009**

(34,49) (43,48) (32,68) (33,57)
INDO 0,062 + 0,011** 0,101 +£0,011* 0,090 +£0,016* 0,094 +0,012*

(46,56)

(26,82) (41,18) (35,62)

Os valores sao expressos como media = E.P.M. deedifa A) do volume da pata em mL
(Volume do edema). Os valores entre paréntesess@miam a porcentagem de inibicdo do
edema em relacdo ao grupo que recebeu apenasovei¢eiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada,v.0.), (-)+bisabolol (BIS) nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, v.o0., danretacina
(INDO) 20 mg/Kg foram administrados 60 min. andesinjecéo intraplantar de carragenina.
Foram utilizados 8 animais por grupos. *p<0,05;%€p001 vs controle (ANOVA e Student-
Newman-Keulspost hog.
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4.2.2. Avaliacdo do efeito anti-inflamatorio do-¢-pisabolol no modelo de edema de pata
induzido por dextrano.

Os animais que receberam injecao intraplantar dé&at® 0,15%(20uL) na pata
direita traseira tiveram inducéo de edema, vedficpelo aumento no volume das patas que
receberam o estimulo em diferentes intervalos dgae O grupo de animais pré-tratados
apenas com veiculo (3% tween 80 em agua destilada) apresentou edemas
significativamente (p<0,05) maiores que os demaipap tratados com (e}-bisabolol 100 e
200 mg/Kg, v.o. ou Ciproeptadina 10 mg/Kg. visses tratamentos foram capazes de
diminuir o edema associado a injecdo intraplantar déxtrano, em todos os tempos

observadosKigura 14 e Tabela 9.
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FIGURA 14. Efeito do (-)-w-bisabolol(BIS) contra edema de pata induzido por
Dextrano. O gréfico mostra a média + E.P.M. da diferengpdo volume da pata em mL
(Volume do edema) em relacdo ao tempo zero. Os @sineceberam: Veiculo (Tween 80,
3% em agua destilada, v.0.), BIS nas doses de Rl ang/Kg, v.o. ou Ciproeptadina 10
mg/Kg, v.o. (CIP) 1h antes da inducdo dos edemds ae@ministracao intraplantar de
dextrano 0,15% (20 pL). Foram realizadas medidasvdtumes das patas nos tempos zero,
60, 120, 180 e 240 minutos apés a administracddestrano.3p<0,05;°p<0.01;°p <0,001 vs
Veiculo nos respectivos tempos (ANOVA e Student-iew-Keulspost hog
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TABELA 9. Efeito do (-)-a-bisabolol(BIS) frente ao edema induzido por dextrao.

AVolume da pata (mL)

Grupo 60 Min. 120 Min. 180 Min. 240 Min.

Veiculo, v.o
0,068 + 0,006 0,083 + 0,007 0,091 + 0,006 0,087 + 0,012

BIS 100 0,044 +0,006* 0,053 +0,006** 0,053 + 0,005** 0,038 + 0,005***
(35,30) (36,15) (41,76) (56,33)
BIS 200 0,062 +0,005 0,058 +0,006* 0,053 + 0,005** 0,050 + 0,006%**
(8,83) (30,12) (41,76) (42,53)
0,044 +0,006* 0,050 + 0,006** 0,044 + 0,007** 0,034 + 0,008%*
CIPRO 10
(35,30) (39,76) (51,65) (66,00)

Os valores séo expressos como média + E.P.M. deedifa 4) do volume da pata em mL
(Volume do edema). Os valores entre paréntesesaimda porcentagem de reducao do edema
em relagdo com grupo que recebeu apenas veicilBon& doses de 100 e 200 mg/Kg, v.o0.,
veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) gmo€ptadina (CIPRO)10 mg/Kg, v.o.
foram administrados 60 min. antes da injecdo itdrapr de dextrano. Foram utilizados 8
animais por grupos. *p<0,05;***p<0,001 vs VeiculANOVA e Student-Newman-Keuls,
post hog.



72

4.2.3. Avaliacdo do efeito anti-inflamatorio do-¢-pisabolol no modelo de edema de pata
induzida por histamina.

Os animais que receberam injecéo intraplantdristamina (200 pug/pata; 20 uL) na
pata direita traseira tiveram indugéo de edemaficato pelo aumento no volume das patas
gue receberam o estimulo em diferentes intervaidempo. O grupo de animais pré-tratados
com (-)u-bisabololnas doses de 100 ou 200 mg/Kg, v.o. ndo tiveraeratita estatistica
(p>0,05) quando comparado ao veiculo (3% tweem8@gua destilada, v.0.), demonstrando
gue o (-)e-bisabolol ndo é efetivo em reduzir o edema de ipdiazido por histamina. Foram
utilizados 6-8 animais por grupdsigura 15 e Tabela 1.
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FIGURA 15. Efeito do (-)-w-bisabolol (BIS) frente ao edema de pata induzido qu
histamina. O grafico mostra a média + E.P.M. da diferengafo volume da pata em mL
(Volume do edema) em relacdo ao tempo zero. Os @sineceberam: Veiculo (Tween 80,
3% em agua destilada. v.0.), BIS nas doses de A@D0 mg/Kg, v.0. 1h antes da inducao
dos edemas pela administracdo de histamina (20faiaQ/ Foram realizadas medidas dos
volumes das patas nos tempos zero, 15, 30, 60 miA0tos apO0s a administracdo de
histamina.
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TABELA 10. Efeito do (-)-a-bisabolol(BIS) frente ao edema induzido por histama

AVolume da pata (mL)

Grupo 15 Min. 30 Min. 60 Min. 90 Min.

Veiculo
0,086 + 0,010 0,059 + 0,008 0,051 + 0,012 0,063 + 0,008

BIS 100
0,079 + 0,009 0,056 + 0,019 0,048 + 0,013 0,046040

BIS 200 0,093 +£0,018 0,059 +£0,012 0,070+ 0,013 0,054 +0,014

Os valores séo expressos como média + E.P.M. deedifa 4) do volume da pata em mL
(Volume do edema). BIS nas doses de 100 e 200 mg/Kg ou veiculo (Tween 80, 3% em
agua destilada, v.0.) foram administrados 60 ruies da injecdo intraplantar de histamina
(200 pg/pata). Foram utilizados 6-8 animais popgsu
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4.2.4 Avaliacao do efeito anti-inflamatorio do ¢pisabolol no modelo de edema de pata
induzida por 5-HT.

Os animais que receberam injecéo intraplantds-de& (200 pg/pata; 20 pL) na pata
direita traseira tiveram inducéo de edema, vedficpelo aumento no volume das patas que
receberam o estimulo em diferentes intervalosmeae O grupo de animais pré-tratados com
(-)-a-bisabololna dose de 200 mg/Kg, v.0. conseguiu diminuir aun@ do edema quando
comparado ao veiculo (3% tween 80 em agua destiaaly, dessa forma o (e)}bisabolol na
dose de 200 mg/Kg foi efetivo em reduzir o edemaata induzido por 5-HT nos tempos

observados. Foram utilizados 6-8 animais por gr@pogira 16 e Tabela 1L
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FIGURA 16. Efeito do (-)-u-bisabolol (BIS) frente ao edema de pata induzidogw 5-HT.

O gréfico mostra a média + E.P.M. da diferergado volume da pata em mL (Volume do
edema) em relacdo ao tempo zero. Os Animais remebafeiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada. v.0.), BIS nas doses de 100 ou 200 mg/Kg 1h antes da inducédo dos edemas
pela administracdo de 5-HT (200 pg/pata). Forarizeetas medidas dos volumes das patas
nos tempos zero, 30 e 60 minutos apds a admiréstrde 5-HT. *p<0,05; **p<0,01 vs
Veiculo nos respectivos tempos (ANOVA e Student-iew-Keulspost hog.
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TABELA 11. Efeito do (-)-a-bisabolol(BIS) no edema induzido por 5-HT.

AVolume da pata (mL)

Grupo 30 Min. 60 Min.
Veiculo 0,050 + 0,013 0,024 + 0,005
BIS100 0,029 + 0,006 0,012 + 0,008
BIS 200 0,006 + 0,006** 0,003 + 0,002*

Os valores sédo expressos como meédia + E.P.M. deedifad) do volume da pata em mL
(Volume do edema). (9-bisabolol (BIS) nas doses de 100 e 200 mg/Kg, wo.veiculo
(Tween 80, 3% em A&gua destilada, v.0.) foram adtnados 60 min. antes da injecao
intraplantar de 5-HT (200 pg/pata). Foram utilizad®8 animais por grupos. *p<0,05;
**n<0,01 vs Veiculo (ANOVA e Student-Newman-Keutgst hog.
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4.3. Atividade gastroprotetora.

4.3.1.Avaliagéo do efeito do (-bisabolol frente as lesdes gastricas induzidasfzomol em

camundongos.

A administracdo de etanol absoluto aos animais fquam previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilaw, produziu grande porcentagem de
area ulcerada (26,1 + 1,63 %). A area ulcerada @tlool foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia de ¢-pisabolol nas doses de 100 mg/Kg, v.o. (9,59 4 %6
p< 0,001) e 200 mg/Kg, v.0. (2,09 + 0,65 %, p<0)d§lando comparado ao grupo tratado
apenas com veiculo, assim como a ciproeptadina dfKgn v.o., droga antagonista dos
receptores de histamina e 5-HT, usada como drogefel€ncia, foi capaz de diminuir a area
géstrica lesionada (4,11 £+ 0,61 %, p <0,001) empavatdo ao grupo tratado com veiculo
(26,1 + 1,63) Figura 17 e Tabela 12

Area ulcerada (%)

Veiculo BIS 100 BIS 200 Ciproeptadina

Etanol

FIGURA 17. Efeito do (-)-w-bisabolol (BIS) sobre a area ulcerada associada lasao
gastrica por Etanol. Os valores representam a média + E.P.M. da pogemiade area
gastrica ulcerada. A éarea ulcerada foi medida 30utos apdés a administracdo de etanol
absoluto (0,2 ml/animal). Veiculo (Tween 80, 3% égua destilada, v.0), BIS 100 e 200
mg/Kg, v.o e Ciproeptadina (CIP), 10 mg/Kg, v.oafm administrados 1h antes dos animais
receberem Etanol absoluto. Foram utilizados oiimais por grupo. ***p<0,001 vs Veiculo
(ANOVA e Student-Newman-Keulppst hog.
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TABELA 12. Efeito do (-)-a-bisabolol sobre as lesdes gastricas induzida pdaaaol.

Grupo Area ulcerada Reducao(%)
Veiculo, v.o. 26,1+ 1,626 -

BIS 100 9,590 £ 1,611*** 63,26
BIS 200 2,088 + 0,6459*** 92,01
CIP 10 4,108 + 0,6108*** 84,26

A tabela mostra os valores em porcentagem de a@steca ulcerada expressos como média
+ E.P.M. Veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada), \BIS 100 e 200 mg/Kg, v.0 e
Ciproeptadina (CIP), 10 mg/Kg, v.0., foram adnmamis 60 minutos antes da administracao
de Etanol absoluto (0,2 mL/ animal). Os animaisariorsacrificados 30 min. apdés a
administracdo de etanol. Foram utilizados oito afmsnpor grupos. ***p<0,001 vs veiculo.
(ANOVA e Student-Newman-Keulppst hog.
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4.3.2. Avaliacdo do envolvimento do Oxido NitridéQ) no efeito gastroprotetor do -
bisabolol no modelo de ulcera induzida por etabebhuto

A administracdo de etanol absoluto aos animais fquem previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destitamly produziu grande porcentagem de
area gastrica ulcerada (26,10 + 1,63 %). A arearigasulcerada pelo etanol foi
significativamente diminuida com a administraca@via de (-)e-bisabolol 200 mg/Kg, v.o.
(2,09 £ 0,65 %, p<0,001) e L-arginina 600 mg/Kg, (4,99 + 1,63 %, p< 0,001) quando
comparado ao grupo tratado apenas com veiculou@giue recebeu L-NAME 10 mg/Kg,
i.p. previamente a administracdo de etanol exibmento na &rea gastrica ulcerada (37,73
2,76 %, p<0,001). O efeito gastroproteror dou(hisabolol 200 mg/Kg néo foi revertido pela
administracédo prévia de L-NAME 10 mg/Kg, i.p, unibidor da sintese de NO, (4,12 + 0,89
%). A administracado de L-NAME reverteu o efeito tggsrotetor da L-arginina na dose de
600 mg/Kg, i.p. (24,85 * 2,528 %, p<0,00E)qura 18 e Tabela 13
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FIGURA 18. Envolvimento do Oxido Nitrico(NO) no eféto gastroprotetor associado ao
(-)a-bisabolol(BIS) em modelos de dulcera induzida por tanol absoluto em
camundongos.Os valores no grafico representam a média + E.BeMirea gastrica ulcerada.
Os animais foram tratados previamente, 60 min.,v@ooral, com Veiculo (Tween 80, 3%
em agua destilada) ou BIS 200 mg/Kg. L-Arginina 8§/Kg, i.p. ou L-NAME 10 mg/Kg,
i.p. foram administrados 30 min. antes da admenéto de etanol absoluto. L-NAME foi
administrado 15 min. antes nos animais que receb&i® 200 mg/Kg (Grupo L-NAME +
BIS 200) ou L-Arginina (Grupo L-NAME + L-Arginina)Os animais foram sacrificados 30
min apds a indugdo de Ulcera. Foram utilizadosagufe 8 animais. ***p<0,001 vs Veiculo
ap< 0,001 vs L-Arginina ou L-NAME.(ANOVA e StudeNewman-Keulspost hog
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TABELA 13. Avaliacdo do envolvimento do Oxido Nitrco (NO) no efeito gastroprotetor
do (-)-a-bisabolol no modelo de ulcera induzida por etanabsoluto

Grupo Area ulcerada
Veiculo 26,21 + 1,63
BIS 200 2,00 0,65 ***
L-NAME 10 + BIS 200 4,12 + 0,89%
L-NAME 10 37,73 + 2,76
L-NAME 10 + L-ARG 600 24,85+2532
L-ARG 600 4,99 + 1,63**

Os valores estao expressos como média + E.P.Medegastrica ulcerada. Os animais foram
tratados previamente, 60 min. antes, por via aram veiculo (Tween 80, 3% em &gua
destilada, v.0.) ou (4-bisabolol (BIS) 200 mg/Kg. L-NAME 10 mg/Kg, i.pud--Arginina
(L-ARG) 600 mg/Kg, i.p., foram administrados 30 mantes da administracdo de etanol
absoluto. L-NAME foi administrado 15 min. antes dm@mais receberem ¢bisabolol
(Grupo L-NAME + (-p-bisabolol 200) ou L-Arginina (Grupo L-NAME + L-Angina). Os
animais foram sacrificados 30min apés a inducaalldera. Foram utilizados grupos de 8
animais. ***p<0,001 vs Veiculo @p< 0,001 vs L-NAMiu L-Arginina.(ANOVA e Student-
Newman-Keulspost hog
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4.3.3 Avaliacdo do envolvimento dos Canais deARP-dependentes(irp) no efeito
gastroprotetor do (-bisabolol no modelo de ulcera induzida por etafsioluto.

A administracdo de etanol absoluto aos animais fqueem previamente tratados
apenas com veiculo (3% Tween 80 em agua destilada) produziu grande porcentagem de
area ulcerada (28,74 = 0,77 %). A area ulcerada gt@hnol foi significativamente diminuida
com a administracao prévia de ¢-pisabolol 200 mg/Kg, v.o. e Diazoxido 3 mg/Kg,. ip,9
+ 0,543%, p<0,001) e (6,73 £ 7,82 %, p< 0,001) eespamente quando comparado ao grupo
tratado apenas com veiculo. A gastroprotecdo do-iiyabolol ndo foi revertida pela
administracio prévia de Glibenclamida 10 mg/Kg, droga bloqueadora de'i&p (6,29 +
0,955 %). Inversamente, a gastroprotecdo do dida0xXpi revertida pela acdo da
Glibenclamida (28,69 + 0,92 %, p< 0,00E)gura 19 e Tabela 14
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FIGURA 19. Envolvimento dos canais de potassio ATBependentes(Karp) na
gastroprotecédo induzida por (-)e-bisabolol(BIS) no modelo de ulcera induzida por
etanol absoluto em camundongo<s valores no gréafico representam a média + E.BaV
percentagem de area gastrica ulcerada. Foram prenia administrados 60 Min. antes da
administracdo de etanol por via oral BIS 200 mg/&g,Veiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada). Diazoxido (DZO) 3 mg/Kg, i.p. foi adnstmado 30 Min. antes dos animais
receberem etanol. Glibenclamida (GLIB) 10 mg/Kg, foi administrada 15 min. antes da
administracéo de BIS 200 mg/Kg (Grupo GLIB + BI®90u DZO (Grupo GLIB + DZO).
Os animais foram sacrificados 30 min. apos a inaldgidlcera. Foram utilizados grupos de 8
animais. ***p<0,001 vs Veiculo 2p<0,001 vs DZO.(AN@ e Student-Newman-Keulgpost
hoo
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TABELA 14. Envolvimento dos canais de potassio ATEependentes(Karp) na
gastroprotecdo induzida por (-)e-bisabolol no modelo de ulcera induzida por etanol
absoluto

Grupo Area ulcerada
Veiculo 28,74 £ 0,50
BIS 200 4,90 % 0,5432**
GLIB 10 + BIS 200mg 6.29 + 0,055+
DZO 3 6,73 + 0,82***
GLIB10 +DzO 3 28,69 £ 0,922

Os valores de area gastrica ulcerada estdo expresséorma de média + E.P.M.. (9-
bisabolol (BIS) 200mg/Kg, v.o ou veiculo, v.o ( Teame80, 3% em agua destilada, v.0.) foram
administrados 60 min. antes da administracdo dektBiazéxido (DZO) i.p. foi dado 30
min. antes dos animais receberem etanol. Glibendlan{GLIB) 10mg/Kg, i.p foi
administrada 15 min. antes da administracédo de-l¢iyabolol (Grupo Glibenclamida + (e}
bisabolol) ou diazoxido (Grupo Glibenclamida + Ofairlo). Os animais foram sacrificados
30 min apos os tratamentos com Etanol. ***p< 0,004 Veiculo 2p< 0,001 vs
Diaz6xido.(ANOVA e Student-Newman-Keulspst hog.
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4.3.4. Avaliacdo do envolvimento da sintese detpgtendinas no efeito gastroprotetor do (-
)-a-bisabolol no modelo de Ulcera induzida por etafsioluto.

A administracdo de etanol absoluto aos animais fqueem previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destitama produziu grande porcentagem de
area ulcerada (23,78 + 2,14 %). A area ulcerada gtanol foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia de ¢Jpisabolol 200 mg/Kg, v.o. (2,09 + 0,65 %, p< 0,001
guando comparado ao grupo tratado apenas com eefgastroprotecéo do (e}Hbisabolol
ndo foi revertida pela administracdo prévia de inei@cina 10 mg/Kg, v.o, inibidor da
sintese de protaglandinas. (5,23 £ 1,30 %, p< 0,Fddura 20 e Tabela 1%
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FIGURA 20. Envolvimento da sintese de prostaglandas no efeito gastroprotetor
associado ao (-p-bisabolol (BIS) no modelo de ulcera induzida portanol absoluto em
camundongos.Os valores no gréafico representam a média + EdaNercentagem de area
gastrica ulcerada. Os animais foram previamentados com veiculo (Tween 80, 3% em
agua destilada, v.0.), BIS 200 mg/Kg, v.0. ou Indtanina (INDO) 10 mg/Kg, v.0. 60 min.
antes da administracdo de etanol absoluto, o GiNP® + BIS 200 recebeu Indometacina
2h. antes da administracdo de o-Pisabolol 200 mg/Kg. Foram utilizados grupos de 8
animais que foram sacrificados 30 minutos aposnairastracédo de etanol. ***p< 0,001 vs
Veiculo.(ANOVA e Student-Newman-Keulsost hog.
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TABELA 15. Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeitgastroprotetor
associado ao (-p-bisabolol no modelo de ulcera induzida por etanol.

Grupo Area ulcerada
Veiculo 23.78 £2.14
BIS 200 2.09 £ 0.65***
INDO 10 + BIS 200 5.23 + 1.30***
INDO 10 20.93 +£1.99

Os valores no grafico representam a média + E.R.dodcentagem de area gastrica ulcerada.
Os animais foram previamente tratados com veicueén 80, 3% em agua destilada, v.0.),
(-)-a-bisabolol (BIS) 200 mg/Kg, v.0. ou IndometacindDO) 10 mg/Kg, v.0. 60 min. antes
da administracdo de etanol absoluto, o grupo Imtaoma + (-)a-bisabolol recebeu
Indometacina 2h. antes da administracdo de-bisabolol 200 mg/Kg. Foram utilizados
grupos de 8 animais que foram sacrificados 30 ragapos a administracdo de etanol. ***p<
0,001 vs Veiculo.(ANOVA e Student-Newman-Keudest hog.
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4.3.5. Avaliagdo do efeito do (epbisabolol frente as lesdes gastricas induzidas por
indometacina em camundongos.

A administracdo de indometacina 20 mg/Kg, v.0§ animais previamente tratados
apenas com veiculo evidenciou grande escores @e ¢@strica. A administracao prévia de (-
)-a-bisabolol100 mg/Kg foi capaz de diminuir significativameoteescores de lesdo gastrica
em relacdo aos animais tratados apenas com véilougen 80, 3% em agua destilada, v.o.).
Ranitidina, 25 mg/Kg, v.o. droga antagonista daepéores de histamina H2, usada como
padrdo, diminuiu com significancia os escores dadegastrica quando comparado ao grupo

tratado apenas com veicukigura 21 e Tabela 1.
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FIGURA 21. Efeito do (-)-w-bisabolol(BIS) frente a lesGes gastricas induzidapor
Indometacina. O grafico mostra a mediana e os valores individwelativo ao indice de
lesé@o gastrica proposto por SZABO et al. (1985)A@imais receberam por via oral: Veiculo
(Tween 80, 3% em agua destilada), BIS 100 mg/KRanitidina 25 mg/Kg, 60 min. antes da
inducédo das lesbes géstrica pela administrac&oddenietacina. Oito horas depois, 0s animais
foram sacrificados, tiveram seus estdmagos resraglaaberto para a determinacdo dos
escores. *p<0,05; ***p <0,001 vs Veiculo (Kruskalalls e Dunns como tesfmst hoi.



85

TABELA 16. Efeito do (-)-a-bisabolol sobre as lesdes gastricas induzida por
indometacina.

Grupo Escores
Veiculo 12 (9-14)
BIS 100 5,5 (4-8)***
RANIT 25 7 (5-8)*

Os valores expressam a mediana, com 0s valoresnogrg maximos entre parénteses, dos
escores de lesdo gastrica. Foram administradogigoral: Veiculo (Tween 80, 3% em agua
destilada, v.0.), (-)+bisabolol (BIS) 100 mg/Kg ou ranitidina (RANIT) 28g/Kg 60 min.
antes da inducado das lesGes gastrica pela adragé@istde indometacina. Oito horas depois,
0s animais foram sacrificados, tiveram seus estomegirados e aberto para a determinacéo
dos escores de acordo com a TABELA 2. *p<0,05; *p001 vs Veiculo (Kruskal-Wallis e
Dunns com@ost hodeste).
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4.3.6 Avaliacdo do envolvimento da glutationa redaZGSH) no efeito gastroprotetor do (-
)-a-bisabolol no modelo de Ulcera induzida por etafsioluto.

A administracdo de etanol diminuiu a quantidadetrgas de GSH nos animais
tratados previamente apenas com o veiculo (TweeB8%0em agua destilada) (61,62 + 7,6
ug/g proteina). O pré-tratamento com d-pisabolol 200 mg/Kg foi capaz de atenuar essa
diminuicdo no conteudo gastrico de GSH (117,8 £9.8¢g/g proteina, p< 0,05) assim como
a N-acetil cisteina, um conhecido precursor de GBH,1 + 29,12ug/g proteina, p<0,01)
(Figura 22 e Tabela 17}.

Os animais que nao receberam etanol (ndo-ulceradtesdos com (-dbisabolol 200
mg/Kg (148,58 * 7,91.g/g proteina) ndo demonstraram diferenca signifecem relacdo ao
grupo tratado apenas com veiculo (151,39 £ 1idgld proteina), diferente do grupo tratado
com N-acetil cisteina que exibiu um aumento sigatfvo no conteddo gastrico de GSH
(318,18 £ 45,589/g proteina, p< 0,01){gura 23 e Tabela 13

200- e
m —_
.% .
E 150+
S
O
T
Ry
o
=
T
75
Q)
| |
Veiculo BIS 200 NAC
Etanol

FIGURA 22. Avaliacdo do envolvimento da glutationareduzida (GSH) no efeito
gastroprotetor do (-)-a-bisabolol (BIS) no modelo de Ulcera induzida por tanol
absoluto. Os valores representam a média + E.P.M., para\assngastricos de GSH nos
animais que receberam etanol absoluto. Foram desalniveis de GSH trinta minutos apos
administracdo de Etanol Absoluto. Veiculo 80 (Tmve8®, 3% em &agua destilada), (-)-
bisabolol (BIS, 200mg/Kg, v.0) e N-acetilcisteindAC, 750 mg/Kg, v.0) foram
administrados uma 1h antes de receberem etanoD,fi<**p< 0,001 vs Veiculo.(ANOVA e
Student-Newman-Keulpost hog.
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TABELA 17. Envolvimento da glutationa reduzida (GSH no efeito gastroprotetor do
(-)-a-bisabolol frente as lesGes gastricas induzidas petanol.

Grupo Glutationa(pg/g proteina)
Veiculo + Etanol 61,62 + 7,60

BIS 200 + Etanol 117,80 + 13,95*
NAC 750 + Etanol 144,10 £ 29,12**

Os valores representam a média + E.P.M., paravassnjastricos de GSH. Foram dosados
os niveis de GSH trinta minutos apos administraigi&tanol absoluto. Veiculo (Tween 80,
3% em agua destilada, v.0.), ¢hisabolol (BIS) 200mg/Kg, v.0 e N-acetil cisteifidAC)
750 mg/Kg, v.o foram administrados 60 min. antesedeberem etanol. *p<0,05, **p< 0,01
vs Veiculo.(ANOVA e Student-Newman-Keufgst hog.
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FIGURA 23. Avaliacdo do envolvimento da glutationareduzida (GSH) no efeito
gastroprotetor do (-)-w-bisabolol (BIS). Os valores representam a média + E.P.M., para os
niveis gastricos de GSH no animais sem dano gagtice ndo receberam etanol absoluto).
Foram dosados os niveis de GSH 1h apds administigrespectivos tratamentos: Veiculo
(Tween 80, 3% em agua destilada), BIS 200mg/Kg, &.dN-acetil cisteina (NAC), 750
mg/Kg, v.0. **p< 0,001 vs Veiculo.(ANOVA e StudeNewman-Keulspost hog.

TABELA 18. Envolvimento da glutationa reduzida (GSH no efeito gastroprotetor do
(-)-a-bisabolol.

Grupos Glutationa(pg/g proteina)
Veiculo 151,39+ 11.01

BIS 200 148,58 + 7.91
NAC 750 318,18 + 45.58 **

Os valores representam a média + E.P.M., paravessrgastricos de GSH nos animais néo-
ulcerados. Foram dosados os niveis de GSH 1h agdsniatracdo dos respectivos
tratamentos: Veiculo (Tween 80, 3% em agua destilad.), (-)-bisabolol (BIS) 200mg/Kg,
v.0., e N-acetil cisteina (NAC) 750 mg/Kg, v.o. ¥®,01 vs Veiculo.(ANOVA e Student-
Newman-Keulspost hoc).
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4.3.7. Avaliacao do envolvimento da glutationa mda (GSH) no efeito gastroprotetor do (-
)-a-bisabolol no modelo de Ulcera induzida por Ind@uieia.

O pré-tratamento com (e}-bisabolol100 ou 200 mg/Kg foi capaz de atenuar a diminuigio
contetdo gastrico de GSH (99,03 + 584/g proteina, p<0,05) e (112,48 + 11,68/g
proteina, p<0,01) respectivamente, em comparacio a® animais que receberam apenas
veiculo (66,45 * 3,54g/g proteina). N-acetil cisteina, um conhecidacprsor de GSH, foi
capaz de atenuar a deple¢do de GSH (160,61t L@y/g8proteina, p<0,001) frente ao dano
gastrico associado a indometacirég(ra 24 e Tabela 1%
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FIGURA 24. Avaliacdo do envolvimento da glutationareduzida (GSH) no efeito
gastroprotetor do (-)-a-bisabolol(BIS) no modelo de ulcera induzida por Idometacina.

Os valores representam a média + E.P.M., paravessnjastricos de GSH nos animais que
receberam indometacina 20 mg/Kg. Foram dosadosivssnde GSH 8 horas apés a
administracdo de indometacina. Veiculo (Tween380,em agua destilada), BIS 100 e 200
mg/Kg, v.0 e N-acetil cisteina 750 mg/Kg, v.0 (NAG)am administrados 60 Min. antes de
receberem indometacina. *p< 0,05, **p< 0,01, p €0Q, vs Veiculo.(ANOVA e Student-
Newman-Keulspost hog.
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TABELA 19. Envolvimento da glutationa reduzida (GSH no efeito gastroprotetor do
(-)-a-bisabolol frente as lesbes gastricas induzidas pordometacina.

Grupo GSH (ug/g proteina)
Veiculo, v.o. 66,45 + 3,54
BIS 100 99,03 + 5,34*
BIS 200 112,48 + 11,625**
NAC 750 160,61 + 11,78***

Os valores representam a média + E.P.M., paravessrjastricos de GSH. Foram dosados os
niveis de GSH 8h apos administracdo de indometaddg animais foram tratados
previamente com: Veiculo (Tween 80, 3% em agudldést v.o.), (-)e-bisabolol (BIS) 100

e 200 mg/Kg, v.o ou N-acetil cisteina (NAC) 750 Kmy/ v.0. 60 min. antes de receberem
indometacina. *p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001 vs \@ilo. (ANOVA e Student-Newman-
Keuls,post hog.
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5. DISCUSSAO

Varios modelos animais para o estudo da dor enmaft#io tém sido descritos ao longo
do tempo. Tradicionalmente tem se utilizado de riosda@nimais para se estudar mecanismos
patoldégicos e caracteristicas no desenvolvimemes@ucao da dor e inflamacgéo, bem como
avaliar possiveis atividades antinociceptivas eiirdilaimatérias de novas substancias,
marcadamente drogas de origem natural (WOOLFE & RAGIALD, 1944; HUNSKAAR
et al., 1985; PINTO et al., 2008; LOPES et al.,900

Os modelos utilizados na triagem de moléculas catengial antinociceptivo
comumente baseiam-se na observacao da respostal &@nte a utilizacdo de estimulos de
diversos tipos e duracgdo, dessa forma, os modefmrimentais utilizados no estudo da dor
sao divididos em trés categorias: os que utilizatimailos mecéanicos, térmicos e quimicos
(ALMEIDA & OLIVEIRA, 2006).

Para avaliar o potencial antinociceptivo do o-}isabolol nas doses de 25 e 50
mg/Kg, foi utilizado, como ponto de partida, o éede contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético, como descrito inicialmente por Kosteal. (1959). Os animais submetidos a
injecdo intraperitoneal de uma solucdo de aciddicac&xibem comportamento alterado
constituido por uma onda de constricdo e alonganeatsando caudalmente, ao longo da
parede abdominal, por vezes acompanhados de tdog&onco e seguido pela extensao dos
membros (WENDE & MARGOLIN, 1956; COLLIER, 1968).

Esse modelo de dor visceral tem sido muito utilivddsde seu desenvolvimento para
demonstrar atividade antinociceptiva de véarios amstgs, desde extratos e substancias
isoladas a drogas com conhecida acédo sobre a g@dulia dor como a morfina, codeina e
petidina (WENDY & MARGOLIN, 1956; ARAGAO et al., 27; VILELA et al., 2009). O
acido acético causa a liberacdo de mediadores endégomo PGEe PG, histamina,
bradicinina e serotonina, (DERAEDT et al., 1980 EILGUO, 2008), além de estimular as
terminacdes nervosas diretamente pela reducdo dg-RANCA et al., 2001). Contudo, a
inibicdo ou reducdo do numero de contor¢cdes abdosiem resposta ao acido acético é
obtida com uma variedade muito grande de subst&raggndo de diferentes maneiras, como
por exemplo: anti-inflamatoérios nao-esterdidesicatihérgicos, narcoticos, antihistaminicos

bloqueadores de receptores H1 e H2, antivirais camabavirina e anticonvulsivantes
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(COLLIER et al., 1968; STEPANOVIC-PETROVIC et &008; ZANBOORI et al., 2008).
Dessa forma, o teste é caracterizado pela baieriisplade de resposta a um tipo especifico
de droga, além de sofrer influéncia de substanpiges comprometem a habilidade motora

normal dos animais em teste.

No presente trabalho, no teste das contor¢des abdisnmduzidas por 4cido acético,

o (-)-u-bisabolol, nas doses de 25 e 50 mg/Kg, v.o. fpazale reduzir em 54,68 e 64,56 % o
namero de contor¢des, similarmente a indometaandose de 10 mg/Kg, um analgésico néo
esteroidal, usado como controle positivo. Baseasdoo fato que, o teste de contorgbes
abdominais induzidas por acido acético € sensivdtogas de acdo central e periférica
(TRONGSAKUL et al., 2003), e a outra grade varieddd drogas, € impossivel, sem uma
manipulacdo farmacologica adequada retirar maicoeslusdes dos resultados deste teste.
Destarte, a reducdo significativa da resposta timd@s algésico do &cido acético demonstra
atividade antinociceptiva do (eHbisabolol frente a nocicepgéo visceral.

O teste da placa quente tem sido utilizado pardiagé® de drogas que agem,
principalmente, por via central (GUPTA et al., 2D0@%este método, o tempo de laténcia para
a observacdo do comportamento de lambedura ou'teattdiva de salto do animal em
resposta ao estimulo térmico gerado pela placacatgu@€ utilizado como parametro para
avaliacdo de atividade analgésica de determinadopasto. Esses comportamentos sao
interpretados como resposta supra-espinhal, degrag@o cortical (ALMEIDA &
OLIVEIRA, 2006).

Desde que o modelo de contor¢cdes induzidas petlo @wético € reconhecidamente
inespecifico e responde tanto a drogas com acdmkterperiférica, animais tratados com (-)-
a-bisabolol nas doses de 25 e 50 mg/Kg, foram subdosefo teste da placa quente, buscando
compreender, pelo menos em parte, como ocorrareeaitepcao do (-ybisabolol.

Inverso aos resultados encontrados com a morflhang/Kg, i.p. os animais tratados
com (-)u-bisabolol ndo demonstraram nenhuma atividade @uzieo tempo de laténcia
para observacdo de comportamento nociceptivo fiemtestimulo térmico gerado pela placa
quente. Dessa forma, o @)bisabolol ndo é eficaz na reversdo de nocicepgaorigem

central.
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Para uma melhor caracterizacdo e estudo das agalggsicas do (-bisabolol foi
realizado o teste da formalina em camundongos ad@scrito por Hunskaar et al. (1985).
Esse modelo é considerado um modelo de dor persEsigoduzida pela injecdo intraplantar
da solucéo de formalina. Esse método pode seridiovem duas fases onde, a primeira fase é
observada durante os cinco primeiros minutos agieacao do estimulo noxico, formalina
1%, onde os animais exibem comportamento nociceptvdenciado pela lambedura da pata
onde foi aplicada a injecdo. A nocicepcao nessa éaesultado do estimulo quimico direto
de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas emistinizadas, principalmente as fibras do
tipo C, a qual pode ser suprimida por drogas asgelgé opioides como a morfina
(HUNSKAAR et al., 1985; AMARAL et al., 2007)

ApoOs essa primeira fase, segue-se um perioddate/acauséncia de comportamento
indicativo de nocicepc¢do que dura cerca de 10 m&wk segunda fase inicia-se apos cerca
de 15 minutos da injecdo de formalina e possuictaniaticas distintas da primeira fase.
Hunkaar & Hole (1987) observaram que drogas comdimag codeina e orfenadrina, drogas
de acéo central, tinham acdo ao diminuir o tempdad&edura da pata dos animais em
resposta a formalina tanto na primeira fase, com@agunda fase do teste. Do contrario,
indometacina e naproxeno, exemplos de anti-inflarie n&o-esterdides diminuiam a
nocicepcao apenas na segunda fase do teste, 20R8@snapos a injecdo intraplantar de
formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987; ALMEIDA E OLIVEIR, 2006). Assim, a
primeira fase do teste € caracterizada pela agatadobre os nociceptores e ativacao das
fibras-C, sendo chamada de fase neurogénica, jg&ganda fase é chamada de fase
inflamatoria, envolvendo liberacdo de mediadoreaik) essa fase é sensivel a drogas de acao

periférica como AINEs e dexametasona.

No teste da formalina, o (e}bisabolol ndo teve acao diferente dos animaisrol@st,
tratados apenas com veiculo, durante a primeima das teste. Diferentemente a morfina
exibiu grande efeito antinociceptivo durante a pima e segunda fase do teste. Na segunda
fase do teste o (g-bisabolol nas doses de 25 e 50 mg/Kg foi efetwaealuzir em 92,95 e

92,74 %, respectivamente o tempo de lambeduratdaopde foi aplicado formalina.

Os resultados da primeira fase do teste da formalomcordam com os achados no
teste da placa quente e sugere que o (-)-bisam@iotem propriedade antinociceptiva de acéo

central, e, de acordo com os resultados encontra@eegunda fase do teste da formalina,
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onde o composto teste demonstrou ser altamentece&rh reduzir a nocicepgéo em relagéo
ao controle, é possivel sugerir fortemente que po-bisabolol possui atividade
antinociceptiva, ao influenciar a acdo dos medeslanflamatorios envolvidos na segunda
fase do teste da formalina como, por exemplo: mista, serotonina, prostaglandinas e
bradicinina (DAI et al., 2002).

Os resultados obtidos com os testes de contordéssmanais induzidas por acido
aceético, nocicepcao térmica da placa quente e hdas@co da formalina, nos permite sugerir
que o (-)e-bisabolol tem ag&o antinociceptiva e que poder eéstacionada a alteracdes na
sintese/degradacdo ou acdo de algum mediador atfieim Assim, torna-se de suma
importancia caracterizar as acdes antiinflamatédascomposto em estudo em modelos
envolvendo diferentes agentes inflamatérios, pama gpssa ser mais bem caracterizada a

farmacologia do (-y+bisabolol.

A inflamacéo aguda induzida pela injecdo intraglgnta pata traseira de roedores, de
varios agentes flogisticos tem sido um procedimemplamente utilizado para estudo e
avaliacdo de agentes anti-inflamatérios (COLE et 394). A carragenina € um agente
inflamatdrio capaz de produzir edema na pata deores caracterizado pelo exudato aquoso
contendo proteinas plasméticas e extravasamentoedi&odfilos e metabolitos do acido
araquidonico oriundos da via da Cicloxigenase eotigenase. (ZHANG et al., 2007). O
edema de pata induzido por carragenina tem siddaamepte utilizado na investigacdo de
agentes anti-inflamatorios, sendo talvez o modeto edema mais bem estudado (EL-
SHENAWY et al., 2002; COLE et al., 1994). Inicialmbe h& extravasamento de proteinas
plasmaticas para o0 espaco intesticial, em segemglaesse 0 extravamento aquoso para 0 meio
extravascular (GARCIA LEME et al., 1973).

O evento inflamatoério subseqiiente a aplicacdoplandar de carragenina tem pico
edematogénico maximo ao redor de 3h, e pareceasrbam caracterizado em trés fases de
acordo com Di Rosa et al. (1971) onde a primeis feeria mediada principalmente pela
liberacdo local de histamina e serotonina (0 -}, Isegunda estaria relacionada a liberacéo
de cininas e a terceira (2,5 — 6 horas apés aagglicde carragenina) estaria relacionada as
acOes das prostaglandinas. Além desses mediadexeste importante participacdo de

substancia P, oxido nitrico, infiltracdo de neulo&fe producéo de radicais livres derivados
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como hidroxil e superoxido estando todos ligadderinacdo de edema pela carragenina
(DAWSON et al., 1991; GILLIGAN et al., 1994; SALVEMI et al., 1996).

No presente trabalho, o (@}bisabolol foi capaz de reduzir o edema induzido po
carragenina em relagdo aos controles em todosnggoe medidos a cada hora, durante
guatro horas, assim como a indometacina. Essedtadssi confirmam a atividade
antiinflamatéria do (-p-bisabolol corroborando com os resultados obtidosegunda fase

do teste da formalina.

Varios trabalhos mostram que o pré-tratamento colNEA, antihistaminicos,
antagonistas de serotonina, zafirlukast, um aniagorde receptores de leucotrienos,
inibidores da sintese de NO e melatonina sao eapde atenuar a formacdo de edema
induzido por carragenina (GARCIA LEME et al., 1933N et al., 2001; EL-SHENAWY et
al., 2002), por mecanismos diferentes, confirmama® a resposta inflamatéria a esse agente
flogistico € multifatorial e responde a diversaassks de drogas. Assim, ndo é possivel
associar diretamente a acao dooffisabolol a um mediador inflamatério especificonC
base nestas consideracdes, foi avaliado o efeitlbadg teste nos modelos de edema induzido
por dextrano, serotonina e histamina na tentatevaedaproximar da acéo especifica da{-)-
bisabolol.

O edema produzido pela administracédo intraplantadekirano € desenvolvido pela
liberacdo de mediadores vasoativos de mastécitsie &dema possui exudato pobre em
proteinas e neutréfilos, e ndo é revertido pelairidimracdo de AINEs. Os principais
mediadores desse tipo de edema sao histamina ®rseey e, portanto, dessa forma, as
drogas de referencia nesse ensaio sdo drogasugume abbre esses transmissores locais (LO
et al., 1982). Os resultados do presente trabalbstraram que o («-bisabolol foi efetivo
em reverter o edema induzido por dextrano em taosempos medidos, semelhante a
ciproeptadina, droga de referéncia utilizada. Désisaa € possivel associar em algum grau a
atividade antiedematogénica da droga com a inéaréga na sintese/liberacao ou bloqueio das

acoes da histamina e/ou 5-HT.

Dando sequéncia as investigacoes, para que foaBadava influencia da histamina e
serotonina, diretamente, foram realizados edendiszidos por injecao intraplantar dessas

substancias. Essas substancias desempenham ingpop@pel na alteracdo do tonus e
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permeabilidade vascular, contribuindo para o easamento de fluidos. O (@}bisabolol
nao conseguiu reverter o edema induzido pela aditragio intraplantar de histamina,
sugerindo que a histamina ndo estd diretamente cioplda a atividade

antiedematogénica/antiinflamatoria do ¢-pisabolol nas doses utilizadas.

Do contrario, (-)e-bsabolol foi efetivo em reduzir o edema induziétapaplicacao de
5-HT, sugerindo que o (®-bisabolol interfere nas acdes desse transmissofad, Cole et
al. (1994) mostrou que drogas bloqueadoras dopt@es de 5-HT reduzem a formacédo de
edema formado pela 5-HT, e que este efeito é mailsre com 0s bloqueadores especificos
de receptores 5-BHTPorém outras drogas como antagonistas de reesglopamininicos do
tipo 2 e ioimbina também reduzem em certo grauesnedinduzido por 5-HT. Assim, mesmo
que o (-)e-bisabolol tenha reduzido o edema induzido por 5#&b se pode excluir, baseado

nesse estudo, a sua interferéncia com outros nerdadomo noradrenalina e dopamina.

LEITE et al. (2008) verificaram atividade gastmetora de um Oleo essencial
extraido da casca déanillosmopsis arboreaontendo (-)e-bisabolol em sua composi¢cdo no
modelo de Ulcera induzida por etanol. No entantouéo importante descrever a verdadeira
atividade desta substancia pura utilizando modddesdes gastricas, principalmente em
relacdo aos estudos de mecanismos de acao desdendgileos essenciais varias substancias

diferentes estédo presentes em sua composicao.

Sabe-se que varios mecanismos parecem estar reldogcom a produc¢éo de Ulcera
gastrica, e desta forma néo é possivel sugerirnioo imecanismo para explica-la. Com base
nisto, a fim de investigar o efeito gastroprotator (-)-0-bisabolol, diferentes ferramentas

farmacoldgicas foram utilizados no decorrer desteaiho.

A administracd@o intragastrica de etanol constitai modelo classico de inducdo de
lesBes gastricas em animais utilizado para o edisipatoldgico e para a prospeccao de
novas moléculasKWIECIEN et al., 2002; KONTUREK et al., 1998; KONREK et al.,
2001). A génese das lesbes gastricas induzidas por eéadel origem multifatorial; esta
associada a uma diminuicdo na quantidade de mustaoge com 0 comprometimento da
capacidade da barreira mucosa em evitar a re-difdedions H (DAVENPORT, 1969), e
com a producdao significativa de radicais livresaledo a um aumento da peroxidacao lipidica,

que, por sua vez, provoca danos as células e measbcelulares (KHAZAEI & SALEHI,
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2006). O resultado €é a formagéo de lesGes queresesgpam na forma de necrose, congestao,
erosdo e hemorragias da parede do estdbmago (SZAB8h; AL-HARBI et al., 1997;
ALQASOUMI et al., 2009).

As lesbBes gastricas induzidas pdar®l tém como provavel ponto de partida a
capacidade do etanol penetrar rapidamente na mueasasar direta ou indiretamente, pela
liberacdo de produtos vasoativos, lesdo endotelnl capilares superficiais e vénulas
profundas. O dano vascular resulta, entdo, em a@omeéa permeabilidade vascular e
diminuicdo do fluxo sanguineo levando a paralisagi@iculatéria completa em capilares
superficial 1-2 minutos ap6s administragéo intragasde etanol concentrado (SZABO et al.,
1985; SZABO et al., 1987).

Tem sido relatado a influencia de varios fatoresdesenvolvimento das lesdes
géastricas associado ao etanol. Szelenyi & Brun8g)Lénostraram a marcada influéncia da
formacdo de radicais livres para desenvolvimentdedées, observando que a reducédo da
atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD)quawrande aumento nos danos em
resposta ao etanol. No mesmo estudo, foi relatago apmpostos com propriedades de
sequestrar radicais livres como dimetilsulféxidaampostos sulfidrilicos sao efetivos ao
impedir ou diminuir o dano sobre a mucosa gasapezs a administracdo de etanol.

O presente trabalho mostrou que a administrac@agdmtrica de etanol aos animais
produziu grandes areas de ulceracdo nos estdmagamninais analisados. A administracédo
de (-)w-bisabolol 100 e 200 mg/kg, v.o. previamente a aidtrtacdo de etanol foi efetiva em
diminuir substancialmente as areas lesionadas eposta ao etanol. Dessa forma,
demonstramos indubitavelmente o potencial gasttefmo do (-)e-bisabolol nas doses
utilizados frente ao estimulo necrosante do etaddémais, esses resultados nos permitem
associar, pelo menos em parte, que o efeito gastedpr encontrado por Leite et al. (2009)

esta ligado a presenca de d-pisabolol na constituicdo do 6leo essencial @il

O dano gastrico causado pelo etanol pode ser atem@ algumas substancias, por
mecanismos diferentes, como dito anteriormente. g\&inal. (1990) sugeriram fortemente
que a 5-HT tem um importante envolvimento na fodwage Ulcera induzida por etanol. De
fato, o autor verificou que a administracao prélesb-HT piora as lesGes gastricas induzidas

pelo etanol e que o tratamento com metisergidaamntagonista dos receptores 5-HT, reverte
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o efeito lesivo do etanol. Esse efeito protetonadisergida seria associado a sua capacidade
de aumentar o fluxo sanguineo da mucosa gastmgeedindo a estase sanguinea gerada pelo
etanol. Confirmando esses dados, Ohta et al. (1@@9onstraram a capacidade da
ciproeptadina, um antagonista misto dos receptdee®-HT e H1, em aumentar o fluxo
sanguineo gastrico e reduzir a lesdo gastrica aquleida por outras drogas, como o
composto 48/80.

Assim, durante procedimento experimental de indugéollcera pelo etanol para
avaliar a atividade gastroprotetora doo-fisabolol, foi utilizado a ciproeptadina na doge d
10 mg/Kg v.0. como droga de referéncia capaz déndimas areas lesadas pelo etanol. Os
resultados obtidos confirmaram a acdo gastropmateta ciproeptadina frente ao modelo de

Ulcera induzida por etanol.

Sabe-se, que anti-inflamatorios ndo-esterdides E&A)Ncomo a indometacina, produz
danos gastrintestinais principalmente em consedgiétee diminuicdo de prostaglandinas
gastroprotetoras através da inibicdo da ciclooxigefCOX). Estas prostaglandinas reforgcam
fatores defensivos como a producdo de muco, o femaglineo da mucosa gastrica e
diminuicdo da secrecdo acida (LANZA et al., 1995).

Prostaglandinas (PGs), como descrito anteriormedesempenham um papel
importante na citoprotecdo gastrica (MATSUDA & YOBHAWA 1999). Sabe-se que a
PGE2 e PGI2 no estbmago, sdo capazes de dimisetracdo 4cida, a producédo de pepsina,
e causar dilatacdo no musculo liso vascular (COHED87). Foi também proposto que
algumas das ac¢des das prostaglandinas, como ailatesgib, pode ser devido a ativacédo de
canais de Kyrp através da proteina quinase A (PKA) (EGUCHI et24107).

A indometacina tem sido comumente utilizada comipsgincia produtora de dano
gastrico em protocolos experimentais tanto parastade de mecanismos fisiopatologicos
como para testes de drogas com potencial antigéarco. A inibicdo da producdo de
prostaglandinas e consequientemente o enfraquecirdentliversos fatores defensivos para
mucosa gastrica que tem seus efeitos atribuiddaailitados pelas PGs é o mecanismo pelo
qual a indometacina e os demais AINEs produzemragcgastricas (DE SOUZA et al.,
2002).
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Subjacente a superficie epitelial do estbmago & densa rede de capilares. Além de
fornecer nutrientes e oxigénio para o epitélio, iarosirculacdo também remove, dilui e
neutraliza as substancias toxicas que sdo difusdidduz para a mucosa. Quando o epitélio
esta danificado, a microcirculacdo também desengpenh papel critico na criacdo de um
microambiente tornando-o um local mais propicicapareparagdo do dano (WALLACE &
GRANGER, 1996). Os AINES podem reduzir o fluxo ddngo da mucosa em uma
variedade de espécies animais, incluindo seres rmmsngVIGNERI et al., 1992).

Comprometendo desta forma as importantes funcoesatacirculacdo gastrica.

Além disso, a ingestdo de AINEs esta associada womaumento da absorcdo de
sacarose luminal (SUTHERLAND et al, 1994) sugerigde uma perda da funcéo da barreira
da mucosa gastrica pode ocorrer como consequéadcsgaemia e dano. Alguns mecanismos
tém sido propostos para explicar a reducdo no feemglineo causada pelos AINES. Em
primeiro lugar, é a inibicdo direta da sintese wstaglandinas vasodilatadoras (VIGNERI et
al., 1992). Foi também relatado que essas drogascapazes de induzir espasmos da
musculatura lisa gastrica (PIASECKI & THRASIVOULOW993) e assim induziriam

isquemia por compresséao direta da vasculatura (ERENCK et al., 1995).

Lee et al. (1992) demonstraram que as lesbes adsscao tratamento com AINES s&o
dependentes de processos envolvendo o recrutareextivacdo de neutroéfilos, verificando
que animais com neutropenia profunda induzida sfiatarios as lesdes induzidas por AAS.
Wallace et al. (2000) encontraram resultados isgametes em que foi verificado que a adeséo
de neutréfilo as vénulas mesentéricas gastricad asimentada no tratamento com
indometacina e celecoxib, inibidor seletivo da C@Xnas ndo pelo SC-560, inibidor seletivo
de COX-1; enquanto o fluxo sangiiineo da mucosaicmststa diminuido pela acdo da
indometacina e SC-560, mas nao celecoxib. Estdesdamdicam que reducao no fluxo
sanglineo da mucosa géstrica é devido a inibica0@&-1, enquanto que a aderéncia de
neutroéfilo ao endotélio vascular é devido a inibigga COX-2. Dessa forma tanto a COX-1

quanto a COX-2 estéo associadas ao dano gastritido por AINES.

Para caracterizar a possivel acdo gastroprotetoi@)-d-bisabolol frente aos danos
gastricos induzidos pelos AINEs, foi o utilizadommdelo de Bhargava et al. (1973). Os
resultados do tratamento prévio comd-pisabolol, 100 mg/Kg, v.0. no modelo de lesGes

géastricas induzida por indometacina, mostraram gusemelhanca da ranitidina 25 mg/Kg,
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v.0., 0 (-)a-bisabolol foi eficaz, em proteger a mucosa géastciontra a lesao induzida pela
indometacina. No entanto, apesar da indometacmansINE, supressor da sintese de PGs,
estes resultados ndo significam necessariamente @g&o protetora da droga é, de fato,
diretamente ligada ao aumento na sintese ou digdialdo metabolismo das PGs, visto que o
desenvolvimento, ou protecdo, desse tipo lesdondepde varios fatores. Destarte, drogas
antisecretorias conhecidas como antagonistas dosptozes de histamina H2, como
ranitidina, séo frequentemente usados como drogafdencia neste modelo, devido a uma
reducdo das lesdes géstricas através da dimindigasecrecdo acida (ADEYEMI et al.,
2005). Da mesma maneira, substancias com difergntggiedades podem ser efetivas ao
reverter o dano gastrico induzido por indometaaieagiversas formas, por exemplo, o acido
ascorbico reduz as lesbes induzidas por AINEs aoentar as defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo-enzimaticas (KOC et al., 2008),leptina que reduz o infiltrado de
neutréfilos (MOTAWI et al., 2008) e o Sildenafilpaz de aumentar a disponibilidade de NO
(AYDINLI et al., 2007).

Nesse contexto, o presente trabalho descreve pédlaeim vez, a acéo
antiulcerogénica do («-bisabolol frente aos modelos de Ulcera aguda zatiio
indometacina e etanol em camundongos. Neste sentitio, a fim de investigar o papel das
prostaglandinas sobre o efeito gastroprotetor da-bisabolol no modelo de Ulcera induzida
por etanol, os camundongos foram pré-tratados codonietacina. Nossos resultados
mostraram que o pré-tratamento com indometacinda@apaz de reverter o efeito protetor
de (-)-a-bisabolol, sugerindo que o aumento daséntle prostaglandinas provavelmente néo

esta envolvido em sua acao gastroprotetora.

A capacidade da glibenclamida, droga antidiabédecaclasse das sulfoniluréias que
fecham os canais de potéssio dependente de ATRfKe o diazdxido um vasodilatador que
abre os canais itp, de alterar os efeitos gastroprotetores de alguhraags tem sido aceita
como evidéncia para sugerir o envolvimento desapais na fisiologia das funcdes géstricas
(SAKAI et al., 1999). Neste sentido, Eguchi et(2D07) demonstraram que prostaglandinas
endogenas sdo capazes de agir como ativadoresugais &arp, sugerindo pelo, menos em

parte, que as acoes de gastroprotecdo das prataglarestdo ligadas a esse mecanismo.

Com base nestes dados, e objetivando investigarvolémento do Karp, neste

trabalho foi realizado tratamento prévio com gliddamida para avaliar sua influéncia sobre a
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acao gastroprotetora do ¢)-bisabolol. Os dados ndo mostraram diferenca stagaotecao

do (-)-a-bisabolol, quando os animais foram preeai® tratados com esta droga, sugerindo
que os canais de potassio dependnte de ATR{Kparecem ndo estar envolvidos com o
efeito gastroprotetor do (eHbisabolol. Assim, a combinacdo destes resultadms o0s
resultados obtidos acima indicam que o efeito déefores sobre a mucosa gastrica da ()-
bisabolol em modelos de Uulcera induzida por etapatecem ser independentes de

protaglandinas e ¥p.

O Oxido nitrico & considerado como mediador crucial defesa da mucosa
gastrintestinal (MUSCARA & WALLACE, 1999). Kato el. (1998) demonstraram o efeito
inibitério do NO sobre a producéo de acido gaste®ERG et al. (2004) utilizando técnicas
de imunohistoquimica encontraram células conten@& Kndotelial em intimo contato com
as células parietais gastricas secretoras de asidmgrindo pelo menos em parte, que a
secrec¢do 4cida seja mediada pela secrecdo parderi@. O 6xido nitrico est4 envolvido na
manutencédo do fluxo sanguineo basal da microcgéolagastrica e no aumento deste fluxo
em repostas a estimulos como a pentagastrina idm géstrico (GUTH, 1992). Brown et al.
(1993) utilizando células isoladas da mucosa gastdeterminaram que o NO e o aumento da
concentracdo de GMPc nestas células estdo assecmmoaumento da secrecdo de
bicarbonato pela epitélio gastrico.

Foi demonstrado que substancias exdgenas doadofd® @omo o S-nitro-N-acetil-
penicilamina (SNAP) e o nitroprussiato de sddio sdpazes de contribuir com a protecéo
géastrica, aumentando a producdo de muco e secadoicarbonato, bem como pela
diminuicdo da aderéncia dos leucécitos ao endotészular (MUSCARA & WALLACE,
1999).

Uma importante classe de novas drogas tem usgoio@sedades gastroprotetoras do
NO para diminuir a toxicidade dos AINEs sobre a asacgastroduodenal. Tratam-se dos
NO-AINEs que sdo derivados de drogas antiinflanedgorinibidoras da COX e,
conseguentemente, da sintese de PGs, capazesia NO por prolongados periodos de
tempo e assim prevenir os efeitos adversos assscam uso desses anti-inflamatérios sem
alterar a eficacia do composto original (WALLACER¥EL SOLDATO, 2003).
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Com base nestas consideragbes, no presente tralfaih@valiado também o
envolvimento do NO, entre 0s possiveis mecanisraqeatecdo gastrica associados aa{-)-

bisabolol no modelo de ulcera induzida pelo etanol.

Tem sido bem relatado que o NO é capaz de atesues@es gastricas induzidas pelo
etanol (MACNAUGHTON, 1989 & MASUDA, 1995). MASUDAtel. (1995) mostraram
que as drogas que blogueiam a sintese de NO agrai@me macroscopicamente as lesdes
associadas ao etanol aplicado intragastricamemezlezem o fluxo sanguineo da mucosa
géastrica tanto em situagdo fisiologica quanto agrdo as alteracbes na hemodinamica
géastrica induzida pelo etanol. Estes efeitos erataganizados pela administragdo de L-
arginina, sugerindo assim que a modulacdo da nmiicubgcdo gastrica pelo NO é
responsavel em parte pela sua gastroprotecao feenttanol. No presente trabalho o L-
NAME piorou drasticamente as Ulceras induzida pan@ e esse efeito foi revertido pela
presenca de L-arginina na dose de 600 mg/Kg.

De fato, ja foi demonstrado que compostos comoldersfil, inibidor seletivo da
enzima fosfodiesterase que degrada GMPc, geradeegposta ao NO intracelular, possui
acado gastroprotetora contra as lesbes induzidas epmmol em modelos animais. A
administracdo de L-NAME anula seu efeito protedaiquanto a administragéo conjunta de L-
NAME e L-Argina restaura o efeito gastroprotetor sltilenafil sobre a mucosa gastrica,
sendo possivel, entdo, associar a sintese de [$€uagfeito (MEDEIROS et al., 2008).

A utlizacdo de inibidores da sintese de NO, com®AME, tem sido feita
extensamente para avaliar o efeito da via de girdesNO sobre o efeito gastroprotetor de
varias drogas (LEITE et al., 2008; GUEDES et al0& CAMPOS et al., 2008). Neste
sentido, no presente trabalho, a administracéoigpmd L-NAME, um conhecido inibidor
competitivo ndo-seletivo da NOS, néo foi capazltlrar a protecdo gastrica associada ao (-)-
a-bisabolol, que, foi efetivo ao diminuir a areaasada as Ulceras gastricas induzidas por

etanol, em comparacao aos controles, mesmo quasidteae de NO estava suprimida.

Baseando-se nos dados expostos e na manipulagdactdogica realizada com o (-)-
a-bisabolol e o L-NAME, os resultados deste trabalewam-nos a sugerir que a

gastroprotecdo exibida pelo (bisabolol frente ao etanol € NO independente, elgseé seu
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efeito foi 0 mesmo tanto em animais sem influénaaintese natural de NO (sem L-NAME),
quanto em animais que tiveram sua sintese suprifnatados com L-NAME).

Muita atencédo tem sido destinada aos efeitos torete de drogas antioxidantes em
varios 6rgados e sistemas. No estdmago, o etanap&zcde causar peroxidacgéo lipidica, e
inibicdo de enzimas com atividade antioxidante coBuperoxido Dismutase (SOD) e
Catalase (CAT) (INEU et al., 2008). Outros estudosfirmam o papel central de radicais
livres no desenvolvimento do dano gastrico assocau etanol. Como dito anteriormente,
potentesscavenges (sequestradores) de radicais hidroxilas comoianato e tioureia, sao
eficazes para proteger a mucosa gastrica contededes nocivos do etanol (SZELENYI &
BRUNE, 1988).

A glutationa reduzida (GSH) se encontra em granc@sentracdes na mucosa
géstrica se inserindo como um dos fatores defessleste tecido com grande importancia na
reducdo do estresse oxidativo, por eliminar ragidaires, reduzir os peroxidos e se
complexar com compostos eletrofilicos de maneipaoéeger estruturas celulares protéicas,
DNA e lipideos, aléem de proteger a célula de oufpogsdutos téxicos (HAYES &
MCLELLAN, 1999; KIMURA et al., 2001). A enzima GSptroxidase é capaz de detoxificar
peroxidos de lipidios e radicais peroxidos na macgéstrica, através da formacdo de
Glutationa Oxidada (GSSG) a partir de GSH. Citatagitambém podem ser eliminadas pela
conjugacdo de GSH catalisada pela Glutationa-Sfeease. Outros achados revelaram que
ocorre diminuicdo de GSH paralelo ao aumento dédatie de GSSG na mucosa gastrica e
dessa forma, o aumento do estresse oxidativo mydersdos primeiros mecanismos de leséao
da mucosa (SZABO, 1984; SZABO et al., 1987; NAGYlgt2007).

A literatura mostra que o etanol, entre outras ®¢@e capaz de depletar as
concentragbes de GSH. Varios estudos tém demoaostraficacia de extratos e substancias
isoladas de plantas com atividade antioxidantesoeefetivos em proteger a mucosa gastrica
contra as lesGes causadas pelo etanol e indometg@RECHE et al., 2008; KARAKUS et
al., 2009). De fato, compostos contendo sulfidrido conhecidos por prevenir o
desenvolvimento do dano induzido por etanol na maig@#strica. Pelo menos em parte esse
efeito € devido a neutralizacdo de radical hideofZABO et al., 1981; SALIM, 1990).

Ja esta bem descrito que as lesfes causadasg@miaeitacina no tecido gastrico estao

ligadas a producdo de espécies reativas de oxigErioO) e comprometimento das defesas
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antioxidantes endégenas (NAITO et al., 1998; TAKHE et al., 1991; HALICE et al.,
2007). Koc et al. 2008 relataram que a indometad@ntato é responsavel pela diminui¢cdo da
atividade das enzimas Glutationa Peroxidase (G9H@xSOD, pela diminuicdo da
concentracdo de GSH, excessiva peroxidacao lipidiccaaumento nos niveis de

mieloperoxidase no tecido gastrico de animais.

A importancia da manutencdo de quantidades adegudelaGSH na protecdo do
tecido gastrico foi demonstrada por alguns pesdares (NAGY et al.,, 2007). Strubelt &
Hoppenkamps (1983) e Szabo (1984), demonstraram aq@aelministracdo exdgena de
compostos sulfidrilicos, tais como L-cisteina, Nt#dd_-cisteina, cisteamina, penicilamina e
GSH exercem protecdo dose-dependente contra aslesdmucosa gastrica induzidas por
etanol em rato. Por outro lado, a administracadcaiepostos bloqueadores de grupamentos
sulfidrilicos como N-etilmaleimida é capaz de réeemns efeitos protetores de compostos
tidis e PG (SZABO et al., 1987 & SZABO, 1987), mmasto, de fato, que o aumento da
concentracdo de compostos sulfidrilicos e formag@oGSH constituem mecanismos de

defesa contra as lesfes induzidas por etanol.

Como demonstrado anteriormente o etanol diminwrdezido gastrico de GSH, bem
como, favorece o aumento excessivo da peroxidajgans estudos também evidenciaram
os efeitos gastroprotetores da glutationa redu@aH) (SZABO, 1981) e que compostos
doadores de grupamentos sulfidrilicos como N-awsieina sdo capazes de diminuir as
lesBes géstricas induzidas por etanol (GUEDES. e2@08). Levando em conta todas estas
consideragOes decidimos avaliar o envolvimento ddabolismo do GSH sobre o efeito
protetor gastrico associado ao ¢-pisabolol. Da mesma forma que trabalhos anteriores
conduzidos por Szabo et al. (1981), Strubelt & Hoamps (1983), Guedes et al. (2008) e
Shine et al. (2009), nosso estudo mostrou quermletaduziu significativamente o contetdo
géastrico de glutationa, em comparacdo com 0s agique ndo receberam etanol, enquanto
que a administracao prévia de ¢-Jpisabolol foi capaz de atenuar a deplecdo de Gtidatla
pelo etanol. No entanto, a administracdo dex{p)sabolol ndo foi capaz de aumentar o
contetdo gastrico de GSH em animais sem tratan@négastrico de etanol (sem inducédo de
Ulceras), em comparac¢do ao grupo controle tratado solugéo fisiolégica. Por outro lado,
nossos estudos mostraram que a NAC, um aminoacekunsor da sintese de GSH, foi
responsavel por um aumento de GSH no estdémago id@iansem inducdo de ulcera em

comparagao aos animais controles.
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Como citado anteriormente a indometacina diminabacentracdo gastrica de GSH
(BILICI et al., 2008; ODABASOGLUA et al., 2006), silarmente a esses trabalhos, os
nossos resultados mostraram que as lesfes indynd@asdometacina sdo acompanhadas da
reducao do conteudo gastrico de GSH. Nos tambértranuss que a administracado prévia de
(-)-a-bisabolol foi capaz de elevar os niveis de GSHaaimais que tiveram lesdes induzida
por indometacina em relacdo aos animais que rem@bapenas veiculo. Estes resultados
juntos sugerem que os efeitos promovidos pelo-bisabolol de protecdo gastrica frente aos
danos gerados por indometacina estdo associadiosiriuiddo da degradacdo do GSH pela

indometacina.

Assim, os resultados do presente trabalho sugemgiaticamente que o efeito
gastroprotetor do (g-bisabolol esta relacionado a capacidade de dimmdiecréscimo do
conteudo gastrico de GSH causado pelo etanol emmgaetacina, aumentando assim a sua
disponibilidade gastrica. De fato, o (Hbisabolol ndo parece aumentar a sintese enddégena d
GSH, desde que, além do fato de ndo ser um compostarsor da sintese de GSH, os
nossos resultados mostraram que administracdo de-b{sabolol ndo aumenta as

concentracdes de GSH em estdmagos de animais s@es Igastricas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O (-)-u-bisabolol foi testado em relacéo a sua atividadm#&coldgica em modelos de

nocicepc¢ao, inflamacao e ulcera. Os resultadosl@btieste estudo nos permitem levantar as

seguintes consideracoes:

O (-)-u-bisabolol nas doses de 25 e 50 mg/Kg possui atiedantinociceptiva,
evidenciada nos testes de contor¢des induzidasapelo acético e na segunda fase do

teste da formalina.

O efeito antinocicetivo do (4-bisabolol ndo sofre influéncia de alteracdo na
capacidade motora dos animais nas doses de 25g/B@,como avaliado no teste da
barra giratoria.

A atividade antinociceptiva parece ndo estar refema com mecanismos centrais,

pois ndo houve qualquer efeito sobre o teste da gaente.

O (-)-a-bisabolol possui acdo anti-inflamatoria caractet& por sua agdo na segunda
fase do teste da formalina juntamente com a capdeidnarcante em reduzir 0s

edemas de pata induzidos por carragenina, dexér&AdT.

A atividade anti-inflamatéria do (9-bisabolol parece esta relacionada com as suas

acOes sobre a 5-HT, pois foi capaz de reduzir madeduzido por esta substancia.

A atividade anti-inflamatoria do (¢-bisabolol parece n&o esta diretamente

relacionada com a histamina

O (-)-a-bisabolol possui acédo gastroprotetora nos modeeslesbes gastricas

induzidas por etanol e indometacina.

A acédo gastroprotetora do @)bisabolol se deve, pelo menos em parte, a uma acao
anti-oxidante, evidenciada pela capacidade de nedueplecdo de GSH causada pelo

etanol e indometacina.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que-i§igabolol possui atividade
antinociceptiva periférica e acao anti-inflamatégize, pelo menos em parte, parece estar
relacionada com as suas acdes sobre a serotongwm@bsto também exibiu um importante

efeito gastroprotetor envidenciado por sua acdoxdante no tecido gastrico.



108

8. REFERENCIAS

Aché vai exportar para os EUA.GAZETA MERCANTIL . DISPONIVEL EM:
<http://www.redetec.org.br/publique/cgi/cgilua.esyes/start.htm?infoid=60088&isriointel
iI=true&sid=145.> Acessado em: 26 de junho de 2Q09B0.

ADEYEMI, E.O.; et al.Mechanisms of action of leptin in preventing gastidicer.World
J Gastroenterol.v. 11, n.27, p. 4154-4160, 2005.

AKKOL, E. K.; GUVENC, A.; YESILADA, E. A comparatie study on the
antinociceptive and anti-inflammatory activities @¥e Juniperus taxaJournal of
Ethnopharmacology. In Press, Uncorrected Proof, Available online 8eJ2009, ISSN
0378-8741, DOI: 10.1016/j.jep.2009.05.031.

ALAM. S.; ASAD, M.; ASDAQ, S,M.; PRASAD, V,S. Antiger activity of methanolic
extract of Momordica charantia L. in rafisEthnopharmacol. v.123,p 464—-469, 20009.

Al-Harbi M.M., Qureshi S., Raza M., Ahmed M.M., AilzM.,Shah A.H. Gastric antiulcer
and cytoprotective effect of Commiphoramolmol insral Ethnopharmacol. v. 55, p.
141-150, 1997.

ALLEN, A.; FLEMSTRO, G. Gastroduodenal mucus bicarate barrier: protection
against acid and pepsidm J Physiol Cell Physiol.v. 288, p. 1-19, 2005.

ALMEIDA, F.R.C & OLIVEIRA F.S. Avaliacéo de drogaalgésicas de acao central. In:
Psicofarmacologia: Fundamentos Préticos. Rio deidarGuanabara Koogan, p. 179-188,
2006.

ALQASOUMI, S.; et al.Rocket “Eruca sativa”: A salad herb with potengaktric anti-
ulcer activity.World J Gastroenterol. v. 15, n. 16, p. 1958-1965, 2009.

AMARAL, J.F. et al.Antinociceptive Effect of the Monoterpene R-(+)-lomene in Mice
Biol. Pharm Bull. v. 30, p. 1217-1220, 2007.

ARAGAO, G.F.; et al. Analgesic and anti-inflammatactivities of the isomeric mixture
of alpha- and beta-amyrin from Protium heptaphyll#ubl.) march. J Herb
Pharmacother.v. 7, n. 02, p. 31-47. 2007.

ARCHER, J. Tests for emotionality in rats and miBereview. Anim. Behav.,v. 21, p.
205-35, 1973.

ARECHE, C. et al. Gastroprotective activity of fgginol in mice and rats: effects on
gastric secretion, endogenous prostaglandins amdpradein sulfhydryls.J Pharm
Pharmacol.v. 60, n. 02, p. 245-251, 2008.

AYDINLI, B.; et al. The role of sildenafil citrate in the protectiongdstric mucosa from
nonsteroidal antiinflamatory drug-induced damagiis Travma Acil Cerrahi Derg.
v.13, n. 04, p. 268-73, 2007.



109

AZERKAN, L. et al. Characterization of oxyntic glds isolated from the rat gastric
mucosa. Comparative Biochemistry and Physiology - Part A: Mlecular &
Integrative Physiology. v. 28, n. 02, p. 349-357, 2001.

BAZZOLI, F.; DE LUCA, L.; GRAHAM, D.Y. Helicobactepylori infection and the use
of NSAIDs. BestPractice & Research Clinical Gastroenterologyv. 15, n. 05, p. 775-
785, 2001.

BEIRITH, A.; SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. Mechamis underlying the nociception
and paw edema caused by injection of glutamatetirdonouse pavBrain Res, v. 924,
p. 219-228, 2002.

BERG, A. et al. Nitric oxide-an endogenous inhibitd gastric acid secretion in isolated
human gastric glandBMC Gastroenterology. v. 4, p.16, 2004.

BHARGAVA, K.P.; GUPTA, M.B.; TANGRI, K.K. Mechanisnof ulcerogenic activity
of indomethacina and oxyphenbutazoBaropean Journal of Pharmacology v. 22, p.
191-195, 1973.

BILICI, D. et al. Melatonin prevents ethanol-inddcgastric mucosal damage possibly
due to its antioxidant effecDigestive Diseases and Sciences 47, n. 04, p. 856-861,
2002.

BILICI, M. et al. Protective Effect of Mirtazapine on Indomethaciiiced Ulcer in Rats
and Its Relationship with Oxidant and Antioxidardr&metersDigestive Diseases and
Sciencesy. 54, p. 1868-1875, 2009.

BITTENCOURTI, P.F.S. et al. Ulcera péptica gastadlnal e infeccdo pelo
Helicobacter pylori na crianca e adolescedtd’ediatr.v. 82, n. 05, p. 325-334, 2006.

BLASER, M.J. Intrastrain differences in Helicobacpglori: a key question in mucosal
damageAnn Med. v. 27, p. 559-563, 1995.

BLECKER, U. Helicobacter pylori-associated gastmdienal disease in childhoadl.La
State Med Socv. 150, p. 419-29, 1998.

BOTTING, R.M. Inhibitors of cyclooxygenses: Mechsmis, selectivity ad usedournal
of physiology and pharmacologyyv. 57, p. 113-112, 2006.

BOURA, A.L.A.; SVOLMANIS, A.P. Converting enzyme hibition in the rat by
captropil is accompanied by potentiation of caresme-induced inflammationBr J
Pharmacol., v. 82, p. 3-8, 1984.

BRAGA, P.C. et al. Antioxidant activity of bisabdilo inhibitory effects on
chemiluminescence of human neutrophil bursts aflefree systemsPharmacology.v.
83, n. 02, p. 110-115, 20009.

BREHM-STECHER, B.F.; JOHNSON, E.A. SensitizationSihphylococcus aureus and
Escherichia coli to Antibiotics by the Sesquiterpiels Nerolidol, Farnesol, Bisabolol and
Apritone.Antimicrobial Agents and Chemotherapy,v. 47, p. 3357-3360, 2003.



110

BRENNAN, F.; CARR D.B.; COUSINS, MPain Management: A Fundamental Human
Right. Anesth Analg.,v. 105, p. 205-221, 2007.

BROWN, F. et al. Nitric oxide generators and cGMinslate mucus secretion by rat
gastric mucosal cells Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver. Physiol.y. 265, p. 418-422,
1993.

CALIXTO, J.B. Twenty-five years of research on nodial plants in Latin America: a
personal viewJ Ethnopharmacol. v.100,p 131-134. 2005.

CAMPOS, D.A. et a.lGastroprotective effect of a flavone from Lonch@eesr araripensis
Benth. (Leguminosae) and the possible mechanisRharm Pharmacol.v. 60, n. 3, p.
391-3%, 2008.

CARLINI, E.A. et al. Pharmacology of Lemon-grassy@opogon citratus Stapf).
Effects of teas prepared form leaves on laboraaoiyials. Journal of
Ethnopharmacology, v. 17, p. 37-64, 1986.

CARLINI, E.A.; BURGOS, V. Screening farmacolégice@ énsioliticos: metodologia
laboratorial e comparacao entre o diazepam e oloizapamRevista da Associacao
Brasileira de Psiquiatria, v. 1, p. 25-31, 1979.

CERVERO, F.; LAIRD, J.M. Visceralpaihancet, v. 19, p. 2145-2148, 1999.

CHANDRASEKHARAN, N.V. et al. COX-3, a cyclooxyger&4 variant inhibited by
acetaminophen and other analgesic/antipyretic drcigaing, structure, and expression.
Proc Natl Acad Sci.,v. 99, p. 3926-31, 2002.

CHILDERS, S.R. Opiod receptor: pinning down theabgitargetsCurr. Biol. v. 7, p.
695-697, 1997.

CNUBBEN, N.H.P. et al. The interplay of glutathieretated processes in antioxidant
defenseEnvironmental Toxicology and Pharmacologyv. 10, p. 141-152, 2001.

COELHO, L.G.V.; ZATERKA, S. Il Consenso Brasileisobre Helicobacter pylorArq.
Gastroenterol, S&o Paulo, v. 42, n. 2,June 2005 . DISR@NI EM:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttepid=S0004-28032005000200012&In
g=en&nrm=iso>. ACESSO EM: 06 jul. 2009. doi: 1%90/S0004-28032005000200012

COHEN, M.M. Role of endogenous prostaglandins istmga secretion and mucosal
defenseClinical and Investigative Medicine v. 10, n. 3, p. 226-231, 1987.

COLE, H.W., et al. Serotonin-induced paw edemd@rat: pharmacological profile. Gen
Pharmacol. v.26, p 431-416, 1995.

COLLIER, H.O.J.; et al. The abdominal constrictimsponse and its suppression by
analgesic drugs in moudgr. J. Pharm. v. 32, p 295-310, 1968.



111

COLLINS, T. Acute and chronic inflammation. In: CONAN, R.S.; KUMAR, V.;
COLLINS, T.; ROBBINS. Pathologic basis of diseasthiladelphia: WB Saunders
Company, 1999.

CORRADO, G. et alA meta-analysis of alcohol consumption and the oER5 diseases.
Preventive Medicing v. 38, p. 613-619, 2004.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; ROBBINS , S. T. Robbins &otran,Patologia - Bases
Patoldgicas das Doencas — . Rio de Janeiro: Elsevier, 2005

CRAMPTON, J.R.; GIBBONS, L.C.; REES, W.D.\ffect of luminal pH on the output
of bicarbonate and PGE2 by normal human stom@ah.v. 28, p. 1291-1295, 1987.

CUNHA F.M., Additional evidence for the anti-inflamatory and antiallergic

DAWSON, J. et al. Comparative study of the cellulaxudative and histological
responses to carrageenan, dextran and zymosaa imdbselnt J Tissue React.v. 13, p.
171-185, 1991.

DE ANDRADE, S.F. et al. Evaluation of the antiulcgenic activity of Maytenus robusta
(Celastraceae) in different experimental ulcer ned®murnal of Ethnopharmacology.
v. 113, n. 02, p. 252-257, 2007.

DE LIRA, P.N. et al. Essential oil composition dfrée Peperomia species from the
Amazon, BrazilNat Prod Commun.v. 4, n. 03, p. 427-30, 2009.

DE SOUZA, G.E. et al. A comparative study of theimnetic effects of indomethacin
and dipyrone in rat$pflammation Researchv. 51, p. 24-32, 2002.

DERAEDT, R.; et al. Inhibition of prostaglandinsobynthesis by non-narcotic analgesic
drugs.Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. v. 224, p 30-42, 1976.

DI ROSA, M., et al. Studies on the mediators ofdkate inflammatory response induced
in rats in different sites by carrageenan and niipe.J Pathol.v.104, p15-29. 1971.

DICKENSON, A.; BESSON, J.M. The pharmacology ofpderlin: Springer, 1997.
DRAY, A. Inflammatory mediators of paiBr J Anaesth, v. 75, p. 125-131, 1995.
DUBOIS, R.W.; MELMED, G.Y.; HENNING, J.M.; LAINE, L Guidelines for the
appropriate use of non-steroidal anti-inflammatainugs, cyclo-oxygenase-2-specific
inhibitors and proton pump inhibitors in patienequiring chronic anti-inflammatory

therapy Aliment. Pharmacol. Ther., v. 19, p. 197-208, 2004.

DUFRESNE, M.; SEVA, C.; FOURMY, DCholecystokinin and Gastrin Receptors
Physiol Rev.v.86, p. 805-847, 2006.

DUNHAM, N.W.; MIYA, T.S. A note on a simple appauat for detecting neurological
deficits in rats and micd. Am. Pharm. Assoc, v. 46(3), p. 208, 1957.



112

DUSSE, L.M.S.; VIEIRA, L.M.; CARVALHO, M.G.; Revigé sobre oOxido nitrico.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratoral. v. 39, n. 04, p. 343-350, 2003.

EASTWOOD, G.L. Epithelial renewal in gastroduodemaicosal injury. In:
HARMON, J.W. (Ed.)Basic Mechanisms of Gastrointestinal Mucosal Cellnjury .
Baltimore: Williams and Wilkins, 1981.

EASTWOOD, G.L.; QUIMBY, G.F. Effect of chronic aspi ingestion on epithelial
proliferation in rat fundus, antrum, and duoden@astroenterologyyv. 82, p. 852-856;
1982.

EDDY, N.B.; LEIMBACH, D.J. Synthetic analgesics.dithienyl — butenyl and
dithienybutylamines]. Pharmac. Exp. Ther, v. 107, p. 385-393, 1953.

EGUCHI, S.; et alEffects of prostaglandin E1 on vascular ATP-Sewnsifpotassium
channelsJ Cardiovasc Pharmacol.v. 50, n. 06, p. 686-691, 2007.

EL-SHENAWY, S.M.;. Studies on the anti-inflammataapd anti-nociceptive effects of
melatonin in the raPharmacol Resv.463, p. 235-43, 2002.

FABRICANT D.S; FARSWORTH N.R. The value of plantsed in traditional medicine
for drug discoveryEnviron Health Perspectv.109, p. 69—75, 2001. DISPONIVEL EM
<http://ehpnetl.niehs.nih.gov/docs/2001/suppl-I76fkbricant/abstract.html>  Acesso
em: 28 de jun. 20009.

FANDRIKS, L.; JONSON, C. Vagal and sympathetic cohbf gastric and duodenal
bicarbonate secretionl Intern Med Suppl. v. 732, p. 103-107, 1990.

FARMER, S.G.; BURCH, R.M. Biochemical and moleculaiharmacology of kinin
receptorsAnnu. Ver. Pharmacol. Toxicol.v.32, p. 511, 1992.

FARNSWORTH, N.R.; SOEJARTO, D.D. Global importanake medicinal plants, in:
AKERELE, O.; HEYWOOD, V.; SYNGE, H. (EDS¥;onservation of medicinal plants.
Cambridge University Press, Cambridge p. 25-52119

FATTMAN, C. L.; SCHAEFER, L. M.; OCRY, T. D. Extratlular superoxide dismutase
in biology and medicinelFree Radical Biology & Medicine,v. 35, n. 03,p. 236-256,
2003.

FEDERACAO BRASILEIRA DE GASTROENTEROLOGIA. DISPONBL EM
<http://www.fbg.org.br>. ACESSO EM: 28 Jun. 2009.

FERNANDES, D.; DA SILVA-SANTOS, J.E.; ASSREUY, J.itNc oxide-induced
inhibition of mouse paw edema: involvement of stdufjluanylate cyclase and potassium
channelsinflamm Res. v. 51, p. 377-384, 2002.

FERREIRA S.H.; LORENZETTI, B.B.; POOLE, S. Bradykininitiates cytokine-
mediated inflammatory hiperalgesir. J Pharmacol. v.110, p. 1227, 1993.



113

FERREIRA, S.H. Peripheral analgesia: mechanisnh@fanalgesic action of aspirin-like
drugs and opiate-antagonigBs.J Clin Pharmacol. v.10, n. 2, p237S-245S, 1980.

FESHARAKI, M. et al. Reactive oxygen metabolitesd aanti-oxidative defenses in
aspirin-induced gastric damage in rats: Gastroptiote by Vitamin E. Pathophysiology.
v. 13, n. 04, p. 237-243, 2006.

FOEGH, M.L; RAMWELL, P.W. Os eicosandides: prostaglinas, tromboxanos,
leucotriencos e compostos relacionados. In: Katzih@. Farmacologia: basica e
clinica. 92 Ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan. p. 25222615.

FRANCA, D.S.; et al. B Vitamins induce an antin@ptve effect in the acetic acid and
formaldehyde models of nociception in miéir J Pharmacol. v. 421, n. 03, p. 157-164,
2001.

FRIEDMAN, G.D.; SIEGELAUB, A.B.; SELTZER, C.C. Cigettes, alcohol, coffee and
peptic ulcerNew England Journal of Medicine.v. 290, p. 469-473, 1974.

FROSCH, F. Bioactive substances from BASF for cam®eTluszce, Srodki Piorace,
Kosmet v.31, p. 144-147, 1987.

GANNON, B. et al. Mucosal microvascular architeetwf the fundus and body of the
human stomactGastroenterology.v. 86, p. 866—875, 1984.

GARCIA-LEME, J.; et al. Pharmacological analysistbé acute inflammatory process
induced in the rat's paw by local injection of egeeenin and by heatinBr J Pharmacol.
v. 48, p. 88-96, 1973

GIBALDI, M. Helicobacter pylori and gastrointestindisease]. Clin. Pharmacol.v. 35,
p. 647-654, 1995.

GILLIGAN, J.P., et al. Modulation of carragenin Hirpaw oedema by substance P.
Inflammation. v.18, p 285-292, 1994.

GOTTFRIED, E.B.; KORSTEN, M.A.; LIEBER, C.S. Alcohmduced gastric and
duodenal lesions in maAmerican Journal of Gastroenterology.v. 70, n. 06, p. 587-
592, 1978.

GRAHAM, D.Y. Campylobacter pylori and peptic ulcdisease Gastroenterology. v.
96, n. 02, p. 615-625, 1989.

GRIFFITH, O.W. Biological and pharmacologic regidat of mammalian glutathione
synthesisFree Rad. Biol. Med.v. 27, p. 922-935, 1999.

GUEDES, M.M. et al. Gastroprotective mechanisms cefitipedic acid, a natural
diterpene from Egletes viscosa LE®%l Pharm Bull. v. 31, n. 07, p. 1351-1355, 2008.

GUPTA, M., MAZUMDER, U.K.;, SAMBATH KUMAR, R.; GOMATHI, P
RAJESHWAR, Y.; KAKOTI, B.B.; TAMIL SELVEN, V. Antiinflammatory, analgesic



114

and antipyretic effects of methanol extract fromuBiaia racemosa stem bark in animal
models,J Ethnopharmacol.v. 98, n. 03, p. 267-273, 2005.

GUTH, P.H. Current concepts in gastric microcirtotg pathophysiologyYale J Biol
Med. v. 65, p. 677—688, 1992.

HAAS, H.L.;, SERGEEVA, O.A.; SELBACH, O. Histamine ithe nervous system.
Physiol Rev.v. 88, p. 1183-241. 2008.

HALICI, Z.; DENGIZ, G.O.; ODABASOGLU, F.; SULEYMAN.H.; CADIRCI. E;;
HALICI, M. Amiodarone has anti-inflammatory and ioxidative properties: an
experimental study in rats with carrageenan-indyzad edemaEur J Pharmacol. v.
566, p. 215-221, 2007.

HAM, A.W. Histologia. 92 Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1991.

HAYES, J.D. & MCLELLAN, L.l. Glutathione and glutibne-dependent enzymes
represent a co-ordinately regulated defence agaxigative stres¥ree Radic Resyv.4,
373-300, 1999.

HEIDLAND, A., et al. The contribution of Rudolf Virchow to theonzept of
inflammation: what is still of importance”Nephrol. v.19, p. 102-109, 2006.

HENRIQUES, M.G.M.O.; et al. Mouse paw edema. A newdel for inflammation?
Brazilian J. Med. Biological Researchv. 20, p. 243-249, 1987.

HERZ, A. Handbook of experimental pharmacology.liBerSpringer-Verlag. 1993

HIRATA, E.S. O esvaziamento gastrico e a insufici@nrenal crénica.Rev. Bras.
Anestesiol, v. 57, 2007. DISPONIVEL: <http://www.scielo.stielo.php?
script=sci_arttext&pid=S0034-70942007000400011&eag&nrm=iso>. ACESSO EM:
29 de junho 2009. doi: 10.1590/S0034-7094200400011.

HOOGERWERF, W,A. & PASRICHA, P.J. Gastric acid phacotherapy’s, peptic ulcer
and gastroesophageal reflux disease. In; BRUNTON, Goodman & Gilman’s
pharmacological basis of therapeutics112 New York: McGraw-Hill Companies, 2006.

HOUGH, L.B. et al. Antinociceptive activity of degdtives of improgran and burimamide.
Pharmacol Biochem Behavv. 65, p. 61-6, 2000.

HUNSKAAR S, et al.; Formalin test in mice, a usefathnique for evaluating mild
analgesics) NEUROSCI METH v.14, p. 69-76, 1985.

HUNSKAAR, S.; HOLE, K. The formalin test in mice:isdociation between
inflammatory and noninflammatory paiRain. v. 30, p. 103-104, 1987.

ILIAS, E.J; KASSAB, P. Ulcera péptica perfuradatuse ou gastrectomiaRev. Assoc.
Med. Bras.v. 51, n. 1, p. 5, 2005.



115

INEU, R.P. et al. Diphenyl diselenide reverses gastric lesions is: rmvolvement of
oxidative stresg-ood and Chemical Toxicologyyv.46(9), P3023-3029, 2008.

INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN (I&P), 1979.
Disponivel em: http://www.iasp-pain.org/terms-p.htAcesso em 12/07/2007

ISHIKAWA, T. et al. The GS-X Pump in Plant, Yeaafpd Animal Cells: Structure,
Function, and Gene Expressi@ioscience Reports. 17, p. 189-207, 1997.

JAIN, N.K.; KULKARNI, S.K.; SINGH, A. Role of cysiayl leukotrienes in nociceptive
and inflammatory conditions in experimental anim&ar J Pharmacol. v. 423, n. 01, p.
85-92, 2001.

JESSEL, T.M.; KELLY, D.D. Pain and analgesia. Inariflel ER, Schwartz JH, Jessel
TM. Principles of neural science. New York: Elsey® 385-399, 1991.

JULIUS, D.; BASBAUM, A.l. Molecular mechanisms obciception.Nature, v. 413, n.
6852, p. 203-210, 2001.

JUNQUEIRA, L.C.U. & CARNEIRO, JHistologia basica 10® Ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2004.

KARAKUS. B., et al. The effects of methanol extradtLobaria pulmonaria, a lichen
species, on indometacin-induced gastric mucosablhdanoxidative stress and neutrophil
infiltration. Phytother Res.v. 23, p 635-639, 20009.

KATO, S. et al. Role of nitric oxide in regulatia gastric acid secretion in rats: effects
of NO donors and NO synthase inhibit8ritish Journal of Pharmacology. v. 123, p.
839-846, 1998.

KATZUNG, B.G. Histamina, Serotonina e Alcaldides @spordo de centeio. In:
KATZUNG, B.G. Farmacologia: basica e clinica9? Ed. Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan. p. 219-237, 2005.

KHAZAEI, M.; SALEHI, H. Protective effect of falca vulgaris extract on ethanol
induced gastric ulcer in rdtan J Pharmacol Ther. v. 05, p. 43—-46, 2006.

KIMURA, M.; et al. Impairment of glutathione metdlsmn in human gastric epithelial
cells treated with vacuolating cytotoxin from Heloacter pylori.Microb Pathog. v.31,
p. 29-36, 2001.

KOC, M.; IMIK, H.; ODABASOGLU, F. Gastroprotectivend Anti-oxidative Properties
of Ascorbic Acid on Indomethacin-induced Gastrigufires in Rats.Biol Trace Elem
Res, v. 126, p. 222-236, 2008.

KONTUREK P.C.H. et alCentral and peripheral neural aspects of gastregtioge and
ulcer healing effects of lipopolysacchariddsPhysiol Pharmacol.v. 52, p. 611-623,
2001.



116

KONTUREK, P.C. et al. Bacterial lipopolysaccharigetects gastric mucosa against
acute injury in rats by activation of genes for logaygenases and endogenous
prostaglandinsDigestion.v. 59, p. 284-297, 1998.

KOSTER, R.; ANDERSON, M.; DE BEER, J. Acetic acmr fanalgesic screeninged
Proc., v. 18, p. 412-417, 1959.

KUMAR, V.; ABBAS, A K.; FAUSTO, N. Patologia — Basd”atoldgicas das Doencas.
Rio de Janeiro: Elsevier, 2005.

KUWAYAMA, H.; EASTWOOD, G. L. Effects of water immsion restraint stress and
chronic indomethacin ingestion on gastric antratl d@nndic epithelialproliferation.
Gastroenterology.v. 88, p. 362-365, 1985.

KWIECIEN, S.; BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, S.J. Effectof reactive oxygen
species action on gastric mucosa in various modélsnucosal injury.J Physiol
Pharmacol.v. 53, n. 01, p. 39-50, 2002.

LAINE, L. The gastrointestinal effects of nonseiteet NSAIDs and COX-2-selective
inhibitors.Seminars in Arthritis and Rheumatism.v. 32, n. 03, p. 25-32, 2002.

LAINE, L.; TAKEUCHI, K.; TARNAWSKI, A. Gastric Mucsal Defense and
Cytoprotection: Bench to Bedsid8astroenterology.v. 135, n. 01, p. 41-60, 2008.

LANZA, F.L. A guideline for the treatment and prenw®n of NSAID-induced ulcers.
Members of the Ad Hoc Committee on Practice Pararsaif the American College of
GastroenterologyAm J Gastroenterol.,v. 93,p 2037-2046, 1998.

LANZA, L.L.; et al. Peptic ulcer and gastrointestinal hemorrhage astsatiwith
nonsteroidal anti-inflammatory drug use in patieywsinger than 65 years large health
maintenance organization cohort studychieve of International Medicine. v. 155, n.
13, p. 1371-1377, 1995.

LAPA, AJ.; et al. Métodos de avaliacdo da ativelathrmacolégica de plantas
medicinais. Sao Paulo: UNIFESP/EPM. 2007.

LAPA, A. J.; et al. Farmacologia e toxicologia degutos naturais. In: SIMOES, C. M.
O.; et al.Farmacognosia:da planta ao medicamento. 2. ed. Porto Alegreopolis:
Ed. Universidade/UFRGS / Ed. da UFSC, 2000.

LEAL, L.K.A.M. et al. Effects of amburoside A andokaempferide, polyphenols from
Amburana cearensis, on rodent inflammatory proseasd myeloperoxidase activity in
human neutrophilsBasic & Clinical Pharmacology & Toxicology. v. 104, n. 03, p.
198-205, 2008.

LEI GUO, et al. Anti-inflammatory and analgesic @aty of carboxyamidotriazole, a
tumoristatic agent. American Society for Pharmacology and Experimental
Therapeutics.v. 325, p. 10-16, 2008.



117

LEITE, G.O.; et al.. Gastroprotective mechanism \@nillosmopsis arborea bark
essential oilFitoterapia. v. 80, n. 01, p. 77-80, 2008.

LIMA, Z.P.; et al. Brazilian Medicinal Plant Act®n Prostaglandin Level and
Helicobacter pylori. J Med Food. v. 11, N. 047P1-708, 2008.

LO, T.N.; ALMEIDA, A.P; BEAVAN, M.A. Dextran and aaageenan evoke different
inflammatory response in rat with respect to contpos of infiltrates and effect of
indomethacinJ Pharmacol Exp Ther.v. 221, p. 261-7, 1982.

LOESER, J.D.; MELZAC, R. PAIN: AN OVERVIEWLANCET, V.353, N.8, P. 1607-
1609, 1999.

LOPES, L.S. et al. Antinociceptive effect of topmate in models of acute pain and
diabetic neuropathy in rodentdfe Sci. v. 84, n. 03, p. 105-110, 2009.

LORAM, L.C. et al. Cytokine Profiles During Carragen-Induced Inflammatory
Hyperalgesia in Rat Muscle and Hind Pawe Journal of Painv. 8, p. 127-136, 2007.

LOWRY, O.H.; et al. Protein measurement with thdéirFphenol reagent) Biol Chem.
v. 193, p 265-275, 1951.

LU, U.; HOLMGREN, A.Selenoproteins]. Biol. Chem.v.284(2), p 723-727, 2009.

MACMICKING, J.; XIE, Q.; NATHA, C. Nitric oxide andnacrophage functiorAnnu.
Rev. Immunol. v. 15, p. 323-50, 1997.

MACNAUGHTON, W.K; CIRINO, G.; WALLACE, J.L. EndotHeim-derived relaxing
factor (nitric oxide) has protective actions in 8temach Life Sci.,v. 45, p. 1869-1876,
1989.

MAGGI, C.A. Pharmacology of the efferent functiof grimary sensory neurons. In:
GEPPETTI, P.; HOLZER, P. (Eds) Neurogenic inflamoratLondon: CRC Press, 1996.

MAJNO, G.; PALACE, G.E. Studies of inlammation. The effect of histamine and
serotonin on vascular permeability: an electron rasicopic study.The Journal of
Biophysical and Biochemical Cytologyv. 11, p. 571-605, 1961.

MARQUES, J.0. Dor: diagnostico e tratamerBases de Anatomia e Fisiopatologia
Séao Paulo: Ambito Editora, v. 1, n. 1, 2004.

MARSHALL, B.J.; WARREN, J.R. Unidentified curved ¢ili on gastric epithelium in
active chronic gastritid.ancet. v. 1, p. 1273-1275, 1983.

MASUDA, E. et al. Endogenous Nitric Oxide Modulates Ethanol-Inducedst@c
Mucosal Injury in RatsGastroenterology,v. 108, n. 01, p. 58-64, 1995.

MATES, J.M. Effects of antioxidant enzymes in theletular control of reactiveoxygen
species toxicologyloxicology,v. 153, p. 83-104, 2000.



118

MATSUDA, H.; LI, Y.; YOSHIKAWA, M. Gastroprotectios of escins la, Ib, lla, and llb
on ethanol-induced gastric mucosal lesions in Eats.J Pharmacol. v. 373, n. 01, p. 63—
70, 1999.

MATTEI, R. et al. Guarana (Paulinea cupana): tas@havioral effects in laboratory
animals and antioxidant activity in vitrd. Ethnopharmacology, v. 60, p. 111-116, 1998.

McANDREW, B.A. Sesquiterpenoids: the lost dimensidperfumeryPerfum Flavour.
v. 17, p. 1-17, 1992.

MCDONALD, D.M.; THURSTON, G.; BALUK, P. Endotheliaaps as sites for plasma
leakage in inflammatiorMicrocirculation , v. 6, p. 7-22, 1999.

MCQUAID, K.R. Farmacos utilizados no tratamento digengas gastrintestinais. In:
KATZUNG, B.G. Farmacologia: béasica e clinica9? Ed. Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan. p. 865-891, 2005.

MEDEIROS, J.V.; et al. Role of the NO/cGMP/K(ATPathway in the protective effects
of sildenafil against ethanol-induced gastric daenagrats.Br. J. Pharmacol. v.153, p
721-727. 2008.

MERCER, D.W.; SMITH, G.S.; MILLER, T.A. Cyclooxygease Inhibition Attenuates
Cholecystokinin-Induced Gastroprotecti@igestive Diseases and Sciences43, n. 03,
p. 468-475, 1998.

MILLAN, M.J. The induction of pain: an integrativeview. Prog. Neurobiol, v. 57, p.
161-164, 1999.

MOLEIRO, F.C. et al. Mouririelliptica: validationfayastroprotective, healing and anti-
Helicobacter pylori effects. Bthnopharmacol. v. 123, n. 03, p. 359-368, 2009.

MORAES, T.M. et al. Effects of limonene and essadntil from Citrus aurantium on
gastric mucosa: Role of prostaglandins and gastucus secretiorChem Biol Interact.
v. 180, n. 03, p. 499-505, 2009.

MORENO-FERNANDES, M.; ALVARES-PEREIRA, N.; GONCALVEPAULO, L.;
Anti-inflammatory activity of copaiba balsam (Cdjeaa cearensis, HuberlRev Bras
Farm. v. 73, p. 53-56, 1992.

MOTAWI, T.K; ABD ELGAWAD H.M.; SHAHIN N.N. Gastropotective effect of leptin
in indomethacin-induced gastric injuyBiomed Sci, v. 15, n. 3, p. 405-412, 2008.

MOVAT, H.Z. The Inflammatory Reaction. Oxford: Elsevier, p. 49-71, 1985.

MUIR IIl, W.W. Anaesthesia and pain magnement inrsks. Equine veterinary
education v. 10, n. 6, p. 335-340, 1998.

MUSCARA, M.N. & WALLACE, J.L. Nitric Oxide. V. theapeutic potential of nitric
oxide donors and inhibitorém J Physiol.v. 276, p 1313-1316, 1999.



119

NAGY, L.; NAGATA, M.; SZABO, S. Protein and non-gean sulfhydryls and disulfides

in gastric mucosa and liver after gastrotoxic cloaisi and sucralfate: Possible new
targets of pharmacologic agent¢orld J Gastroenterol.,v. 13, n. 14, p. 2053-2060,

2007.

NAITO, Y. et al. Role of oxygen radical and lipid peroxidation id@amethacin-induced
gastric mucosal injuryDig Dis Sci.v. 43, p. 30-34, 1998.

NONATO, F.R. et al. Antiinflammatory and antinogite activities of Blechnum
occidentale L. extrac. Ethnopharmacol.v.125, p. 102-107, 2009.

ODABASOGLUA, F. et al.Gastroprotective and antioxidant effects of usrsa an
indomethacin-induced gastric ulcer in ratsEthnopharmacol. v. 103, n. 01, p. 59-65,
2006.

OHTA, Y.; et al. Role of endogenous serotonin amstamine in the pathogenesis of
gastric mucosal lesions in unanaesthetised rats aviingle treatment of compound 48-
80, a mast cell degranulatétharmacol. Resyv. 39, p. 79-84, 1999.

PENIDO, C. et al. Antiinflammatory effects of naaltetranortriterpenoids isolated from
Carapa guianensis Aublet on zymosan-induced asthimtmice.Inflamm Res. v. 55, p.
457-464, 2006.

PETROVL, S.; et al. The antiinflammatory, gastroprotectivel antioxidant activities of
Hieracium gymnocephalum extraBthytother Res.,v. 22, p 1548-1551, 2008

PIASECKI, C.K. & THRASIVOULOU, C. Spasm of gastnouscularis mucosae might
play a key role in causing focal mucosal ischenma alceration. An experimental study
in guinea pigsDig Dis Sci.v.38, p. 1183-1189, 1993.

PINTO, H.S.A. et al. Antinoceptive effect of triterpenoid alpha,betayaim in rats on
orofacial pain induced by formalin and capsaiéhytomedicine.v. 15, n. 08, p. 630-
634. 2008.

PONGPIRIYADACHA, Y.; et al. Protective effects oblygodial on gastric mucosal
lesions induced by necrotizing agents in rats &edpbssible mechanisms of acti@iol
Pharm Bull. v.26, p 651-657, 2003.

PORTO, C.CExame Clinico: Bases para a Pratica MédiceRio de Janeiro: Guanabara
Koogan, p. 37-40, 2004.

QUEIROZ, D.M.; et al. Differences in distributiomé severity of Helicobacter pylori
gastritis in children and adults with duodenal uldeseaseJ Pediatr Gastroenterol
Nutr. v. 12, p. 178-81, 1991.

RAJA, S.; MEYER, R.A.; RINCKAMP, M.; CAMPBELL, J.N.Peripheral neural
mechanism of nociception. In: WALL, P.D. & MELZACIR. (Eds.).Textbook of pain.
Ediburgh: Churchill Livingstone, p. 11-57, 1999.



120

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.; MOORE, K. Farmacologia.,5% ed. Rio
de Janeiro: Elsevier, 2003.

RAO, Y.K.; FANG, S.H.; TZENG, Y.M.. Antiinflammatgractivities of flavonoids and a
triterpene caffeate isolated from Bauhinia variagBhytother Res v. 22, p. 957-962,
2008.

RAO, V.S. et al. Dragon's blood from Croton uruc#a(Baill.) attenuates visceral
nociception in miceJ Ethnopharmacol.v. 113, p. 357-360, 2007.

REYNOLDS, J.E.F. MartindaleThe extra pharmacopoeia 312 ed. Londres: The
Pharmaceutical Press. 1996.

RIBEIRO, R.A. et al. Involvement of resident madrages and mast cells in the writhing
nociceptive response induced by zymosan and aaeiticin mice.European Journal of
Pharmacology.v. 387, p.111-118, 2000.

ROBERT, A.; NEZAMIS, J.E.; LANCASTER, C.; HAUCHARA.J. Cytoprotection by
prostaglandins in rats. Prevention of gastric n@srproduced by alcohol, HCI, NaOH,
hypertonic NaCl and thermal injurgastroenterology.v.77, p. 433-443, 1979.

ROBINS, S.L.; COTRAN, R.S.; KUMAR, K. Patologia adural e funcional. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2000.

ROLLAND, A.; FLEURETIN, J.; LANHERS, M.C.; YOUNOSC.; MISSLIN, R;
MORTIER, F. Behavioural effects of the American ditmnal plant Eschscholzia
californica: sedative and anxiolytic propertiB&anta Med.,v. 57, p. 212-216, 1991.

SACHS, G.; ZENG, N.; PRINZ, Physiology of isolated gastric endocrine celsnual
Review of Physiologyv. 59, p. 243-256, 1997.

SAKAI, K.; AKIMA, M.; KATSUYAMA, |. Effects of Nicorandil on Experimentally
Induced Gastric Ulcers in Rats: A Possible Rol&gfp ChannelsJapanese Journal of
Pharmacology.v. 79, n. 01, p. 51-57, 1999.

SAKURADA T.; et al. The capsaicin test in mice &raluating tachykinin antagonists in
the spinal cordNeuropharmacology.v. 31, p 1279-1285, 1992

SALIM, A.S. Role of oxygen-derived free radicals nmechanism ofacute and chronic
duodenal ulceration in the rat 19%gest.Dis. Sciv.35, p. 73—-79, 1990.

SALUSTIANO, M.E.; et al. Extratos de candeia (Eremhais erythropappus (DC.)
MacLeish) na inibicdo in vitro de Cylindrocladiurcoparium e de quatro espécies de
ferrugensCerne. v. 12, n. 2, p. 189-193, 2006.

SALVEMINI, D.; et al. Nitric oxide: a key mediatan the early and late phase of
carrageenan-induced rat paw inflammati®nJ Pharmacol. v.118, p 829-838, 1996.

SANDKUHLE, J Models and Mechanisms of Hyperalgesia and Allody®ihysiol.
Rev., v. 89, p. 707-758, 2009.



121

SANTOS, AR; MIGUEL, O.G; YUNES, R.A; CALIXTO, J.Bntinociceptive properties
of the new alkaloid, cis-8, 10-di-N-propyllobelidioydrochloride dihydrate isolated from
Siphocampylus verticillatus: evidence for the mexidim of action.J Pharmacol Exp
Ther. v. 289, p. 417-426, 1999.

SBED - Sociedade Brasileira para o Estudo da Dd@O052 Disponivel em:
http://www.dor.org.br/dorimpactos.asp. Acesso ef®@2007

SCHOENFELD, P.; KIMMEY, M.B.; SCHEIMAN, J.; BJORKMN, D.; LAINE L.
Review article: nonsteroidal anti-inflammatory dragsociated gastrointestinal
complications-guidelines for prevention and treattnaliment. Pharmacol. Ther.v. 13,
p. 1273-1285, 1999.

SCHOUENBORG, J.; SJOLUND, B.H. Activity evoked by &nd C-afferent fibers in rat
dorsal horn neurons and its relation to a flexieflex. J Neurophysiol.v. 50, p. 1108—
1121, 1983.

SCHUBERT, M.L.; PEURA, D.A. Control of Gastric Aci®ecretion in Health and
DiseaseGastroenterology.v. 134, n. 07, p. 1842-1860, 2008.

SCHUBERT, M.L.; SHAMBUREK, R.D. Control of acid setion. Gastroenterol Clin
North Am. v. 19, n. 01, p. 1-25, 1990.

SCHUMACHER, M.A.; BASBAUM, A.l.; WAY, W.L. Analgésios e antagonistas
opidides. In: Katzung, B.GFarmacologia: basica e clinica9? Ed. Rio de Janeiro,
Guanabara Koogan. p. 416-432, 2005.

SHEPHERD, J.T.; VANHOUTTE, P.M. Endothelium-derivedlaxing (EDRF) and
contracting factors (EDCF) in the control of cardiecular homeostasis: The pioneering
observations. In: RUBANYI, G.M.Cardiovascular Significance of endothelium-
Derived Vasoactive FactorsNova lorque: Futura Publishing Inc. p. 39-64, 1991

SHERWOOD, LAURALEE.Human Physiology - From Cells to Systems5% Ed.
Books/Cole - Thomson Learning, 2004.

SHINE, V.J., et al., Gastric antisecretory anddoér activities of Cyclea peltata (Lam.)
Hook. f. & Thoms. in rats). Ethnopharmacol.v. 125, p.350-255, 2009.

SHRESTHA, S. & LAU, D. Gastric Ulcer. MEDSCAPE, DISPONIVEL EM:
<http://emedicine.medscape.com/article/175765-agerw Acesso em: 28 de junho de
20009.

SHRESTHA, S. & LAU, D. Gastric Ulcers DISPONIVEL EM: <http://emedicine.m
edscape.com/article/175765-overview>. Acesso edui7 2009.

SIHAM, M. et al. Studies on the antiinflamatory and antinegive effects of melatonin
in the rat.Pharmacological Researchv. 46, n. 03, p. 235-243, 2002.



122

SILVA, A.B.L. et al. Avaliacdo do efeito antinocjavo e da toxicidade aguda do extrato
aquoso da Hyptis fruticosa Salnfizev. bras. farmacogn, v.16, p. 475-479 , 2006.

SILVA, M.l.; et al. Gastroprotective activity of apulegol on experimentally induced
gastric lesions in mice: investigation of possibteechanisms of actionNaunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacolv. 380, p. 233-245. 2009.

SLATTERY, J.; et al. Risks of gastrointestinal lole® during secondary prevention of
vascular events with aspirin-analysis of gastraiial bleeding during the UK-TIA trial.
Gut. v. 37, n. 04, p. 509-511, 1995.

SOEJARTO, D.D. Biodiversity prospecting and bensfiaring: perspectives from the
field. J Ethnopharmacol. v.51, p 1-15. 1996.

SOLL, H.; WOLLIN, A. Histamine and cyclic AMP ina¢ated canine parietal cellam
J Physiol Endocrinol Metab.v. 237, p. E444-E450, 1979.

SONNENBERG, A.; EVERHART, J.E.; The prevalence effseported peptic ulcer in
the United StatesAm J Public Health. v. 86, p. 200-205, 1996.

STEPANOVIC-PETROVIC, R.M.; et al. The antinociceatieffects of anticonvulsants in
a mouse visceral pain modénesth Analg.v. 106, n. 6, p. 1897-1903, 2008.

STERANKA, L.R.; BURCH, R.M. Bradykinin antagonists pains and inflammation. In:
Burch RM (Eds) Bradykinin antagonists, Basic anthiChl Research. Marcel Dekker,
New York, p. 191, 1991.

STRUBELT, O.; HOPPENKAMPS, R. Relations betweentr@aglutathione and the
ulcerogenic action of non-steroidal antiinflammsgtairugs. Arch Int Pharmacodyn
Ther. v. 262, p. 268-278, 1983.

SUFFREDINI, A.F. New insight into the biology ofetacutephase respondeurnal of
Clinical Immunology, v. 19, p. 203, 1999.

SULEYMAN, H. et al. Comparative study on the gagtoiective potential of some
antidepressants in indomethacin-induced ulcer is. €hemico-Biologica Interactions.
v.180(2), p 318-324, 2009.

SUTHERLAND, L.R. A simple, non-invasive marker ofagjric damage: sucrose
permeability.Lancet. v.23, p. 998-1000, 1994.

SZABO, S. et al. A quantification method for ass&gsthe extent of experimental
erosions and ulcerdournal of Pharmacological Methodsv. 13, p. 59-66, 1985.

SZABO, S. et alMultiple mechanisms of cell injury in the gastrizioosa.Fed Proc v.
46, p. 1152, 1987.

SZABO, S. Mechanisms of gastric mucosal injury anatection.J Clin Gastroenterol.
v. 13, p. 21-34, 1991.



123

SZABO, S. Mechanisms of mucosal injury in the stomand duodenum: time-sequence
analysis of morphologic, functional, biochemical danhistochemical studies.
Scandinavian Journal of Gastroenterology. 127, p. 21-28, 1987.

SZABO, S. Role of sulfhydryls and early vasculaidas in gastric mucosal injurjcta
Physiol Hung.v. 64, p. 203-214, 1984.

SZABO, S.; PIHAN, G.; DUPUY, D. The biochemical pimacology of sulfhydryl

compounds in strict mucosal injury and protectitm. SZABO, S.; MOZSIK, G.Y.

editors. New Pharmacology of Ulcer Disease. Expental and New Therapeutic
Approaches. p. 424-436, 1987.

SZABO, S.; TRIER, J.S.; FRANKEL, P.W. Sulfhydrylmapounds may mediate gastric
cytoprotectionSciencev. 214, p. 200-202, 1981.

SZALLASI, A. Autoradiografic visualization and phmacological characterization of
vanilloid (capsaicin) receptors in several spedmetuding in man.Acta Physiologica
scandinavica v. 155, p. 1-68, 1999.

SZELENYI, I.; BRUNE, K. Possible role of oxygen é&eadicals in ethanol-induced
gastric mucosal damage in rdisg Dis Sci.v. 33, n. 07, p. 865-871, 1988.

TAKEUCHI, K. et al. Oxygen free radical and lipigénexidation in the pathogenesis of
gastric mucosal lesions induced by indomethacimais. Digestion. v. 49, p. 175-184,
1991.

TAMAGNO, E.; et al. Oxygen free radical scavengerroperties of
dehydroepiandrosteron€ell Biochem Funct.v.16, p 57-63, 1998.

TANAKA, A. et al. Inhibition of both COX-1 and CO2X-is required for development of
gastric damage in response to nonsteroidal aranmfiatory drugsJ Physiol Paris. v.
95, p. 21-27, 2001.

TANAKA, A. et al. Roles of COX-1 and COX-2 inhibatn in nonsteroidal
antiinflammatory drug-induced gastric damage irs:raglation to functional responses.
Aliment PharmacolTher. v. 16, p. 90-101, 2002.

TARNAWSKI, A.S. Cellular and Molecular Mechanismd Gastrointestinal Ulcer
Healing.Digestive Diseases and Sciences 50, n. 01, p. 24-33, 2005.

TAYLOR, D.N. & BLASER, M.J. The epidemiology of Hebbacter pylori infection.
Epidemiology Review.v. 13, p. 42-59, 1991.

TEYSSEN, T.; SINGER M.V. Alcohol-related diseaséshe oesophagus and stomach,
Alcohol-related Gastrointestinal Diseasdest Practice & Research Clinical
Gastroenterology.v. 17, p. 557-573, 2003.

TORAB, F.C. et al. Perforated Peptic Ulcer: Difigr&thnic, climatic and Fasting Risk
Factors for Morbidity in Al-Ain Medical District, bited Arab EmiratesAsian journal of
surgery.v.32, n. 02, p. 95-101, 2009.



124

TORRADO, S. et al. Effect of dissolution profile can(-)-alpha-bisabolol on the
gastrotoxicity of acetylsalicylic acitPharmazie.v. 50, p. 141-143, 1995.

TREVETHICK, M.A. et al. Non-Steroidal Anti-Inflamnary Drug-induced gastric
damage in experimental animals: Underlying pathokdlgnechanismsGen. Pharmac.
v.26, n.7, p. 1455-1459, 1995.

TRONGSAKUL, S.; et al. The analgesic, antipyretitd aanti-inflammatory activity of
Diospyros variegata Krud. Ethnopharmacol. v. 85, n. 02, p. 221-225, 2003.

VERPOORTE, R. Pharmacognosy in the new millennil@adfindingand biotechnology.
J Pharm Pharmacol.v. 52, p. 253-262, 2000.

VIANA, G.S.B.; BANDEIRA, M.A.; MATOS, F.J.A. Analgsic and antiinflammatory
effects of chalcones isolated from Myracrodruonndeuva allemaoPhytomedicine.v.
10, n. 2, p. 189-95, 2003.

VICHNEWSKI, W. et al. Sesquiterpene lactones arteotonstituents from Eremanthus
seidelli, E. goyazensis and Vanillosmopsis erytappga.Phytochemistry.v.28, p. 1441—
1451, 1989.

VICHNEWSKI, W.; TAKAHASHI, A.M.; NASI, AM.T. Sesqiterpene lactones and
other constituents from Eremanthus seidelli, E. ageysis and Vanillosmopsis
erythropappaPhytochemistry,v. 28, p. 1441-1451, 1989.

VIEGAS, J.R.; et al. Os produtos naturais e a qgeammedicinal modernaQuim.
Nova, S&o Paulo, v. 29,2006 . DISPONIVEL EM: <Hftpww.scielo.br/scielo.php?
script=sci_arttext&pid=S0100-40422006000200025 &mg&nrm=iso>. ACESSO EM:
jul. 2009. doi: 10.1590/S0100-40422006 000200025

VIGNERI, S. et al. Pathophysiology of the gastricrocirculation.ltal J Gastroenterol.
V. 24, p. 22-30, 1992.

VILELA, F.C. et al. Evaluation of the antinocicegi activity of extracts of Sonchus
oleraceus L. in micel Ethnopharmacol. 2009) DOI: 10.1016/j.jep.2009.04.037.

WALLACE, J. L. Gastric ulceration: critical eventst the neutrophil-endothelium
interface.Can J Physiol Pharmacolv. 71, p. 98-102, 1993.

WALLACE, J.L. et al. NSAID-induced gastric damagerats: requirement for inhibition
of both cyclooxygenase 1 and@astroenterology. v. 119, p. 706-714, 2000.

WALLACE, J.L.; GRANGER, D.N. The cellular and moldar basis of gastric mucosal
defenseThe FASEB Journal.v. 10, p. 731-740, 1996.

WALLACE, J.L.; SOLDATO, P.D. The therapeutic potiaht of NO-NSAIDs
Fundamental & Clinical Pharmacology,v. 17, p. 11-20, 2003.



125

WAMBEBE, C. Influence of some agents that affedtysliroxy-tryptamine metabolism
and receptors on nitrazepam-induced sleep in rBicEz. J. Pharmacol.,v. 84, p. 185-
91, 1985.

WEISMAN, S.M.; GRAHAM, D.Y. Evaluation of the bentf and risks of low-dose
aspirin in the secondary prevention of cardiovamctahd cerebrovascular everdgch
Intern Med. v. 162, p. 2197-2202, 2002.

WEISSMAN, G. Inflammation: historical perspectivel:. Gallin J.L. et al. (Eds):
Inflammation: Basic principles and Clinical Corftelsa New York: Raven Press, p. 5,
1992.

WENDE, C. & MARGOLIN, S. Analgesic test based upperimentally induced acate
abdominal pain in rat$ed Proc.v. 15, p 494-499, 1956.

WILD, A.C.; MULCAHY, R.T. Regulation ofy-glutamylcysteine synthetase subunit gene
expression: insights into transcriptional contrblaatioxidant defenses:ree Rad. Res
v. 32, p. 281-301, 2000.

WINTER, C.A.; RISLEY, E.A.; NUSS, G.W. Carrageeninmttuced edema in hind paw of
the rat as an assay for antiinflamatory drijy®c. Soc. Exp. Biol. Medv. 3, p. 544-547,
1962.

Wong, S.H.; et al. The role of serotonin inethaindiiced gastric glandular damage in
rats.Digestion.v. 45 p. 52—-60, 1990.

WOOLFE, G. & MACDONALD, A.D. The evaluation of thanalgesic action pf
pethidine hydrochloridel. Pharm. Exp. Ther.v. 80, p 300-307, 1944

YAKSH, T.L. et al. Intrathecal morphine inhibitskmiance P release from mammalian
spinal cord in vivoNature. v. 286, p 155-157, 1980.

YAMAGUCHI, T. et al. ltch-associated response inglicby intradermal serotonin
through 5-HT2 receptors in micdeurosci Res, v. 35, p. 77-83, 1999.

YUAN, Y.; PADOL, L.T.; HUNT, R.H. Peptic ulcer disse todayNature Clinical
Practice Gastroenterology & Hepatology.v. 3, p. 80-89, 2006.

ZANBOORI, A.; TAMADDONFARD, E.; MOJTAHEDEIN, A.; Efect of
chlorpheniramine and ranitidine on the visceralicggtion induced by acetic acid in rats:
role of opioid systenPak J Biol Sci.v. 11, n. 20, p. 2428-2432, 2008.

ZDUNIC, G.; et al. Evaluation of Hypericum perforatum oéixtracts for an
antiinflammatory and gastroprotective activity ais.Phytother Res.v. 23, p.1559-1564,
20009.

ZHANG, B.; et al. Analgesic and anti-inflammatorgtigities of a fraction rich in
gaultherin isolated from gaultheria yunnanensisANRH.) REHDER.Biol Pharm Bull.
v. 30, n. 03, p. 465-9, 2007.



126

ZULLYT, B. et al. Antioxidant Mechanism is involvad the gastroprotective effects of
ozonized sunflower oil in ethanol-induced ulcergats.Mediators Inflamm. v. 2007 p.
1-6, 2007.



127

8. ANEXO. Artigo Publicado em Revista indexa@Qaalis B(CAPES).



ORIGINAL
ARTICLE

doi: 10.1111/j.1472-8206.2009.00726.x

Gastroprotection of (-)-a-bisabolol on acute
gastric mucosal lesions in mice: the possible
involved pharmacological mechanisms

Nayrton Flavio Moura Rocha®, Edith Teles Venancio®, Brinell Arcanjo
Moura®, Maria Izabel Gomes Silva®, Manoel Rufino Aquino Neto?,
Emiliano Ricardo Vasconcelos Rios?, Damido Pergentino de Sousa®,
Silvania Maria Mendes Vasconcelos®, Marta Maria de Franca Fonteles?,
Francisca Cléa Florenco de Sousa™

“Department of Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceard, Rua Cel. Nunes de Melo
1127, CEP 60430-270 Fortaleza, Brazil
Department of Physiology, Federal University of Sergipe, CEP 49100-000 Sao Cristévdo Sergipe, Brazil

Keywords
a-bisabolol,
essential oil,
gastric ulcer,
GSH

Received 10 October 2008;
revised 13 March 2009
accepted 23 March 2009

*Correspondence and reprints:
clea@ufc.br, cleaflorenco@
yahoo.com.br

ABSTRACT

(-)-o-Bisabolol is an unsaturated, optically active sesquiterpene alcohol obtained by
the direct distillation essential oil from plants such as Vanillosmopsis erythropappa and
Matricaria chamomilla. (-)-o-Bisabolol has generated considerable economic interest,
since it possesses a delicate floral odor and has been shown to have anti-septic and
anti-inflammatory activity. The aim of this work was to evaluate the gastroprotective
action of (-)-a-bisabolol on ethanol and indomethacin-induced ulcer models in mice,
and further investigate the pharmacological mechanisms involved in this action. The
oral administration of (-)-a-bisabolol 100 and 200 mg/kg was able to protect the
gastric mucosa from ethanol (0.2 mL/animal p.o.) and indomethacin-induced ulcer
(20 mg/kg p.o.). Administration of L-NAME (10 mg/kg i.p.), glibenclamide (10 mg/
kg i.p.) or indomethacin (10 mg/kg p.o.) was not able to revert the gastroprotection
promoted by (-)-o-bisabolol 200 mg/kg on the ethanol-induced ulcer. Dosage of
gastric reduced glutathione (GSH) levels showed that ethanol and indomethacin
reduced the content of non-protein sulthydryl (NP-SH) groups, while (-)-a-bisabolol
significantly decreased the reduction of these levels on ulcer-induced mice, but not in
mice without ulcer. In conclusion, gastroprotective effect on ethanol and indometh-
acin-induced ulcer promoted by (-)-a-bisabolol may be associated with an increase of
gastric sulfydryl groups bioavailability leading to a reduction of gastric oxidative
injury induced by ethanol and indomethacin.

INTRODUCTION

human ulcerative disease. Ethanol rapidly penetrates the
gastroduodenal mucosa causing membrane damage,
exfoliation of cells and erosion. The subsequent increase

Peptic ulcer is an injury of the gastric and duodenal
mucosa which occurs where the epithelium is exposed to
acid or pepsin [1]. Smoke, stress, alimentary deficiency
and use of non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAID), may increase the incidence of gastric ulcer [2].

Intragastric administration of ethanol to mice rapidly
induces gastric mucosal lesions, which are commonly
used to study both the pathogenesis and therapy of

in mucosal permeability, together with the release of
vasoactive products from mast cells, macrophages, and
other blood cells may lead to vascular injury, necrosis,
and ulcer formation [3].

Indomethacin, a prostaglandin synthesis inhibitor, is a
classic representative of NSAIDs. These drugs are com-
monly used to treat inflammatory states and reduce the
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conditions of pain. However, their use is associated with
an increased of the risk of ulcer development in the
gastrointestinal tract and its complications (e.g. hemor-
rhages and perforations) [3,4]. Thus, gastric lesions
experimentally induced by indomethacin are also con-
sidered to be a reliable tool to study the pathogenesis of
acute stomach mucosal ulceration.

Diverse mechanisms are implicated in gastric damage.
It is well described that nitric oxide (NO) facilitates the
prevention and healing of injuries in the gastrointestinal
tract. It is involved in the production of mucus and
bicarbonate, in the regulation of capillary flow in the
gastrointestinal tract wall, as a cytoprotective, anti-
inflammatory, and in the completion of the protective
effects of prostaglandins (PGs) in the stomach [5]. The
majority gastric mucosal defense mechanisms are stim-
ulated and/or facilitated by PGs, which seem to inhibit
acid secretion; stimulate mucus, bicarbonate and phos-
pholipid secretion; increase mucosal blood flow; as well
as accelerate epithelial restitution and mucosal healing
[6].

On the other hand, the release of oxygen-derived free
radicals has recently received increasing attention as a
possible pathogenic factor of gastric mucosal injury
associated with water-immersion stress, anti-inflamma-
tory drugs and ethanol-induced ulcer [7]. It is known
that ethanol is able to deplete levels of non-protein
sulfydryls (SHs) compounds, such as reduced glutathione
(GSH) in gastric tissue [8]. GSH is a tripeptide endoge-
nous compound present in gastric tissue and provides
gastroprotection by scavenging oxygen free radicals [9].
Therefore, depletion of gastric mucosal GSH may result
in gastric damage by accumulation of free radicals.

The use of medicinal plant extracts in the treatment of
diseases is widespread in Brazil. The country possesses a
rich practice of traditional medicine, which can be
partially explained by its multi-ethnic population
[10] and by the extensive natural diversity of plants.
(-)-a-Bisabolol is an unsaturated, optically active sesqui-
terpene alcohol obtained by the direct distillation essential
oil from plants. The most common source utilized is the
chamomile, Matricaria chamomilla[11]. However, there are
others sources from which (-)-a-bisabolol can be extracted,
for example, the Brazilian plant species Vanillosmopsis
erythropappa, is a rich supply of this substance [12].

(-)-o-Bisabolol has generated considerable economic
interest, since it possesses a delicate floral odor and has
been shown to have anti-septic and anti-inflammatory
activity [13—15]. In recent work, Leite et al. [16] showed
a gastroprotective effect of essential oil with (-)-o-

N.F.M. Rocha et al.

bisabolol and others substances in composition in the
200 or 400 mg/kg doses on ethanol-induced ulcer
model in mice. However, the effects of isolated (-)-o-
bisabolol in gastric protection models such as ethanol
and indomethacin-induced ulcer model and its mecha-
nisms were not investigated. Considering that many
compounds extracted from essential oils may presents
gastroprotective actions, we decided in this study to
evaluate the gastroprotective action of isolated (-)-o-
bisabolol in ethanol and indomethacin-induced ulcer in
mice and further investigate the pharmacological mech-
anisms involved in this action.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Swiss mice (20-30 g) were used in this study.
Animals were kept in a temperature-controlled room at
26 °C with a 12-h light/dark cycle, with food and water
ad libitum.

The study was approved by the Ethics Committee for
Animal Experiments, Department of Physiology and
Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University
of Ceara, Ceara, Brazil. Studies were conducted in
accordance with the National Institute of Health (NTH),
Bethesda, USA.

Drugs

The following substances were used in the assay to
evaluate the gastric protection of (-)-a-bisabolol and its
pharmacological mechanisms: indomethacin, cyprohep-
tadine, .-NAME and glibenclamide were purchased from
Sigma Chem. Co.® (St Louis, MO, USA), N-acetylcysteine
(NAC) from Unido Quimica® (Sao Paulo, SP, Brazil), and
Ranitidine from Cristalia® (Sao Paulo, SP, Brazil). (-)-o-
Bisabolol (98% purity) was purchased from Puritta Oleos
Essenciais® (Torrinha, SP, Brazil).

Study of anti-ulcer activity of (-)-a-bisabolol in
ethanol-induced ulcer model

The acute gastric lesions were induced by intragastric
application of absolute ethanol in accordance to previ-
ously established method [18]. Male Swiss mice were
randomly divided in four groups and fasted for 15 h
before the experiment, but had free access to water.
Absolute ethanol (0.2 mL/animal p.o.) was adminis-
trated orally to mice treated 1 h previously with vehicle
(3% Tween 80 in distilled water, controls) and (-)-o-
bisabolol (100 or 200 mg/kg), while cyproheptadine, a
non-selective antagonist of 5-HT and histamine receptor
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(10 mg/kg p.o.) was used as reference drug in this assay.
These treatments were performed by gavage, with
orogastric metal tube. Thirty minutes after the admin-
istration of ethanol, the mice were Kkilled by cervical
dislocation and the stomach was removed and opened
along the greater curvature for examination. The total
and injured stomach areas (glandular face) were mea-
sured by computer program IMAGE] and expressed in
terms of percent (%) of ulcerated gastric area.

Study of anti-ulcer action of (-)-a-bisabolol in
indomethacin-induced ulcer

Male Swiss mice were randomly divided in four groups,
treated orally with vehicle (controls), (-)-a-bisabolol (100
or 200 mg/kg p.o.) and ranitidine, a H2 histamine
receptor antagonist (25 mg/kg p.o.). Sixty minutes after,
gastric ulcers were induced in all groups by indometh-
acin (20 mg/kg p.o.) suspended in 0.5% carboxymeth-
ylcellulose in distilled water. According to the method of
Bhargava (1973) [17], 8 h after, the animals were killed
by cervical dislocation; the stomachs were removed,
immersed with formalin 5% during 15 min, opened by
the great curvature and washed with saline solution for
lesions examination. The degree of ulceration was
graded according to an arbitrary scale by attribution of
scores as presented in Table I [3].

Evaluation of the role of nitric oxide,
ATP-dependent K* channels (Katp") and
prostaglandins in gastroprotective effect of
(-)-a-bisabolol on ethanol-induced ulcer model

To study the possible mechanism of action, separate
experiments were conducted using the following drugs:
I-NAME, an inhibitor of the NO synthase activity
(10 mg/kg i.p.), glibenclamide, an antagonist of Kayp "
(10 mg/kg i.p.) and indomethacin (10 mg/kg p.o.).

Table I Determination of score in indomethacin-induced ulcer [3].

Scores

Injury

Discloration of mucosa 1

Edema 1

Hemorrhages 1
Number of petechia

Until 10 2

More than 10 3
Intensity of ulceration

Ulcers or erosion up to 1 mm Nx 2

Ulcers or erosion larger than 1 mm Nx 3

Perforated ulcers N x4

L-NAME and glibenclamide were administrated 30 min
before receiving (-)-a-bisabolol (200 mg/kg p.o.), indo-
methacin (10 mg/kg p.o.) was administrated 2 h before.
One hour later was applied absolute ethanol 0.2 mL in
each animal. Thirty minutes after the administration of
ethanol, the mice were killed and the stomach was
removed for examination as previously described.

The doses for these drugs were selected based on our
pilot experiments and on the published literature
[16,19,20].

Evaluation of involvement of glutathione
metabolism in the gastroprotective effects of
(-)-a-bisabolol

To assess the changes in gastric mucosal amount of GSH
(a non-protein SH) the content was measured according
to the method described by Sedlak and Lindsay [21] with
slight modifications. Briefly, (-)-a-bisabolol (200 mg/kg
p.o.), N-acetylcysteine or vehicle (controls) were intra-
gastrically administered to mice 1 h before administra-
tion of saline (healthy) or absolute ethanol 0.2 mlL/
animal (ulcerated). Thirty minutes after, the animals
were sacrificed by cervical dislocation and their stomach
removed. For the assay of GSH, glandular segment from
each stomach was homogenized in ice-cold 0.02 m EDTA
solution (at 10%). Aliquots (400 uL) of tissue homoge-
nate were mixed with 320 pL of distilled water and
80 uL of 50% (w/v) trichloroacetic acid (50%) in glass
tubes and centrifuged at 3000 g for 15 min. Subse-
quently, supernatants (400 pL) were mixed with 800 pL
Tris buffer (0.4 M, pH 8.9) and 5,5-dithio-bis(2-nitro-
benzoic acid) (DTNB; 0.01 M) was added. After shaking
the reaction mixture during 3 min, its absorbance was
measured at 412 nm within 5 min of the addition of
DTNB against blank with no homogenate. The absor-
bance values were extrapolated from a glutathione
standard curve and the GSH was expressed in pg GSH/
g of protein. In other assay, four animal groups were
treated with following substances: (-)-a-bisabolol 100
and 200 mg/kg p.o., N-acetylcysteine 750 mg/kg p.o.
(NAC), and vehicle (controls). These animals had gastric
lesions induced by indomethacin 20 mg/kg p.o. as
previously described, 8 h after were sacrificed and the
gastric content of GSH was quantified as described above.

Statistical analysis

Values were expressed as mean + SEM. For statistical
analysis one-way analysis of variance (aANova), followed
by Student-Newman—Keul's post hoc test was used.
P values less than 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Study of anti-ulcer activity of (-)-a-bisabolol in the
ethanol-induced ulcer model

The administration of absolute ethanol produced lesions
in the gastric mucosa which were reduced in the animals
pretreated with (-)-a-bisabolol 100 mg/kg (BIS 100)
(9.590 £ 1.611; P < 0.001), (-)-o-bisabolol 200 mg/kg
(BIS 200) (2.088 = 0.646; P < 0.001), or cyprohepta-
dine 10 mg/kg (CYP) (4.108 £ 0.611; P < 0.001), as
compared to controls (26.21 £ 1.626) (Figure 1).

Study of anti-ulcer action of (-)-a-bisabolol in
indomethacin-induced ulcer

As demonstrated in Figure 2, the administration of
indomethacin produced lesions in the gastric mucosa
which were reduced in the animals pretreated with
BIS 100 (5.625 %+ 0.420; P <0.001), BIS 200
(3.625 £ 0.420; P <0.001), or ranitidine 25 mg/kg
(6.857 £ 0.459; P < 0.001), as compared to controls
(11.670 £ 0.760).

Evaluation of the role of nitric oxide metabolic
pathway in the gastroprotective effects of
(-)-a-bisabolol in the ethanol induced ulcer model
The results obtained with the pretreatment with
L-NAME, an inhibitor of the NO synthase activity, on
the gastroprotective effect of (-)-a-bisabolol are presented
in Figure 3. In the control group, absolute ethanol
produced gastric lesions (26.21 £ 1.626) and the gas-
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Figure 1 Effect of (-)-a-bisabolol 100, 200 mg/kg (BIS 100 and
200) and cyproheptadine 10 mg/kg (CYP), p.o. on percentage of
ulcerated area in ethanol-induced ulcer model (ethanol 0.2 mL/
animal p.o.). The results are mean + SEM for eight mice. Statistical
comparison was performed using ANOVA followed by the Student—
Neuman—Keul's test. ***P < 0.001 in comparison with the control
group (vehicle + ethanol).
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Figure 2 Effect of (-)-a-bisabolol 100, 200 mg/kg (BIS 100 and
200), and ranitidine 10 mg/kg on ulcer scores according to Szabo
et al. [3] in indomethacin-induced ulcer model (indomethacin

20 mg/kg p.o.). The results are mean = SEM for eight mice.
Statistical comparison was performed using ANovA followed by the
Student-Neuman—Keul'’s test. ***P < 0.001 in comparison with the
control group (vehicle + indomethacin).
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Figure 3 Effect of .-NAME 10 mg/kg, i.p. a nitric oxide competitive
inhibitor, in the (-)-o-bisabolol 200 mg/kg p.o. (BIS 200) gastro-
protection in ethanol-induced ulcer model (ethanol 0.2 mL/animal
p.o.). The results are mean + SEM for eight mice. Statistical
comparison was performed using ANOVA followed by the Student—
Neuman—Keul's test. ***P < 0.001 in comparison with the control
group (vehicle + ethanol).

troprotective effect of (-)-o-bisabolol (2.088 + 0.646;
P < 0.001) was not reversed by previous administration
of I-NAME 10 mg/kg (4.120 £ 0.893; P < 0.001).

Evaluation of the role of Karp* on the
gastroprotective effects of (-)-a-bisabolol in

the ethanol-induced ulcer model in mice

The effects of oral administration of (-)-o-bisabolol on
ethanol-induced lesions in glibenclamide-pretreated mice
are demonstrated in Figure 4. Pretreatment with Kpp*
antagonist, glibenclamide (10 mg/kg i.p.), did not sig-
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Figure 4 Effect of glibenclamide 10 mg/kg i.p. (GLIB), a Kapp ™
antagonist in the (-)-a-bisabolol 200 mg/kg p.o. (BIS 200) gastro-
protection in ethanol-induced ulcer model (ethanol 0.2 mL/animal
p.o.). The results are mean + SEM for eight mice. Statistical
comparison was performed using ANova followed by the Student—
Neuman—Keul's test. **P < 0.001 in comparison with the control
group (vehicle + ethanol).

nificantly decrease the gastroprotective effect of BIS 200
(6.288 £ 0.955; P <0.001). On the hand, damage
similar to controls (28.74 *+ 0.498) was observed in
mice pretreated alone with glibenclamide (31.020+
1.091).

Evaluation of involvement of prostaglandins in
gastroprotective effects of (-)-a-bisabolol in
ethanol induced ulcer model

The effects of pretreatment with indomethacin on the
gastroprotective effect of (-)-a-bisabolol is shown in
Figure 5. As described before, ethanol-induced ulcer
was significantly reduced by pretreatment with (-)-o-
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Figure 5 Effect of (-)-a-bisabolol 200 mg/kg p.o. (BIS 200) in
ethanol-induced ulcer (ethanol 0.2 mL/animal p.o.) with
pre-treatment with indomethacin, 10 mg/kg p.o. (INDO). The
results are mean = SEM for eight mice. Statistical comparison was
performed using ANova followed by the Student—-Neuman—

Keul'’s test. ***P < 0.001 in comparison with the control group
(vehicle + ethanol).

bisabolol 200 mg/kg (2.088 + 0.646) and this effect
was not reverted by previous indomethacin administra-
tion (5.229 = 1.300). The group treated only with
indomethacin (20.930 + 1.987) before ethanol admin-
istration presented lesions similar to ethanol control
group (23.780 + 2.142).

Evaluation of involvement of glutathione
metabolism in the gastroprotective effects of
(-)-a-bisabolol

Figure 6 shows the influence of pretreatment with (-)-o-
bisabolol and NAC on gastric GSH amount in healthy
animals. Animals treated with NAC 750 mg/kg showed
increased levels of GSH (318.182 + 45.582; P < 0.01)
and those treated with BIS 200 mg/kg presented no
alteration of GSH content (148.576 £ 7.911) as com-
pared to those that received only vehicle without
induction of ulcer by ethanol (151.392 £ 11.005).
However, the pretreatment with (-)-o-bisabolol and
NAC caused a significant increase in the GSH amount
(126.530 £ 12.895; P < 0.05 and 144.054 £+ 29.115;
P <0.01) in ulcerated animals when compared to
controls that received only vehicle before ethanol
administration (61.616 = 7.600) (Figure 7).

In the indomethacin-induced ulcer model, the pre-
treatment with (-)-o-bisabolol 100 and 200 mg/kg
increased the GSH amount (99.027 + 5.336; P < 0.05
and 112.484 £ 11.624; P < 0.01), respectively, as
well N-acetylcysteine (160.610 £ 11.7791; P < 0.001)
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Figure 6 Effects of (-)-a-bisabolol 200 mg/kg, p.o (BIS 200) on
production of gastric GSH in mice without ethanol treatment
(healthy). N-Acetylcysteine 750 mg/kg p.o. (NAC), a precursor of
GSH synthesis. The results are mean + SEM for eight mice.
Statistical comparison was performed using ANovA followed by
Student—-Neuman—Keul's test. **P < 0.01, *P < 0.05 in comparison
with control group (vehicle).
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Figure 7 Effects of (-)-a-bisabolol 200 mg/kg p.o. (BIS 200) on
production of gastric GSH in mice with ulcer induced by ethanol
0.2 mlL/animal (ethanol). N-Acetylcysteine 750 mg/kg p.o. (NAC)
is a precursor of GSH synthesis. Statistical comparison was
performed using ANovaA followed by Student—Neuman—Keul’s

test. **P < 0.01, *P < 0.05 in comparison with control group
(vehicle + ethanol).
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Figure 8 Effects of (-)-a-bisabolol 100 and 200 mg/kg p.o. (BIS 100
and 200) on production of gastric GSH in mice with ulcer induced
by indomethacin 20 mg/kg p.o. (indomethacin). N-Acetylcysteine,
750 mg/kg p.o. (NAC), a precursor of GSH synthesis. The results
are mean + SEM for eight mice. Statistical comparison was
performed using ANovA followed by Student—Neuman—Keul’s

test. **P < 0.01, *P < 0.05 in comparison with control group
(vehicle + indomethacin).

when compared with animals pretreated with vehicle
only (66.446 + 3.543) (Figure 8).

DISCUSSION

A recent study conducted with essential oil obtained
from the bark of Vanillosmopsis arborea, which contains
(-)-a-bisabolol, showed antiulcer activity in the ethanol-
induced ulcer model [16]. As several substances are

N.F.M. Rocha et al.

present in essential oils it is important to determine
which is the active component in order to study the
mechanism of antiulcer activity. The present work
describes for the first time, the antiulcer activity of (-)-
o-bisabolol against both indomethacin and ethanol-
induced ulcer in mice. Several mechanisms appear to
be involved in the gastric ulcer production, and in this
way it is not possible to suggest an only mechanism to
explain it. Based in this, in order to investigate gastro-
protective effects of (-)-a-bisabolol, different pharmaco-
logical tools were used in present study.

It is known, that NSAID, like indomethacin, produce
gastrointestinal damage mainly as a consequence of the
depletion of gastroprotective prostaglandins through the
inhibition of cyclooxygenase (COX-1). These prostaglan-
dins strengthen protective mechanisms such as mucus
production, vasodilation and decreased acid secretion
[22].

Prostaglandins, as described previuosly, play an
important role in gastric cytoprotection [23]. It is known
that PGE, and PGI, in the stomach are able to decrease
acid secretion, the production of pepsin, and cause
vasodilatation by relaxation of vascular smooth muscle
[24]. Tt has been proposed that some actions of prosta-
glandins (e.g. vasodilation) may be due to the activation
of Kopp' through protein kinase A (PKA) [25].

In the indomethacin-induced ulcer model, the results
showed that, similarly to ranitidine, (-)-a-bisabolol was
effective in protecting the gastric mucosa against lesions
induced by NSAIDs. However, these results do not mean
that the protective action of the drug is, in fact, directly
linked to PGs synthesis or metabolism, since H2 hista-
mine receptor blockers such as ranitidine, are frequently
used as reference drug in this model by decreasing
gastric lesions through antisecretory actions [26].

Therefore, in order to investigate the role of prosta-
glandins in gastroprotective effects of (-)-a-bisabolol in
the ethanol-induced ulcer model, mice were pretreated
with indomethacin. Our results showed that pretreat-
ment with indomethacin did not prevent the protective
effect of (-)-o-bisabolol, suggesting that an increase in
prostaglandin synthesis is probably not involved in its
gastroprotective action.

The actions of glibenclamide, a sulphonylurea that
closes the ATP-dependent potassium channels (Kap™),
and diazoxide, a drug that opens the K rp*, to alter
the gastroprotective effects of some drugs have been
accepted as evidence to suggest the involvement of
Karp' in gastric functions [27]. Eguchi et al. [25]
demonstrated that endogenous prostaglandins act as
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activators of Kapp' and this mechanism, at least in
part, mediates gastroprotection. Based on these data,
we also decided to investigate the involvement of the
Karp' on the gastroprotective effects of (-)-o-bisabolol
by previous treatment with glibenclamide. Our data
showed no difference in the gastroprotective effects of
(-)-o-bisabolol when the animals were previously
treated with glibenclamide drug, suggesting that Kpp"
does not appear to be involved with the gastroprotective
effect of (-)-o-bisabolol. These observations indicate that
the gastroprotective effect of (-)-o-bisabolol in ethanol-
induced ulcer appears not to be mediated by prosta-
glandins nor Kpp ™.

On the other hand, the gastric damage caused by
ethanol may be due to several other mechanisms.
Al-Harbi et al. [28] have suggested that stasis of gastric
blood flow would contribute to development of hemor-
rhages, erosion and necrosis, as well as causing degran-
ulation of mast cells. Another report [29] suggests that
5-HT displays an important role in the mechanism of
ethanol-induced ulcer from the observation that meth-
ysergide, an antagonist of 5-HT receptors, decreased
gastric lesions induced by ethanol. Confirming these
data, Ohta et al. [30] showed that cyproheptadine, an
antagonist of 5-HT and histamine receptors was able to
increase gastric blood flow and reduce the acute gastric
lesions induced by other drugs, such as 48/80 com-
pound. Our results confirm the gastroprotective effect of
cyproheptadine as demonstrated in the ethanol-induced
ulcer model.

Nitric oxide has been implicated as having a role in
gastric protection by increasing mucus production and
bicarbonate secretion [31]. However, our results dem-
onstrated that (-)-o-bisabolol was able to decrease
gastric ulceration induced by ethanol as compared to
controls, but this effect was not reversed by the
previous administration of 1-NAME, a known non-
selective competitive inhibitor of nitric oxide synthase
(NOS). This suggests, that the nitric oxide pathway is
probably not involved with gastroprotection of (-)-o-
bisabolol.

Other studies confirm the possible central role of
superoxide and hydroxyl radicals in the development of
ethanol-induced gastric mucosal damage [32]. It was
also reported that potent hydroxyl radical scavengers
such as dimethyl sulfoxide, thiocyanate, and thiourea,
were effective in protecting the gastric mucosa against
damaging effect of ethanol [32]. In fact, sulfydryl-
containing compounds are known to prevent the devel-
opment of ethanol-induced gastric mucosal damage, at

least in part due to the neutralizing hydroxyl radical
[33,34].

It was demonstrated previously that ethanol decreases
the gastric content of GSH, as well as causing increased
peroxidation [35]. According to this, some studies
evidenced gastroprotective effects of reduced glutathione
(GSH) [33] and the fact of sulfydryl donor compounds as
N-acetylcysteine are capable to decrease the gastric
lesions induced by ethanol [19]. Taking this into
account, we decided to evaluate the involvement of
GSH metabolism in the gastroprotective effects of (-)-o-
bisabolol. Our study showed that ethanol significantly
reduced the gastric content of glutathione in comparison
with mice that received no ethanol, while (-)-a-bisabolol
was able to prevent this effect. However, the adminis-
tration of (-)-a-bisabolol did not increase gastric GSH in
animals without ethanol treatment (healthy), as com-
pared to control group treated with saline. Conversely,
our studies showed that NAC, an amino acid precursor of
GSH synthesis, increases the GSH in the stomachs of
healthy mice. Indomethacin has been shown to deplete
the gastric content of GSH [36,37], and our results found
that (-)-a-bisabolol was able to raise the levels of GSH in
mice with indomethacin-induced ulcer compared to mice
that received vehicle only. These results suggest that the
gastoprotective effects promoted by (-)-o-bisabolol may
be, at least in part, associated to with its antioxidant
properties in the ethanol and indomethacin-induced
ulcer model.

In conclusion, this study demonstrated a gastropro-
tective effect of (-)-a-bisabolol against both indomethacin
and ethanol-induced ulcer in mice. This effect may be
related to decreased GSH degradation, with a consequent
increase in its bioavailability and strengthening of this
defensive factor of gastric tissue.
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