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RESUMO

1,4-Cineol é um monoterpeno eter amplamente distribuido, o qual € um dos constituintes
responsaveis pelo odor do liméo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito gastroprotetor
de 1,4-Cineol (CIN 100 e 200 mg/Kg) nos modelos de lesdo induzidas por etanol ou
piroxicam em camundongos e, posteriormente, investigar 0s possiveis mecanismos de acéo
farmacoldgica envolvidos nesta acdo. A administracéo oral de 1,4-cineol 200 mg/Kg foi capaz
de proteger a mucosa gastrica dos danos causados pelo etanol (0,2 ml/amimal, v.0). Esta
gastroprotecdo foi também avaliada microscopicamente mostrando que CIN (200 mg/Kg, p.0.)
diminuiu o edema na submucosa, o infiltrado inflamatério e a hemorragia. 1,4-Cineol (100 e
200 mg/Kg, v.0.) também reduziu significantemente as lesdes géastricas causadas pelo
piroxicam (30 mg/Kg, s.c.). O mecanismo de gastroprotecdo de CIN foi examinado na dose
de 200 mg/Kg no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos. Nos animais
pré-tratados com L-NAME (10 mg/Kg, i.p.), um inibidor da oxido nitrico sintetase, com
glibenclamida (10 mg/Kg i.p.), uma substancia que bloqueia os canais de potassio ATP-
dependente, ou com capsazepina (5 mg/Kg i.p.) um antagonista dos receptores vanil6ides
TRPV-1, o efeito gastroprotetor de CIN n&o foi significantemente inibido por estes
mecanismos. Por outro lado, o efeito gastroprotetor de CIN foi revertido em animais pré-
tratados com indometacina (10 mg/Kg v.0.), um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase,
demostrando que ha uma ativacao desta enzima no mecanismo de acdo de CIN. Este trabalho
avaliou também o mecanismo antioxidante de CIN como um agente gastroprotetor contra as
lesGes induzidas pelo etanol. Sob as nossas condi¢cdes experimentais, 0 modelo de indugédo
pelo etanol causou mudangas nos sistema antioxidante da mucosa gastrica dos camundongos,
como a diminuicdo dos niveis de grupamentos sulfidrila (GSH) e da atividade da superdxido
dismutase (SOD), também mostrou um aumento da atividade da mieloperoxidade (MPO) e
uma concentracdo aumentada das espécies que reagem com 0 &cido tiobarbitirico (TBARS)
como indice de peroxidacdo lipidica (LPO). 1.4-Cineol (200 mg/Kg, v.0.) no modelo de
Ulcera por etanol, ndo interferiu na concentragdo do GSH, mas permitiu a restauracdo da
atividade normal de SOD, niveis normais de LPO e de atividade da MPO. Estes dados
sugerem que CIN 100 e 200 mg/Kg promovem gastroprotecdo contra lesdes induzidas pelo
etanol e/ou piroxicam em camundongos nos quais 0 mecanismo de acdo incluem o
envolvimento de prostaglandinas enddgenas e uma potente atividade antioxidante.

Palavras-chave: Ucera Péptica; Prostaglandinas; Camundongos.



ABSTRACT

1,4-Cineole is a widely distributed monoterpene ether, which is one of the flavor constituents
of lime juice. The aim of this work was to evaluate the gastroprotective effect of 1,4-Cineole
(CIN 100 and 200 mg/Kg) on ethanol or piroxicam-induced lesions in mice and further
investigate the possible pharmacological mechanisms involved in this action. The oral
administration of 1,4-cineole 200 mg/kg was able to protect the gastric mucosa from ethanol
injury (0.2 ml/animal, p.o.). This gastroprotection was also evaluated microscopically
showing that CIN (200 mg/kg, p.o.) decreased the cell loss in the mucosa, submucosal edema,
inflammatory infiltration and hemorrhage. 1,4-Cineole (100 and 200 mg/kg, p.o.) also
reduced significantly the gastric lesions induced by piroxicam (30 mg/kg, s.c.).
Gastroprotective mechanism of CIN was examined in the dose of 200 mg/kg, in the model of
gastric lesions induced by ethanol in mice. In animals pretreated with L-NAME (10 mg/kg,
i.p.), an inhibitor of nitric oxide synthase, or with glibenclamide (10 mg/kg, i.p.), a drug that
blocks ATP-dependent potassium channels, or with capsazepine (5 mg/kg, i.p.), an antagonist
of vanilloid receptor TRPV-1, the gastroprotective effect of CIN was not inhibited
significantly, suggesting that the effect of CIN is not involved with this mechanisms.
Otherwise, the gastroprotective effect of CIN (200 mg/kg, p.o.) was reverted in animals
pretreated with indomethacin (10 mg/kg, p.o.), a nonselective inhibitor of cyclooxygenase,
demonstrating that there is activation of these enzymes in the mechanism of action of CIN.
This work also evaluated the antioxidant mechanism of CIN as gastroprotective agent against
ethanol-induced lesions. Under our experimental conditions, the model of induction of ethanol
injury caused changes in the antioxidant system of the gastric mucosa of mice as the decrease
in the levels of sulfhydryl groups (GSH) and activity of superoxide dismutase (SOD), also
showed increased activity of myeloperoxidase (MPO) and high concentration of species that
react with thiobarbituric acid (TBARS) as index of lipid peroxidation (LPO). 1,4-Cineole
(200 mg/kg, p.o.) in the model of ethanol did not interfere with the concentration of GSH, but
allowed the restoration of normal SOD activity, normal levels of LPO and MPO activity. The
data suggest that CIN 100 and 200 mg/kg promote gastroprotection against lesions induced by
ethanol or piroxicam in mice whose mechanisms include the involvement of endogenous
prostaglandins and potent antioxidant activity.

Key words: Peptic ulcer; Prostaglandins; Mice.
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1INTRODUCAO

1.1 Ulcera péptica

A Ulcera é definida como uma abertura na mucosa do trato digestivo, que se estende
através da musculatura da mucosa a submucosa ou mais profundamente (THOMOPOULOS
et al., 2004).

Ulcera péptica ou Doenca péptica ulcerosa (DPU) é uma denominagio genérica,
comumente utilizada para designar as Ulceras que surgem principalmente no estbmago e no
intestino, com tecido aparente. Gastrite ou duodenite podem gerar Ulceras pépticas. As Ulceras

esoféagicas, mesmo sendo raras, também podem ser consideradas Ulceras pépticas.

O surgimento destas lesdes deve-se a um desequilibrio entre os fatores protetores
(muco, bicarbonato, fluxo sangiiineo adequado, oxido nitrico (NO), prostaglandina (PG),
dentre outros) e agressores (pepsina, acido cloridrico, H,0,, OH", Oy, dentre outros). Estas
lesbes podem ser desencadeadas e agravadas pelo estresse, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, uso de drogas antiinflamatorias do tipo ndo esteroidais (DAINES) e pela presenca
de Helicobacter pylori no trato gastrointestinal (WALLACE; GRANGER, 1996; MAITY et
al., 2003).

Apesar da baixa mortalidade associada a esta doenca, a qualidade de vida dos
doentes é bastante afetada, implicando em elevados custos econémicos, diretos ou indiretos
(MARTINS et al., 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, a Ulcera péptica € uma doenca extremamente
dindmica. Sua prevaléncia é dificil de ser estimada, devido a subjetividade dos sintomas e a
semelhanga do quadro clinico com os Vvérios tipos de dispepsia. A maioria dos estudos
epidemioldgicos baseia-se em estatisticas obtidas a partir de atendimentos médicos,
hospitalizacdes, cirurgias e 6bitos, dados estes, sujeitos a criticas, como néo-representativos
de todo o espectro da doenca ulcerosa. A despeito de ser uma doenca extremamente frequente,

ndo se conhece de modo preciso sua real incidéncia na populagédo brasileira. Nas diferentes
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estatisticas, a incidéncia de Ulcera péptica no Brasil varia de 1 a 20%, o que reflete tdo
somente diferengas na coleta dos dados, nos critérios de diagndstico e na variagdo das
populacdes estudadas. Atualmente, estudos mostram que as Ulceras pépticas afetam cerca de
10% da populacdo mundial (VERAS, 2007).

O etanol é uma causa comum de lesdo gastrica em humanos. E conhecido como
uma substancia toxica que causa injuria a mucosa gastrica. Sua ingestdo excessiva pode
resultar em gastrite aguda, caracterizada por edema de mucosa, hemorragias subepiteliais,
esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatorias (GUSLANDI, 1987). O etanol
absoluto promove rapidamente a formacdo de bolhas enanteméticas na mucosa gastrica,
devido a uma reacdo inflamatdria aguda que provoca um aumento na permeabilidade vascular
(SZABO et al., 1985).

Um importante efeito deletério do etanol no estdmago é deplecdo dos grupos
sulfidrilicos ndo-protéicos, que sdo necessarios para a estabilizacdo das membranas celulares,
bem como para a eliminacdo de radicais livres. O etanol também influencia a atividade da
musculatura, provoca estase gastrica, congestao capilar e aumento da permeabilidade vascular,
aumentando o risco de hemorragia e ulceragdo, associados a lesGes macroscopicas e
microscopicas na mucosa (MACMATH, 1990; SANTOS; RAO, 2001).

Como conseqliéncia dos danos aos microvasos, o etanol promove a liberacdo de
mediadores inflamatérios e vasoconstricdo de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também a liberacdo de endotelina e degranulacdo de mastacitos.
Eventualmente, esses eventos levam a formacdo de mais necrose na mucosa (SAIKA;
UEYAMA; SENBA, 2000; TARNAWSKI et al., 1998). Foi verificado também que o etanol
causa um aumento na transmigracdo neutrofilica, de forma dose-dependente, com consequiente
dano celular no epitélio gastrico (KVIETYS et al., 1990; SZABO et al., 1985).

Com base nos conhecimentos produzidos, Siegmund, Teyssen e Singer (2002)
propuseram um esquema para representar os efeitos agudos e crénicos do etanol na mucosa

gastrica (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e crénico de etanol no

estdmago
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Fonte: (SIEGMUND; TEYSSEN; SINGER, 2002).
1.2 Fatores protetores da mucosa géastrica

1.2.1 Oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que participa da sinalizagdo de

inimeros processos fisioldgicos como o relaxamento do musculo liso, neurotransmissao,

agregacao plaquetaria, regulacdo de mecanismos pré e anti-apoptoticos e controle da presséo
arterial e fluxo sanguineo regional (RADOMSKI; MONCADA, 1993; KIM et al., 2001). Na

presencga de oxigénio molecular, o terminal guanidino nitrogenado da L-arginina produz NO e

L-citrulina em um processo catalisado pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (KUO;
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SCHROEDER, 1995).

O oxido nitrico (NO) tem um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa
gastrica, como: regulador na secrecdo de muco (BROWN et al.,, 1993), vasodilatador
produzindo aumento de fluxo sanguineo local (WALLACE; MILLER, 2000), inibidor da
migracdo de neutrofilo (BANICK et al., 1997) e auxiliar no processo de cicatrizagdo da ulcera
gastrica (JADESKI; LALA, 1999). Na cicatrizacdo, 0 NO é um importante reparador da
mucosa, provavelmente pela sua habilidade de aumentar o deposito de colageno pelos
fibroblastos além de estimular a angiogénese (WALLACE et al., 2000).

O bloqueio do NO aumenta o estresse oxidativo ativando mastécito. Essas células
sdo encontradas em grandes quantidades no trato gastrointestinal (TGI), as quais liberam
mediadores como histamina e fator ativador de plaquetas, causando o aumento da
permeabilidade epitelial; esse evento é rapidamente revertido pela liberagdo exdgena de NO
(KANWAR et al., 1994).

Alguns trabalhos recentes tém confirmado o papel do 6xido nitrico endégeno na
gastroprotecdo contra diferentes agressores. Santos et al. (2005) mostraram que o sildenafil,
droga estimuladora da via NO/GMPc , protegeu a mucosa gastrica da lesdo por indometacina.
Medeiros et al. (2008) mostraram também uma acdo protetora do sildenafil na lesdo gastrica
induzida por etanol. O uso de L-NAME, um inibidor das isoformas da 6xido nitrico sintase,
prolongou a cicatrizacdo da injaria gastrica aguda (KONTUREK et al., 1993) e aumentou a
intensidade da leséo provocada por etanol em estdmago de ratos (NAHAVANDI et al., 1999).

1.2.2 Neurdnios sensoriais aferentes

A importancia do papel dos neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina veio de
estudos que mostraram que a administracdo sistémica de capsaicina (GRAY et al., 1994;
HOLZER; LIPPE, 1988; SZOLCSANYI; BARTHO, 1981) ou a administracdo dentro do
estbmago de capsaicina em concentracdes elevadas (ABDEL-SALAM; MOZSIK;
SZOLCSANYI, 1995; SZOLCSANY!I, 1990) resultaram em exacerbacdo do efeito lesivo de
agentes ulcerogénicos. Por outro lado, a administracdo em baixas concentracfes estimulou

terminacOes periféricas de nervos sensoriais sensiveis a capsaicina e protegeu a mucosa
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gastrica contra injlrias diversas (ABDEL-SALAM; SZOLCSANYI; MOZSIK, 1997;
HOLZER et al., 1990; MERCHANT et al., 1994).

O receptor vanildide tipo 1 (VR1), chamado de acordo com a nova nomenclatura de
canal de potencial transiente tipo vanildide subtipo 1 (TRPV1), estd expresso numa
subpopulacéo de nervos sensoriais sensiveis a capsaicina que respondem a estimulos nocivos
mecanicos, térmicos e quimicos. A estimulacdo desses receptores sensoriais gastricos leva a
liberacdo de substancia P (KWOK; MCINTOSH, 1990), somatostatina e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) (INUI et al., 1991; REN et al., 1993), mas inibe a secrecdo de
gastrina (REN et al., 1993).

1.2.3 Canais de potéassio sensiveis a0 ATP (K" atp)

Os K'ap participam de diversos processos fisioldgicos como liberagdo de
neurotransmissores (LISS; BRUNS; ROEPER, 1999), controle da secrecdo de insulina e
glucagon (ASHCROFT; HARRISON; ASHCROFT, 1984), citoprotecdo na isquemia cardiaca
e cerebral, reatividade vascular e manutencéo do ténus do musculo liso (DAUT et al., 1994).
Apesar de ndo ter sua acdo completamente elucidada no estdmago, os K*arp parecem estar
envolvidos com a contratilidade do estdbmago, a regulacdo do fluxo sangiiineo e com a secre¢édo
de acido gastrico (TOROUDI et al.,, 1999). Nos ultimos dez anos, estudos utilizando
glibenclamida e diazoxido, respectivamente, inibidor e ativador dos K*atp, tém demonstrado
que a ativacdo desses canais tem participacdo na protecdo gastrica contra diferentes agressores.
Akar et al. (1999) demonstraram que o diazoxido reduziu a lesdo gastrica e a infiltracdo
neutrofilica induzida por indometacina, enquanto o uso de glibenclamida reverteu esses
achados. A ativacio de canais K'atp também esta envolvida na protecio géstrica do sildenafil
contra a lesdo induzida por etanol (MEDEIROS et al., 2008). Gomes et al. (2006)
demonstraram que os K'atp tém papel na gastroprotecdo do LPS contra a lesdo induzida por
indometacina e, Rahgozar et al. (2001) mostraram que o diazdxido inibiu as lesdes gastricas

provocadas por etanol, enquanto a glibenclamida aumentou essas lesdes.

1.2.4 Prostaglandinas (PGs)

A formacdo das PGs inicia-se com a ativacdo da fosfolipase A, que pode ser
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provocada por estimulos fisiologicos (angiotensina, bradicinina, noradrenalina) ou por
estimulos patologicos (lesdo tecidual). A fosfolipase A, atua sobre fosfolipideos
transformando-os em acido araquid6nico que por sua vez pode percorrer duas vias: a via da
ciclooxigenase (COX), com formacdo de PGs e tromboxano, ou a via da lipoxigenase, com
formagé&o de leucotrienos (RANG et al., 2007).

Acredita-se que a maior parte das prostaglandinas no tecido gastrico normal seja
sintetizada pela acdo da ciclooxigenase-1 (COX-1) (HALTER et al., 2001). Segundo Vane e
Botting (1998), a COX-1 é responsavel por manter a integridade da mucosa e o fluxo
sanguineo, enquanto a ciclooxigenase-2 (COX-2) estd envolvida no processo inflamatorio. No
entanto, estudos recentes vém demonstrando um papel relevante da COX-2 na defesa da
mucosa gastrointestinal. Tegeder et al. (2000) mostraram a contribuicdo da COX-2 na sintese
de prostaglandinas no estdmago de ratos. Brzozowski et al. (1999) e Maricic et al. (1999)
demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 pioraram a lesdo gastrica por isquemia e
reperfusdo. Posteriormente, Miyake et al. (2002) observaram que no curso de uma reacao
inflamatoria gastrica ocorreu um aumento da expressao de COX-2 e uma adaptacdo da mucosa
a lesdo por etanol. Souza et al. (2003) demonstraram que o efeito protetor da gastrite por
iodocetamina em ratos é inibido pelo rofecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2.

1.2.5 Sistema antioxidante

O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula altamente reativo, que contém
namero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). E este ndo-emparelhamento de elétrons da Ultima camada que confere alta reatividade
a estes atomos ou moléculas. Na verdade, radical livre ndo € o termo ideal para designar os
agentes reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em
sua ultima camada. Como em sua maioria séo derivados do metabolismo do O, o termo que

melhor identifica estes agentes é “espécies reativas do oxigénio” (EROS).

EROs sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Em condices fisiologicas
do metabolismo celular aerdbio, 0 O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro

elétrons, resultando na formacéo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermediarios
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reativos, como os radicais superéxido (O,"), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OHY), e o

peroxido de hidrogénio (H,0,).

Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das
EROs é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (COHEN, 1987). Todos o0s
componentes celulares sdo suscetiveis a agdo das EROs, porém a membrana € um dos mais
atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracBes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares (MELLO et al., 1983). Conseqlientemente, a perda
da seletividade na troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacgdo de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989).

Em condi¢cBes normais, a concentracdo destas espécies dentro das células é
extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem, ou
impedem sua formacdo. Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo conjunto
das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR) e pela catalase (CAT) (MCCORD; FRIDOVICH, 1969).

1.2.5.1 Grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (SHs)

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado por cisteina, glutamato e glicina. Sua
molécula possui uma ligacdo peptidica ndo muito comum entre o grupo amina da cisteina e o
grupo carboxila do glutamato. A glutationa é um antioxidante hidrossoltvel reconhecido como
0 mais importante componente endogeno do pool dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos do
nosso organismo (PARK et al., 2000; GONZALES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004), e
atua protegendo as células contra toxinas como as espécies reativas de oxigénio (EROs)
(STRUZYNSKA; CHALIMONIUK; SULKOWSKI, 2005).

O papel gastroprotetor dos grupamentos SH endogenos (compostos sulfidrila),
presentes no muco gastrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, ja foi demonstrado
em diversos modelos de indugdo de Ulcera (etanol, DAINES e estresse), nos quais ocorre uma
deplecdo destes compostos (HERNANDEZ-MUNOZ; MONTIEL-RUIZ, C.; VAZQUEZ-
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MARTINEZ, 2000; BAYIR et al., 2006). O pre-tratamento com bloqueadores de grupos SH
demonstrou potencializar significativamente a indugdo de Ulceras géstricas (HIRAISHI et al.,
1994), enquanto que aumentos significativos promovem gastroprotecdo (SENER-
MURATOGLU et al., 2001).

No processo inflamatorio, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas e
iniciam uma reacdo em cadeia que culmina na peroxidacdo lipidica e morte celular (TARIQ et
al., 2006). Os compostos sulfidrila ligam-se aos radicais livres formados durante este processo
ou produzidos apds exposicdo a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa gastrica
(AVILA et al., 1996).

Estes agentes sdao também importantes na producdo (SALIM, 1992) e manutencédo
do muco gastrico, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas sdo unidas entre si por pontes

dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossoltvel (AVILA et al., 1996).

1.3 Terapéutica atual

O tratamento da doenca ulcerosa objetiva restabelecer o equilibrio da mucosa
gastroduodenal rompido, seja por aumento dos fatores agressores (HCI, pepsina, bile,
madicamentos ulcerogénicos, Helicobacter pylori), seja por reducdo dos fatores defensivos
locais (secrecdo de muco, bicarbonato e prostaglandinas) ou, ainda, por ambos os desvios
(VERAS, 2007).

Durante séculos, os farmacos visavam sempre neutralizar o conteddo gastrico de
acido cloridrico utilizando antiacidos, dieta alimentar ou cirurgia. Somente no inicio dos anos
70 foram introduzidos no mercado novos farmacos através da definicdo dos receptores de
histamina H, e consequentemente uso de antagonistas seletivos, como a cimetidina e a
ranitidina (BLACK et al., 1972; YUAN; PADOL; HUNT, 2006). Esses farmacos causaram
um grande impacto mundial, o que levou Kurata et al. (1983) a escreverem um artigo na
Science intitulado “What in the world is happening to ulcers?”. O artigo descreve essa
modificagdo no panorama do tratamento de Ulcera péeptica, com uma diminui¢do expressiva

no ndmero de cirurgias.
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Algum tempo depois, foram desenvolvidos farmacos citoprotetores, como o
misoprostol, um analogo da PGEs1, e extensas revisdes sobre eles tém sido feitas. A
prostaglandina no estdbmago inibe a secrecdo acida, enquanto estimula a secrecdo de muco e
bicarbonato (HAWKEY, 2000).

Outros farmacos gastroprotetores foram introduzidos como os inibidores da bomba
protonica ou H*, K" ATPase, responsavel pela secrecdo &cida gastrica. A substancia padrao
foi o omeprazol, que é capaz de inibir a secrecdo acida por inativacdo da bomba através da
formacdo de ligacbes dissulfeto entre as moléculas reagentes do omeprazol com a enzima
(LINDBERG; BRANDSTROM; WALLMARK, 1987; SACHS et al, 1988; OLBE;
CARLSSON; LINDBERG, 2003).

Apesar da grande variedade de tratamentos, a doenca tem mostrado uma elevada
tendéncia para a recidiva (MARTINS et al., 2005). Muitos medicamentos utilizados no
tratamento desta doenca ndo sdo completamente efetivos e muitos efeitos adversos
acompanham estas drogas, além do alto custo desses medicamentos para o paciente (TOMA
etal., 2002).

Desta forma, muitos produtos derivados de plantas apresentam-se como uma fonte
atraente de novas drogas e muitos tém mostrado resultados promissores para a clinica
(ZAYACHKIVSKA et al., 2005), seja como fonte no desenvolvimento de novas ferramentas
farmacoldgicas ou como um produto adjuvante no tratamento das Ulceras gastricas
(ARRIETA et al., 2003).

Modelos experimentais utilizando o sistema digestivo, ou partes dele, podem ser de
grande utilidade para a descoberta de novas drogas. Modelos experimentais de Ulcera gastrica
e de secrecdo estomacal tém custos relativamente baixos, pois necessitam basicamente de
animais de laboratério e algumas drogas (CARVALHO, 2006).

A lesdo gastrica por etanol ¢ um modelo extensamente utilizado para avaliagcdo
experimental de drogas antiulcerogénicas (PANDIAN; ANURADHA; VISWANATHAN,
2002). As lesBes ocorrem predominantemente na parte glandular do estbmago com formacéo

de leucotrienos C, (LTC,), espécies reativas do oxigénio, produtos secretados pelos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anuradha%20CV%22%5BAuthor%5D
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mastdcitos, diminuicdo do muco e deplecdo de grupamentos sulfidrilicos, resultando em
danos & mucosa gastrica (RAO et al., 2004). Este modelo possui fundamental importancia
para a pesquisa cientifica no que concerne ao fato de podermos avaliar possiveis mecanismos

pelos quais as substancias podem atuar promovendo gastroprotecao.

Outro modelo bastante utilizado é a ulcera induzida por indometacina. A
administracdo de indometacina reduz, de forma significativa, a secrecdo de prostaglandinas,
bicarbonato e o fluxo sanguineo da mucosa gastrica em animais experimentais. A inibicédo das
prostaglandinas predispde o estdtmago e o duodeno a danos na mucosa, enquanto o estimulo
das prostaglandinas pode exercer um papel de protecdo. Assim, o efeito antiulcerogénico
citoprotetor de uma droga pode ser mediado pelas prostaglandinas enddgenas (SZABO;
SZELENYI, 1987; TAN et al., 2002).

1.4 Produtos naturais e a relacdo com a gastroprotecéo

O uso de plantas medicinais € milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso
em rituais magicos/religiosos (FIRENZOULI et al., 2005) ou como medicamento (LI,
OHIZUMI, 2004). O emprego empirico de produtos naturais era e continua sendo, uma das
formas usuais de se buscar cura e alivio para moléstias, ferimentos e males de conceituacado

popular, que sempre acompanharam o homem.

A utilizacdo das plantas como medicamentos pelo homem € tdo antiga quanto a
propria histéria da humanidade. Assim, desde muito tempo, o0s produtos naturais,
principalmente os oriundos de plantas, tém se destacado como fonte de agentes terapéuticos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos.
Pesquisadores investem fortemente na area de produtos naturais pelo fato desses produtos
encontrados na natureza apresentarem uma extensa diversidade em termos de estrutura

quimica e de propriedades farmacologicas (WALL; WANI, 1996).

Apesar do aumento dos estudos nessa area, os dados disponiveis revelam que
apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO,

1996). Dessa forma, as plantas medicinais tornaram-se o grande alvo das industrias
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farmacéuticas e institutos de pesquisa na busca de novas drogas e compostos com atividade
terapéutica (EVANS, 1996).

Vérios produtos naturais tém sido usados para o tratamento de disturbios
gastrintestinais. A primeira droga sistemicamente efetiva contra Ulceras géastricas, a
carbenoxolona, foi descoberta como resultado de estudos da Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
comumente usada pelos indigenas no tratamento de Ulceras gastricas, bronquite, inflamacédo e
espasmos (AKTAR; MUNIR, 1989).

Dados recentes na literatura demonstram a grande variedade de substéncias
quimicas isoladas de plantas que apresentam atividade antiulcerogénica e contra distarbios do
TGI, como alguns estudos de nosso proprio grupo, que demonstraram o efeito gastroprotetor

das substancias naturais isopulegol e esculina (SILVA et al., 2009; RIOS et al., 2010).

1.4.1 Oleos essenciais e 0s terpenos

Oleos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias sio os nomes dados as misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, conhecidas
por dleos volateis obtidos de partes de plantas principalmente através de destilacdo por arraste
com vapor d*agua, bem como por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. Oleos essenciais
possuem diferentes aplicacOes, especialmente na area da medicina e cosméticos (CRAVEIRO;
FERNANDES; ANDRADE, 1981). Eles contribuem para a percepcdo dos sabores e das
fragréncias naturais (LIS-BALCHIN et al., 1999). Muitas das propriedades farmacolégicas
apresentadas pelos 6leos essenciais derivados de plantas se devem aos compostos quimicos
terpendides, particularmente os monoterpendides, geralmente presentes em grande quantidade
nestes 6leos (AMARAL et al., 2007). Dentre as diversas propriedades bioldgicas apresentadas
pelos monoterpenos, estudos na literatura tém demonstrado que estas substancias apresentam
atividade no sistema nervoso central, tais como acdo ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004),
depressora e anticonvulsivante (DE SOUSA et al., 2006).

Quando se determinou a estrutura de alguns terpenos, ficou claro que eles poderiam,
em principio, ser considerados como multiplos de uma unidade béasica: a do hidrocarboneto

isopreno (CsHjp). Esta observacdo levou a formacdo da chamada regra do isopreno, ou seja,
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todos os terpenos devem ser divisiveis em unidades isopreno. No entanto, sabe-se atualmente
que os terpenos ndo se formam na natureza a partir do isopreno, o qual nunca foi isolado

como produto natural. O precursor dos terpenos é o acido mevalénico (SIMOES et al., 1999).

Os monoterpenos e sesquiterpenos encontrados em o6leos essenciais de plantas
superiores foram classificados segundo suas estruturas quimicas, em numerosos tipos de
esqueletos (SIMOES et al., 1999). Para os monoterpenos, oito esqueletos sdo mais comuns

(um aciclico e sete ciclicos): p-metano, tujano, pinano, carano, fenchano, bornano, triciclano.

Nos Gltimos anos, um numero crescente de estudos tem demonstrado que varios
Oleos essenciais derivados de plantas brasileiras apresentam uma variedade de propriedades
bioldgicas, tais como analgésica (AMARAL et al., 2007; ALMEIDA et al.,, 2001),
anticonvulsivante (DE SOUSA et al., 2006), efeitos centrais (SILVA et al., 2007), e
atividades gastroprotetoras (PAULA et al., 2006). Muitos dos efeitos descritos anteriormente
sdo frequentemente atribuidos a monoterpenos, que sdo 0s principais componentes quimicos

dos 6leos essenciais.

1.4.2 Croton nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) e 1,4-Cineol

Croton nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) trata-se de uma planta aromatica
abundante no nordeste do Brasil, onde é wvulgarmente conhecida como
"Marmeleiro sabid". O género Croton é um dos mais bem representados
na flora da regido e inclui um grande numero de espécies aromaticas
gue sdo amplamente utilizadas na medicina popular local. InfusGes ou chas da casca
ou das folhas de C. nepetaefolius sdo comumente utilizados por possuir propriedades
antiespasmadicas, por aliviar a flatuléncia e aumentar o apetite (CRAVEIRO et al., 1980;
LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999). As folhas de C. nepetaefolius tém um teor de 6leo
essencial de aproximadamente 2% do peso da folha seca, composta principalmente de mono e
sesquiterpenes (CRAVEIRO et al., 1980). Foi mostrado que o Oleo essencial de C.
nepetaefolius (EOCN) induz uma variedade de efeitos farmacologicos. Em tecido
gastrointestinal isolados de cobaias, EOCN exibiu um efeito antiespasmodico
(MAGALHAES et al., 1998; MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-CARDOSO, 2004). No

sistema cardiovascular, o tratamento intravenoso com EOCN diminuiu a pressao arterial e a
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freqiiéncia cardiaca tanto em ratos conscientes como anestesiados (LAHLOU et al., 1999).
Além disso, EOCN mostrou uma atividade antinociceptiva em camundongos que ndo foi
mediada pela ativacdo do receptor opidide (ABDON et al., 2002). 1,8-cineol, também
conhecido como eucaliptol ou cajeputol (TISSERAND; BALACS, 1995), é o principal
constituinte do EOCN. Este Oxido de terpendides, presente em muitos 6leos essenciais
vegetais, tem sido relatado por alterar um disparo neural em certas areas do lobo olfatério
(NIKITIN; BALABAN, 2000; HUMMEL et al., 2003), bem como ter atividades hipotensora,
relaxante muscular suave (LAHLOU et al., 2002), antiinflamatoria (SANTOS; RAO, 2000;
KHALIL et al., 2004), e antinociceptiva (SANTOS; RAO, 2000). O 1,8-cineol bloqueou a
injuria gastrica promovida por etanol, de modo similar ao &cido nordihidroguanético, um
inibidor da lipoxigenase. Em estudo de secrecdo gastrica, o 1,8-cineol semelhantemente a
cimetidina, um bloqueador do receptor da histamina, inibiu 0 volume do suco gastrico bem
como a acidez total (SANTOS; RAO, 2001).

Figura 2: Croton sp. Familia Euphorbiaceae.

Fonte: http://uece.br/laboeco/index.php/pesquisas-em-andamento; acesso em 02/08/2011)

1,4-cineol, um anélogo do 1,8-cineol, € um monoterpeno oxigenado amplamente
distribuido, sendo um dos constituintes do sabor caracteristico do suco de limdo. Este analogo
esta presente no EOCN em menores quantidades, sendo considerado um precursor para a
hidroxilagdo microbiana com base em extensa precedéncia das biotransformagdes de
monoterpenos (ROSAZZA et al., 1987).
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A oxidacédo de 1,4-cineol, um éter ciclico de monoterpeno, foi estudada em ratos,
microssomas de figado humano e enzimas citocromo P450 (P450 ou CYP) recombinantes

expressas em células de inseto.

Em andlise por cromatografia em fase gasosa/espectrometria de massa, 2-exo-
hidroxi-1,4-cineol foi identificado como o principal produto de oxidacdo de 1,4-cineol.
CYP3A, trata-se da principal enzima envolvida na 2-hidroxilacdo de 1,4-cineol por
microssomas de figado humano (MIYAZAWA,; SHINDO; SHIMADA, 2001).

Figura 3: Estruturas de 1,8-cineol e 1,4-cineol.

CH; CH;
0
H;C CH; H,C CH;
1,8 — cineol 1,4 — cineol

Recentemente, em um estudo realizado em nosso laboratério, foi sugerido que 1,4-
cineol aprensenta uma atividade ansiolitica e depressora do Sistema Nervoso Central
(GOMES et al., 2010). Porém outros tipos de estudos, até onde se saiba, ainda sdo escassos
com relacdo a esta substancia, principalmente com relagdo a seus efeitos a nivel
gastrointestinal. Neste caso, 0 objeto do estudo realizado foi investigar as a¢des de 1,4-cineol

frente a varios tipos de injarias gastricas, visando estabelecer um efeito gastroprotetor.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shindo%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shimada%20T%22%5BAuthor%5D
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho visa avaliar a atividade de 1,4-cineol em modelos padronizados
de ulcera gastrica em camundongos, e tentar identificar os mecanismos farmacoldgicos

envolvidos.

2.2 Especificos

e Auvaliar os efeitos de 1,4-cineol sobre as lesbes gastricas induzidas por etanol e

por piroxicam em camundongos;

e Estudar as alteragdes histopatolégicas na mucosa gastrica apos a lesdo

promovida pelo etanol e o efeito de 1,4-cineol na protecdo da mucosa.

e Investigar o envolvimento das prostaglandinas (PGs), dos canais de potassio-
ATP-dependentes, dos neurbnios aferentes sensiveis a capsaicina (Receptores TRPV 1) e do
oxido nitrico (NO) no possivel efeito gastroprotetor de 1,4-cineol no modelo de lesdo

induzida por etanol absoluto.

e Auvaliar o envolvimento de parametros antioxidantes, como glutationa reduzida
(GSH) e a enzima Superdxido Dismutase (SOD), envolvidos no possivel efeito gastroprotetor
de 1,4-cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.

e Verificar parametros de estresse oxidativo, como peroxidacao lipidica (LPO) e
dosagem de mieloperoxidase (MPO), apds a lesdo promovida pelo etanol e o efeito de 1,4-

cineol e da N-acetilcisteina na protecdo da mucosa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Drogas e Reagentes

O quadro 1 mostra as substancia e reagentes utilizados na investigacao

experimental.

Quadro 1. Drogas e regentes utilizados durante os procedimentos experimentais.

Drogas/Reagentes Procedéncia
1,4-Cineol (CIN) Sigma®, U.S.A.
Acido Cloridrico. Vetec® Brasil.
Acido ditio bis-2-nitrobenzdico (DTNB) Sigma, ® U.S.A.

Acido etilenodiaminotetracético sal dissédico

(EDTA)

Reagen®,Brasil.

Acido tricloroacético (TCA)

Vetec®, Brasil.

Albumina sérica bovina Sigma®, U.S.A
Azul de nitro-tetrazolio Sigma®, U.S.A
Brometo de Hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) Sigma®, U.S.A
Capsaicina Sigma®, U.S.A
Capsazepina Sigma®, U.S.A
Ciproeptadina Sigma®, U.S.A.
Coomassie Blue G250 Sigma®, U.S.A.
Diazoxido Sigma®, U.S.A.
Etanol P.A. Merck®, Alemanha.

Formaldeido P.A.

Reagen®, Brasil.

Fosfato de potassio monobaésico

Vetec®, Brasil.

Fosfato de potassio dibasico

Vetec®, Brasil.

Glibenclamida

Biossintetica®, Brasil.

Hidrocloridrato de o-dianiside Sigma®, U.S.A
Hidroxido de sédio Vetec®, Brasil.
L-Arginina Sigma®, U.S.A.




L-Metionina

Vetec®, Brasil.

L-NAME (N®-Nitro-L-arginina-metiléster)

Sigma®, U.S.A.

Misoprostol

Pharmacia  Brasil

Brasil.

LTDA®,

N-acetilcisteina

Unido quimica®, Brasil.

Perdxido de hidrogénio

Vetec®, Brasil.

Piroxicam EMS®, Brasil.
Riboflavina Sigma®, U.S.A
Cloridrato de ranitidina Unido quimica®, Brasil.
Reagente de Folin QEEL®, Brasil.
Trisma base USB®,USA

Tween 80 Sigma®, U.S.A.

A capsaicina foi veiculada em diluente especifico, segundo composicéo abaixo:

- Formulacdo do diluente da capsaicina

Etanol absoluto iImL
Tween 80 ImL
PBS g.s.p. 10mL

- Formulacdo do PBS (Salina Tamponada)

NaCl 89
KCI 0,29
Fosfato de sodio dibasico 1,15¢g

Fosfato de s6dio monobasico 0,29
H.0qg.s.p. 1000mL
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3.2 Aspectos éticos observados para a realizagdo dos procedimentos experimentais em

animais

Todos os procedimentos envolvendo a utilizag&o de animais realizados no presente
estudo seguiram as recomendagdes do Conselho Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), respeitando a legislacdo vigente, e sob a autorizacdo do Comité de ética em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo n°64/09).

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, adultos,
machos, pesando entre 24-34g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara, mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia em caixas de
propileno 26 + 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo padrdo
(Purina®) e agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de solidos de 15-16
horas, antes da realizacdo de cada experimento em que a via oral foi utilizada para a absor¢éo
do farmaco ou acdo da droga.

3.4 Avaliacéo da atividade Gastroprotetora

3.4.1. Lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso em torno de 24-34 g, divididos em grupos
(n=8), foram tratados com ciproheptadina 10 mg/Kg, v.o. (Cipro 10) (OHTA; KOBAYASHI;
ISHIGURO, 1999; SILVA et al., 2009; ROCHA et al., 2009), um conhecido antioxidante, ou
com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, v.0.) ou CIN (100, 200 mg/Kg,
v.0.) 60 min antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Decorridos 30
min da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados,

abertos pela grande curvatura, lavados em solucdo salina 0,9 % e comprimidos entre dois
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vidros de reldgio para uma melhor visualizagdo. O percentual da face glandular géstrica
lesionada foi determinado com o auxilio de um programa de planimetria computadorizada
(ImageJ®). A 4rea ulcerada foi expressa em termos de percentagem em relacéo & area total do
corpo gastrico (ROBERT et al., 1979).

3.4.2 Avaliacéo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos

Para o estudo histopatologico, uma amostra do estdmago foi fixada numa solucéo
de formol 10% tamponado, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram
transferidas para uma solucdo de alcool 70%, onde permaneceram até a realizacdo dos
procedimentos histologicos. Logo ap6s, o material bioldgico foi seccionado e embebido em
parafina. Foram feitos cortes de cinco micrometros, colocados numa lamina e corados com
hematoxilina-eosina para o estudo no microscopio éptico. As amostras foram avaliadas de
acordo com os critérios de Laine e Weinstein (1988), sendo avaliada a perda de células
epiteliais (escores de 0-3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia
(escores de 0-4) e infiltracdo de células inflamatorias (escores de 0-3), sendo 14 o escore

maximo. Toda a avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.

3.4.3 Modelo de inducao de ulcera por droga anti-inflamatéria ndo-esteroidal (Piroxicam) em

camundongos

Este método foi realizado conforme descrito por Hayden, Thomas e West (1978) e
modificado por Puscas et al. (1997). Apo6s 36 horas de jejum, 0s grupos experimentais foram
tratados 30 minutos antes da indugéo da lesdo. Grupos de animais receberam solugdo de NaCl
0,9 % (v.0.), Ranitidina (20 mg/Kg, v.0.) ou CIN nas doses de 100 ou 200 mg/kg (v.0.). A
lesdo gastrica foi induzida pela administracdo subcutanea de piroxicam (30 mg/Kg). Apés 4
horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e, em seguida, 0s estdmagos
foram retirados e abertos ao longo da grande curvatura, e determinado o indice de lesdes
ulcerativas (ILU). A extensdo das lesdes foi registrada, atribuindo-se escores, de acordo com a
escala de Szabo et al. (1985), evidenciada no quadro 2.
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Quadro 2. Determinagdo do indice de lesGes gastricas induzidas por piroxicam segundo SZABO et al., 1985.

Parametro avaliado Pontuacédo
(n = n° de Ulceras encontradas)

1. Perda de pregas da mucosa 1 ponto

2. Descoloragdo da mucosa 1 ponto

3. Edema 1 ponto

4. Hemorragias 1 ponto

5. NUmero de petéquias

- ate 10 2 pontos

» mais de 10 3 pontos

6. Intensidade da ulceracéo

* Ulceras ou erosdo de até 1mm n X 2 pontos

* Ulceras ou erosdo maiores que 1mm n x 3 pontos

* Ulceras perfuradas n X 4 pontos

3.4.4 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor de 1,4-cineol em modelo de lesdo

gastrica induzida por etanol em camundongos

Os animais, divididos em grupos (n=8), foram tratados com veiculo (2 % de Tween
80 em &gua destilada, 10 mL/Kg, v.0.) ou CIN (200 mg/Kg, v.0.) 60 min antes, ou L-
Arginina (L-ARG) (600 mg/Kg, i.p.) ou NC®-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) (10
mg/Kg, i.p.) (GURBUZ et al., 1999; CHANDRANATH; BASTAKI; SINGH, 2002), 15 min
antes da administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Para avaliar o papel do 6xido
nitrico no efeito antiulcerogénico de CIN, também foram realizadas combinagdes onde L-
NAME (10 mg/Kg, i.p.) foi administrado 15 min antes de CIN (200 mg/Kg, v.0.) ou L-ARG
(600 mg/Kg, i.p.) e 1 hora ou 30 min depois foi induzida a lesdo com etanol. Decorridos 30
min da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados,
abertos pela grande curvatura e em seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que

concerne a analise do percentual de leséo gastrica.
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3.4.5 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K*atp) no efeito gastroprotetor de 1,4-

cineol em modelo de lesdo géastrica induzida por etanol em camundongos

Os animais foram tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10
mL/Kg, v.0.), CIN (200 mg/Kg, v.0.) ou diazdxido (3 mg/Kg, i.p.) 60 min ou 30 mim, para o
diazdxido, antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Para avaliar a
possivel participacdo dos canais de potassio ATP dependentes (K*atp) no efeito gastroprotetor
de CIN, foram realizadas combinacdes nas quais glibenclamida (10 mg/Kg, i.p.) (PESKAR;
EHRLICH; PESKAR, 2002) foi administrada 15 min antes do tratamento com CIN (200
mg/Kg, v.0.) ou diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) e 1 hora ou 30 min depois foi induzida a lesdo com
etanol. Trinta minutos depois da administracdo do etanol absoluto, os animais foram
sacrificados, os estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura e em seguida procedeu-se

como descrito anteriormente no que concerne a analise do percentual de lesdo gastrica.

3.4.6 Papel das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor de 1,4-cineol em modelo de

les@o gastrica induzida por etanol em camundongos

Para avaliar a possivel participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de
1,4-cineol, os animais foram tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10
mL/Kg, v.0.), CIN (200 mg/Kg, v.0.) ou misoprostol (50 pg/Kg, v.0.) 1 h antes da
administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). CombinagGes também foram
realizadas e, indometacina (10 mg/Kg, v.o., dose em que inibe a sintese de prostaglandinas
sem induzir lesdo gastrica (ADEYEMI et al., 2005) foi administrada 2 h antes da
administracdo de CIN (200 mg/Kg, v.0.) ou do misoprostol (50 pug/Kg, v.0.) e 1 hora depois
foi induzida a lesdo com etanol. Apds 30 min da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdmagos foram removidos e em seguida procedeu-se como descrito

anteriormente no que concerne a analise do percentual de lesdo gastrica.
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3.4.7 Papel dos receptores TRPV-1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) no efeito
gastroprotetor de 1,4-cineol em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos

Para avaliar a possivel participacdo dos neurbnios aferentes sensiveis a capsaicina
no efeito gastroprotetor de CIN, os animais foram divididos em grupos (n=8) e tratados com
veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10 mL/Kg, v.0.), CIN (200 mg/Kg, v.0.) ou
capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.) 1 h antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2
mL/animal, v.0.). Também foram realizadas combinac¢Bes nas quais capsazepina (5 mg/Kg,
I.p.) (CAMPOS et al., 2008) foi administrada 30 min antes do tratamento com CIN ou
capsaicina e 1 hora depois foi induzido a lesdo com etanol. Decorridos 30 min da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estbmagos removidos e em seguida
procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a andlise do percentual de leséo

géstrica.

3.5 Avaliagéo da atividade antioxidante

3.5.1 Papel dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) no efeito gastroprotetor de 1,4-

cineol em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para avaliar uma possivel acdo antioxidante no efeito gastroprotetor de CIN em
modelo de Ulcera géstrica induzida por etanol, grupos de animais foram tratados com N-
Acetilcisteina (NAC) (300 mg/Kg, v.0.), com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada,
10 mL/Kg, i.p.) ou CIN (200 mg/Kg, i.p.) 60 min antes da administracdo de etanol absoluto
(0,2 mL/animal, v.0.). Um outro grupo, tratado apenas com solucgéo salina 0,9 %, foi incluido
no estudo. Apdés 30 min da administragcdo do etanol, os animais foram sacrificados e tiveram
seus estdbmagos retirados. A quantificacdo dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) foi
realizada segundo o método de Sedlak e Lindsay (1968). A porcdo glandular de cada
estdmago foi removida, pesada e homogeneizada com EDTA 0,02 M gelado, para preparagédo
do homogenato a 10 %. Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 1 mL do homogenato com
800 pL de agua destilada e 200 pL de &cido tricloroacético (TCA 50 % em solucdo aquosa) e

entdo as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume de 1 mL foi entdo



39

retirado do sobrenadante e adicionou-se 2 mL de tampé&o Tris 0,4 M, pH 8,9 e 50 pL de
DTNB 0,01 M. A absorbancia foi medida dentro de 5 min a 412 nm em espectofotometro. A
concentracdo de NP-SH foi calculada através de uma curva padrdo de glutationa reduzida
(GSH) e os resultados expressos em pg de NP-SH/g de proteina. A concentracdo de proteinas
foi medida utilizando o método de Bradford (1976).

3.5.2 Papel da Superoxido Dismutase (SOD) no efeito gastroprotetor de 1,4-cineol em modelo

de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

A atividade da SOD foi medida de acordo com Sun, Oberley e Li (1988). A
quantidade da enzima foi avaliada medindo-se sua capacidade de inibir a reducdo fotoquimica
do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida fotoquimicamente
gera Oy" 0 qual reduz o NBT produzindo formazan que absorve no comprimento de onda de
560nm. Na presenca de SOD a reducdo do NBT ¢€ inibida. Os resultados serdo expressos em
unidades da enzima por grama de proteina, que € a quantidade de SOD necessaria para inibir a
taxa de reducdo do NBT em 50%. O homogenato (10% em tampao fosfato) foi centrifugado
(10 minutos, 3600 rpm a 4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min,
12000 rpm, 4°C). Para o ensaio foi utilizado o sobrenadante. Numa camara escura foram
misturados 1mL do meio de reacdo (tampédo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina
13mM pH 7,8), 30 puL da amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 pL riboflavina 2uM. Os tubos
contendo a solucdo obtida foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos.
Ao término do tempo o material foi lido em espectofotbmetro a 560nm. A concentracdo de
proteinas foi medida utilizando o método de Bradford (1976).

3.5.3 Papel da Mieloperoxidase (MPO) no efeito gastroprotetor de 1,4-cineol em modelo de

lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Os neutrofilos sdo considerados a primeira linha de defesa do corpo por serem
recrutados rapidamente ao local da inflamagéo através da quimiotaxia (ABBAS et al., 2002).
O aumento significativo da atividade da mieloperoxidase (MPQO) tem uma proporcao direta ao
namero de neutréfilos infiltrados no tecido, portanto pode-se utilizar sua atividade como
indice de migracdo leucocitdria e de estresse oxidativo (PERALTA; BARNARD;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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TURRENS,1993). Animais, divididos em grupos de 8, foram sacrificados 45 minutos apds a
administracdo do etanol, seus estdmagos foram retirados. Apds o congelamento, as amostras
de estbmago foram homogeneizadas em uma solucéo de Brometo de hexadeciltrimetilamonio
0,5% (HTAB) em tampdéo fostato 50mM pH 6.0 (1 ml por 50g do tecido). O homogenato foi
submetido a trés ciclos de congelamento, 5 minutos (-70° C) e descongelamento (15 segundos
no sonicador). As amostras foram entdo centrifugadas a 4000 rpm numa temperatura de 4° C
por 15 minutos para remover o material insolivel. A MPO contida no sobrenadante (0,1ml)
foi analisada espectrofotométricamente apods a adicdo de 2,9 ml de tampéo fosfato (50mM
pH6) contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 6-dianisidine e 0,0005% de perdxido de
hidrogénio. As cinéticas de mudanca na absorbancia a 470 nm foram medidas no tempo 0, 1 e
3 minutos apos a adicdo de 0-dianisidine (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).

A concentracdo de proteinas foi medida utilizando o método de Bradford (1976).

3.5.4 Papel da lipoperoxidacdo no efeito antioxidante e gastroprotetor de 1,4-cineol em

modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

A taxa de lipoperoxidacdo da mucosa gastrica foi estimada pela determinacdo de
malonildialdeido (MDA) usando o teste do &cido tiobarbitdrico. Os estbmagos foram lavados
com salina gelada para minimizar a interferéncia da hemoglobina com radicais livres e
remover 0 sangue aderido a mucosa. Os estbmagos foram homogeneizados a 10% com
tampdo fosfato de potassio, retirado uma aliquota de 250 pL e posto em banho-maria a 37°C
por 1 hora, em seguida foi adicionado 400 pL de &cido perclérico 35% e centrifugado a 14000
rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e posto em contato com 400 pL de
acido tiobarbitdrico 0,6% e a mistura foi incubada a 95-100°C por 1 hora. Apos resfriar, a
medida da absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 nm em espectofotdbmetro. Uma curva
padréo foi gerada usando 1,1,3,3-tetrametoxipropane. Os resultados foram expressos como
nmol de MDA/mg de proteina. A concentracdo de proteinas foi medida utilizando o método
de Bradford (1976).
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3.5.5 Dosagem de proteinas totais na amostra de estbmago apos lesdo induzida por etanol em

camundongos

O método é baseado na interacdo do corante Coomassie Blue G250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante
provoca o0 deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica que absorve
fortemente em 595nm. Adicionou-se as solucdes (albumina padrdo, dgua destilada, tampao e
amostras) aos pogos. Em cada poco foi adicionado 40uL de solucéo. Por exemplo, se no pogo
foi adicionado 2 uL da amostra, também recebeu 38uL do tampdo utilizado no preparo da
amostra. Em seguida foi adicionado 200 pL da solugdo de Bradford (DILUIDA 5x),
composicdo abaixo, em cada po¢o. Apds 5 minutos foi lido em comprimento de onda de
595nm em ELISA (BRADFORD, 1976).

- Formulacdo da solucdo de Bradford (concentrada 5x):

Coomassie Blue G250 0,19
Etanol absoluto 50mL
Acido o-fosforico 100mL
H,0 g.s.p. 200 mL

3.6 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada empregando o teste de analise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparagBes multiplas de Student-Newman-Keuls. Para a anélise das altera¢Ges histoldgicas,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagéo
multipla de Dunns. Os resultados foram expressos como média + E.P.M (variaveis com
distribuicdo normal) ou pela mediana £ minimo e maximo (variaveis sem distribui¢cdo normal),

sendo as diferengas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade gastroprotetora

4.1.1 LesOes gastricas induzidas por etanol em camundongos

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.), produziu grande porcentagem de
area ulcerada (18,61 + 2,92 %). A area ulcerada pelo etanol com a administracdo prévia de
Cineol 100 mg/Kg (CIN 100) v.o. foi estatisticamente semelhante ao veiculo (21,82 + 3,62 %).
Essa ulceracdo foi significativamente diminuida com a pré-administragdo de Cineol 200
mg/Kg v.o. (CIN 200) (4,45 = 1,06 %, p<0,001) quando comparado ao grupo veiculo. Esse
efeito gastroprotetor foi semelhante a Cipro 10, droga antagonista dos receptores de histamina
e 5-HT, usada como droga de referéncia, que foi capaz de diminuir a area géastrica lesionada
(4,11 £ 0,61 %, p <0,001) em comparacdo ao grupo veiculo. Houve diferenca estatistica entre
as doses de CIN utilizadas (Figura 4).
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Figura 4. Efeito de 1,4-cineol (CIN) sobre a area ulcerada no modelo de inducdo de Ulcera
por etanol.
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Os valores representam a média + E.P.M. da porcentagem de area gastrica ulcerada. A é&rea ulcerada foi medida
30 minutos ap6s a administracdo de etanol absoluto (0,2 ml/animal). Veiculo (Tween 80, 3% em é&gua destilada,
v.0), CIN 100 e 200 mg/Kg, v.o e Ciproeptadina 10 mg/Kg v.o (Cipro 10) foram administrados 1h antes dos
animais receberem etanol absoluto. Controle representa o grupo sadio. Foram utilizados oito animais por grupo.
***p<0,001 vs Veiculo (ANOVA e Student-Newman-Keuls, post hoc).
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4.1.2 Avaliacdo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos

Os resultados referentes a analise histopatologica da mucosa gastrica dos
camundongos estdo demonstrados na Figura 5 e na Tabela 1. Os animais pré-tratados com
CIN 200, v.o. (Figura 5C) apresentaram grande diferenca macroscépica e microscopica da
mucosa gastrica lesada, evidenciando a gastroprotecdo, quando comparado ao controle tratado
apenas com o agente estressor (Figura 5B), no qual foi observada lesdo severa caracterizada
por dano hemorragico, edema, perda de células epiteliais e infiltrado inflamatorio. O grupo

sadio ndo apresentou lesdes (Figura 5A).

A Tabela 1 apresenta o resultado do somatorio dos escores de todos 0s parametros
histopatoldgicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatdrio (0-4 escores). Verifica-se
que CIN 200 diminuiu, significativamente, os efeitos do etanol sobre quase todos estes

parametros.
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Tabela 1. Escores das alteragcdes histopatoldgicas na mucosa gastrica de camundongos
submetidos as lesdes gastricas induzidas por etanol pré-tratados ou ndo com 1,4-cineol.

Escores da Microscopia

Tratamento Edema Dano Perda de Células Infiltracdo de
(escore 0-4) Hemorragico Epiteliais células
(escore 0-4) (escore 0-3) inflamatérias

(escore 0-4)

Sadio 0 0 0,5 (0-1) 0
Veiculo + Etanol 2,6 (2-4)™ 35 (3-4)" 3(2-3) ™ 2(2-3)"
CIN 200 + Etanol 0,25 (0-1)* 0* 1(0-1) 0*

Os animais foram tratados oralmente com veiculo (salina a 0,9 % com 3% de Tween 80, v.0.) ou 1,4-cineol 200
mg/Kg (CIN 200), 60 min antes da administracdo do etanol (0,2 mL, v.0.). As alteracGes histopatoldgicas da
porcdo glandular dos estdmagos foram avaliadas de acordo com os critérios descritos por Laine e Weinstein
(1988): 1- edema (escore 0-4), 2- dano hemorragico (escore 0-4), 3- perda de células epiteliais (escore 0-3) e 4-
infiltracdo de células inflamatorias (escore 0-3). Os resultados sdo apresentados como mediana, com valores
méximos e minimos mostrados entre parénteses (n = 5). “p< 0,05 e *p<0,01 vs Controle; *p< 0,05 vs veiculo +
etanol. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn post hoc.
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Figura 5. Efeitos macroscopico e microscopico na mucosa gastrica de camundongos
submetidos as lesdes gastricas induzidas por etanol pré-tratados ou ndo com 1,4-cineol.

Fotografias dos estdbmagos abertos ao longo da grande curvatura (A-C) e analise microscGpica com ampliacéo
de 100x e 400x para cada grupo (A-C 100x e 400x). (A) Animais tratados apenas com veiculo (salina a 0,9%
com 3% de Tween 80, v.0.), mostrando aspectos histoldgicos normais; (B) Tratamento com etanol (0,2
mL/animal), evidenciando infiltracdo inflamatéria, edema, hemorragia e perda de células epiteliais; (C)
Tratamento com 1,4-cineol (200 mg/kg, v.0.) 1h antes do etanol, mostrando aspectos histoldgicos semelhantes
ao grupo A. Os resultados quantitativos desta analise sdo apresentados na Tabela 1.
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4.1.3 Avaliacdo do efeito de 1,4-cineol frente as lesGes gastricas induzidas por Piroxicam

(Droga anti-inflamatéria) em camundongos

A administracdo de piroxicam 30 mg/Kg, s.c., aos animais previamente tratados
apenas com veiculo evidenciou grandes escores de lesdo gastrica (5,54 + 0,43). A
administracdo prévia de 1,4-cineol 100 mg/Kg (CIN 100) e 200 mg/Kg (CIN 200) foram
capazes de diminuir significativamente os escores de lesdo gastrica (1,38 + 0,38, p< 0,001) e
(1,73 + 0,45, p< 0,01) respectivamente em relacdo aos animais pré-tratados apenas com
veiculo antes de piroxicam. Ranitidina, 25 mg/Kg, v.0., droga antagonista dos receptores H,
de histamina, usada como padrdo, diminuiu significativamente os escores de lesdo gastrica
(1,06 + 0,32, p< 0,001) quando comparado ao grupo tratado com veiculo antes do piroxicam
(Figura 6).
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Figura 6. Efeito de 1,4-cineol (CIN) frente a lesbes gastricas induzidas por Piroxicam
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O gréfico mostra a média + E.P.M relativa ao indice de lesdo gastrica proposto por SZABO et al. (1985). Os
animais receberam por via oral: Veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada), CIN 100 e 200 mg/Kg ou Ranitidina
25 mg/Kg, 60 min. antes da inducéo das lesGes gastricas pela administragdo de piroxicam 30 mg/kg, s.c.. Quatro
horas depois, os animais foram sacrificados, tiveram seus estdbmagos retirados e aberto para a determinacdo dos
escores. ***p <0,001 e **p<0,01 vs Veiculo (ANOVA e Student-Newman-Keuls, post hoc).
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4.1.4 Avaliacdo do envolvimento do Oxido Nitrico (NO) no efeito gastroprotetor de 1,4-

cineol sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente
tratados apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) produziu grande
porcentagem de &rea gastrica ulcerada (20,73 *+ 2,60 %). A area géstrica ulcerada pelo etanol
foi significativamente diminuida com a administracéo prévia de CIN 200 (3,46 + 0,89 %, p<
0,001) e L-ARG (3,49 £ 0,92 %, p< 0,001) quando comparado ao grupo tratado apenas com
veiculo. O grupo que recebeu L-NAME previamente a administracdo de etanol exibiu
aumento na area gastrica ulcerada (34,74 £ 2,15 %, p<0,05). O efeito gastroproteror de CIN
200 ndo foi revertido pela administracdo prévia de L-NAME, um inibidor da sintese de NO
(1,89 = 0,64 %, p<0,001). A administracdo de L-NAME reverteu o efeito gastroprotetor da L-
ARG (17,39 £ 2,48 %, p<0,001) (Figura 7).
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Figura 7. Envolvimento do Oxido Nitrico (NO) no efeito gastroprotetor associado ao 1,4-
cineol (CIN) em modelos de Ulcera induzida por etanol absoluto em camundongos.
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Os valores no grafico representam a média + E.P.M. de area gastrica ulcerada. Os animais foram tratados
previamente, 60 min, por via oral, com Veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada) ou CIN 200 mg/Kg. L-Arginina
600 mg/Kg (L-ARG), i.p. ou L-NAME 10 mg/Kg, i.p. foram administrados 30 min antes da administracdo de etanol
absoluto. L-NAME foi administrado 15 min antes nos animais que receberam CIN 200 mg/Kg (Grupo L-NAME +
CIN 200) ou L-Arginina (Grupo L-NAME + L-ARG). Os animais foram sacrificados 30 min apds a inducéo de
Glcera. Foram utilizados grupos de 8 animais. ***p<0,001 vs Veiculo; *p< 0,001 vs L-Arginina ou L-NAME.
(ANOVA e Student-Newman-Keuls, post hoc).
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4.1.5 Avaliacdo do envolvimento dos Canais de K-ATP-dependentes (K'atp) no efeito

gastroprotetor de 1,4-cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados
apenas com veiculo (3% Tween 80 em agua destilada), v.o., produziu grande porcentagem de
area ulcerada (20,73 = 2,60 %). A éarea ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia de CIN 200 e DZD (3,46 + 0,89 %, p<0,001) e (5,38 + 1,44 %,

p<0,001), respectivamente, quando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo.

A gastroprotecdo de CIN 200 ndo foi revertida pela administracdo prévia de Glib,
droga bloqueadora dos canais de potassio ATP dependente (K'ATP), (2,48 + 1,39 %),
enquanto que o grupo tratado apenas com Glib antes do etanol apresentou area ulcerada
superior ao veiculo (29,81 * 1,54, p<0,01). Em contrapartida, a gastroprotecdo do DZD foi
revertida pela acdo de Glib (17,08 £ 3,11 %, p< 0,001) (Figura 8).
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Figura 8. Envolvimento dos canais de potassio ATP-dependentes (K'atp) na gastroprotecéo
induzida por 1,4-cineol (CIN) no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em camundongos.
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Os valores no grafico representam a média + E.P.M. da porcentagem de &rea gastrica ulcerada. Foram
administrados 60 min. antes da administragdo de etanol por via oral CIN 200 mg/Kg ou Veiculo (Tween 80, 3%
em agua destilada). Diaz6xido (DZD) 3 mg/Kg, i.p. foi administrado 30 min antes dos animais receberem etanol.
Glibenclamida (Glib) 10 mg/Kg, i.p., foi administrada 15 min antes da administracdo de CIN 200 mg/Kg (Grupo
Glib + CIN 200) ou DZD (Grupo Glib + DZD). Os animais foram sacrificados 30 min apés a inducéo de Ulcera.

Foram utilizados grupos de 8 animais. **p<0,01 ***p<0,001 vs Veiculo; **p<0,001 vs Glib ou DZD. (ANOVA
e Student-Newman-Keuls, post hoc).



54

4.1.6 Avaliagdo do envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor de
1,4-cineol no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) produziu grande percentagem de
area ulcerada (18,13 = 0,96 %). A érea ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia de CIN 200 (3,46 £ 0,89 %, p< 0,001) quando comparado ao

grupo tratado apenas com veiculo.

A gastroprotecdo de 1,4-cineol foi revertida pela administracdo prévia de
Indometacina 10 mg/Kg (Indo 10), v.0, inibidor da sintese de prostaglandinas, (15,3 = 1,04 %,
p< 0,001) enquanto que o grupo em que a Indo foi administrada sozinha antes do etanol
mostrou area ulcerada semelhante ao controle (19,77 + 1,91). A gastroprotecdo promovida
pelo misoprostol (Miso) (10,61 + 1,06 %, p<0,01), quando comparado com veiculo, também
foi revertida pela Indo (20,1 + 2,39 %, p<0,01), quando comparado com o grupo Miso.
(Figura 9).
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Figura 9. Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor associado
aol,4-cineol (CIN) no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em camundongos.
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Os valores no grafico representam a média £ E.P.M da porcentagem de &rea géstrica ulcerada. Os animais foram
previamente tratados com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) ou CIN 200, v.0., 60 min antes da
administracéo de etanol absoluto. Indometacina (Indo) 10 mg/Kg, v.o., foi administrada 2h antes do tratamento
com veiculo ou CIN 200, e no grupo Indo. Foram utilizados grupos de 8 animais que foram sacrificados 30
minutos ap6s a administracéo de etanol. *p<0,05 ***p< 0,001 vs veiculo; **p<0,01 vs Miso; **p<0,001 vs CIN
200. (ANOVA e Student-Newman-Keuls, post hoc).
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4.1.7 Avaliacdo do envolvimento do Receptor Transiente Potencial Vaniloide 1 (TRPV 1) no
efeito gastroprotetor de 1,4-cineol no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados
apenas com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) produziu grande porcentagem de
area ulcerada (15,09 + 1,25 %). A éarea ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia de CIN 200 (4,45 £ 1,06 %, p< 0,001) quando comparado ao

grupo tratado apenas com veiculo.

A gastroprotecdo de CIN 200 ndo foi revertida pela administracdo prévia de
capsazepina 5 mg/Kg (CPZ), v.o, antagonista TRPV 1, (1,57 = 1,04 %, p< 0,001). A
gastroprotecdo promovida pela capsaicina (CPS) (5,54 + 0,77 %, p<0,01) foi revertida pela
CPZ (12,00 + 3,13 %, p<0,01) quando comparada com o grupo CPS. (Figura 10).
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Figura 10. Envolvimento do Receptor Transiente Potencial Vanildide 1 (TRPV 1) no efeito
gastroprotetor associado ao 1,4-cineol (CIN) no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em
camundongos.
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Os valores no grafico representam a média + E.P.M da porcentagem de area gastrica ulcerada. Os animais foram
previamente tratados com veiculo (Tween 80, 3% em &gua destilada, v.0.), CIN 200 mg/Kg ou Capsaicina (CPS)
0,3 mg/Kg, v.o., 60 min antes da administracdo de etanol absoluto. O grupo CZP + CIN 200 e CZP + CPS
receberam Capsazepina 1h antes da administracdo de CIN 200 ou CPS. Foram utilizados grupos de 8 animais
que foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo de etanol. ***p< 0,001 vs veiculo, e *p<0,01 vs CPS.
(ANOVA e Student-Newman-Keuls, post hoc).
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4.2 Atividade antioxidante

4.2.1 Avaliagdo do envolvimento dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) no efeito
gastroprotetor de 1,4-cineol no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto

A administracdo de etanol diminuiu o conteddo géastrico de Glutationa reduzida
(GSH) nos animais pre-tratados apenas com o veiculo (Tween 80, 3%, em agua destilada)
(285,40 £ 22,13 pg/g proteina, p<0,05) quando comparado com o grupo controle ndo ulcerado
(440,2 £ 66,11 pg/g proteina).

O pré-tratamento com 1,4-cineol 200 mg/Kg (CIN 200) ndo alterou
significativamente o conteldo géastrico de GSH (317,7 + 21,87 ug/g proteina), comparando
com 0 grupo que recebeu apenas veiculo antes do etanol. Diferentemente, o grupo tratado
com N-acetilcisteina 300 mg/Kg (NAC), um conhecido precursor do GSH, exibiu um
aumento significativo no conteudo gastrico de GSH (649,40 + 16,17 pg/g proteina, p< 0,001)

quando comparado com o controle ulcerado. (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo do envolvimento da glutationa reduzida (GSH) no efeito gastroprotetor
de 1,4-cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.
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Os valores representam a média + E.P.M., para os niveis gastricos de GSH. Foram dosados os niveis de GSH no
homogenato feito trinta minutos apés administracdo de etanol absoluto. Veiculo (Tween 80, 3% em &gua
destilada), 1,4-cineol 200 mg/Kg (CIN 200, v.0) e N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/Kg, v.0) foram administrados
uma 1h antes de receberem etanol. #p< 0,05 vs Controle e~ p<0,001 vs Veiculo. (ANOVA e Student-Newman-

Keuls, post hoc).
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4.2.2 Avaliacdo da atividade da Superdxido Dismutase (SOD) no efeito gastroprotetor de 1,4-
cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto

O etanol diminuiu a atividade da SOD nos estdmagos ulcerados pré-tratados apenas
com o veiculo (Tween 80, 3%, em agua destilada) (0,591 £ 0,02 U SOD/mg tecido, p<0,001)
quando comparado com o grupo nédo ulcerado (sadio) (0,636 + 0,003 U SOD/mg tecido).

O pré-tratamento com 1,4-cineol 200 mg/Kg normalizou os niveis da enzima (0,657
+ 0,002 U SOD/mg tecido, p<0,001), comparando com o grupo ulcerado. Da mesma forma, o
grupo tratado com N-acetilcisteina, um conhecido agente antioxidante e protetor da mucosa
gastrica, normalizou os niveis de SOD (0,649 + 0,003 U SOD/mg tecido, p<0,001) quando

comparado com o controle ulcerado (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo da atividade da Superoxido Dismutase (SOD) no efeito gastroprotetor
de 1,4-cineol (CIN) no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.
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Os valores representam a média = E.P.M., para a atividade da SOD. Foi medida a atividade da enzima no
homogenato feito 30 min ap6s administracdo de Etanol Absoluto. Veiculo (Tween 80, 3% em &gua destilada),
1,4-cineol (CIN 200 mg/Kg, v.0) e N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/Kg, v.0) foram administrados uma 1h antes
de receberem etanol. ***p< 0,001 vs Controle e **p< 0,001 vs Veiculo+Etanol. (ANOVA e Student-Newman-
Keuls, post hoc).
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4.2.3 Avaliacéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO) no efeito gastroprotetor de 1,4-cineol

no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto

A atividade da MPO nos estdbmagos ulcerados pré-tratados apenas com o veiculo
(Tween 80, 3%, em &gua destilada) (38,15 + 8,20 U de MPO/mg de tecido, p<0,001) foi
significativamente maior quando comparado com o grupo ndo ulcerado (controle) (4,06 +
0,67 U de MPO/mg de tecido).

Nos estbmagos dos animais pré-tratados com cineol 200 mg/Kg houve uma
normalizagdo da atividade da enzima (9,50 + 2,45 U de MPO/mg de tecido, p<0,001),
comparando com o grupo ulcerado. De forma semelhante o grupo tratado com N-
acetilcisteina 300mg/Kg apresentou a atividade diminuida (10,16 + 1,22 U de MPO/mg de

tecido, p<0,001) quando comparado com o controle ulcerado. (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da atividade da Mieloperoxidase (MPQ) no efeito gastroprotetor de 1,4-
cineol (CIN) no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.
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Os valores representam a média + E.P.M., para a atividade da MPO. Foi medida a atividade da enzima no
homogenato feito 30 min ap6s administragdo de Etanol Absoluto. Veiculo (Tween 80, 3% em &gua destilada),
1,4-cineol (CIN 200 mg/Kg, v.0) e N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/Kg, v.0) foram administrados uma 1h antes
de receberem etanol. ***p< 0,001 vs Controle e *#p<0,001 vs Veiculo + Etanol. (ANOVA e Student-Newman-
Keuls, post hoc).
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4.2.4 Determinacdo do envolvimento da peroxidacéo lipidica no efeito gastroprotetor de 1,4-

cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto

A peroxidacéo lipidica nos estbmagos ulcerados pré-tratados apenas com o veiculo
(Tween 80, 3%, em agua destilada) (0,02 + 0,005 pg de MDA/ug de proteina, p<0,05) foi
maior quando comparado com o grupo ndo ulcerado (0,009 = 0,003 pg de MDA/ug de
proteina).

Nos estdbmagos dos animais pré-tratados com 1,4-cineol 200 mg/Kg e N-
acetilcisteina 300mg/Kg houve a diminuicdo da peroxidagdo, (0,005 + 0,001 uMol de
MDA/mg de tecido, p<0,01) e (0,004 + 0,002 pg de MDA/ug de proteina, p<0,01),
respectivamente, quando comparado com o grupo ulcerado pré-tratado apenas com veiculo.
(Figura 14).
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Figura 14. Determinacdo do envolvimento da peroxidacéo lipidica no efeito gastroprotetor de 1,4-
cineol no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.
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Os valores representam a média + E.P.M., para a concentracdo de MDA. Foram medidas as concentracdes de
MDA no homogenato feito 30 min apds administracdo de etanol absoluto. Veiculo (Tween 80, 3% em &gua
destilada), 1,4-cineol 200 mg/Kg (CIN 200), v.o, e N-acetilcisteina 300 mg/Kg (NAC), v.o, foram administrados
uma 1h antes de receberem etanol. **p< 0,01 vs Veiculo e #p<0,05 vs Controle. (ANOVA e Student-Newman-
Keuls, post hoc).
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5 DISCUSSAO

Segundo Quan e Talley (2002) na patogénese da Ulcera gastrica estdo envolvidos a
predisposicdo genética, secrecao acida alterada, rapido esvaziamento gastrico, problemas com
0s mecanismos de defesa da mucosa, estresse psicoldgico e fisico, tabagismo e alcoolismo. Os
procedimentos cirdrgicos para o tratamento da Ulcera peptica foram substituidos por

intervencdes farmacoldgicas, como a utilizagdo de antagonistas de receptor H, e inibidores da

bomba protdnica, consideradas estratégias eficazes contra desordens gastricas
(BRZOZOWSKI, 2003). Entretanto, esses agentes farmacéuticos ndo s&o completamente
efetivos e podem provocar efeitos adversos (ALPER, 1993). Assim, extratos e principios
ativos de plantas serviriam como possiveis alternativas para o desenvolvimento de novas

drogas (GONZALES et al., 2000), mais eficazes e com menos efeitos adversos.

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho para a avaliacdo dos efeitos
gastroprotetores de 1,4-cineol foram selecionados por envolverem diferentes agentes e

mecanismos, conhecidos na inducdo de lesdes gastricas (ver se¢do 1 deste trabalho).

Os modelos de indugdo de Ulcera por etanol absoluto (EA) promovem as lesbes
necroticas de maneira multifatorial na mucosa gastrica. O etanol é capaz de alcancar o epitélio
da mucosa através do rompimento da barreira muco-bicarbonato e suas acdes celulares
refletem em ruptura da parede dos vasos sangiiineos, sendo as hemorragias a conseqiéncia
das lesdes gastricas observadas nestes modelos (MINCIS et al., 1995). Esses efeitos
provavelmente se devem a acbes de lipoperoxidacdo, formacdo de radicais livres, estresse
oxidativo intracelular, alteracbes na permeabilidade e despolarizacdo da membrana
mitocondrial que precedem a morte celular (BAGCHI et al., 1998; HIROKAWA et al., 1998;
REPETTO; LLESUY, 2002).

Neste estudo, duas doses de 1,4-cineol (100 e 200 mg/Kg) foram testadas no
modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol para determinar possiveis doses efetivas para
causar efeito antiulcerogénico. Nossos resultados mostraram que 0s animais pré-tratados com
1,4-cineol 200 mg/Kg (CIN 200) diminuiram 76,09% do dano gastrico induzido por etanol,

enquanto 1,4-cineol 100 mg/Kg nédo foi capaz de diminuir significantemente este parametro.
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Como esperado, ciproheptadina 10 mg/Kg, usada como controle positivo, causou inibigdo do
dano gastrico de 77,93% quando comparado ao grupo controle ulcerado. A administragdo do
EA diretamente no estbmago de animais causa edema no tecido, hemorragia sub-epitelial,
esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatoérias que podem contribuir para inducédo dos
danos na mucosa e geracdo de EROs (KOUNTOURAS; CHATZOPOULOS; ZAVOS, 2001).
As Ulceras aparecem devido a acdo necrotizante do etanol na mucosa gastrica, com menor
participacdo da secrecdo gastrica (LEWIS; HANSON, 1991; EVANS, 1996). Esta menor
participacdo da secrecdo gastrica € devido ao desaparecimento do acido no lume gastrico
(KIVILAAKSO; FROM; SILEN, 1978). Esse desaparecimento tem sido atribuido a uma
contra-difusdo do &cido direto na barreira gastrica rompida (DAVENPORT, 1972). Desta
forma, pode-se sugerir que CIN 200 agiu sobre algum mecanismo de forma a proteger a

mucosa gastrica dos danos causados pelo EA.

Esta protecdo foi confirmada atraves da andlise histolégica da parte glandular dos
estdmagos, onde o grupo tratado com veiculo antes da administracdo de EA apresentou varias
evidéncias de dano gastrico, como perda de células epiteliais, edema na superficie da mucosa,
hemorragia e infiltracdo de células inflamatdrias. Pode-se perceber, pela analise microscopica
dos tecidos gastricos, que o pré-tratamento com CIN 200 foi capaz de prevenir de forma
significativa dos danos que foram causados pelo EA.

Para somar aos resultados obtidos com a ulcera induzida por EA, foi realizado o
experimento de Ulcera induzida por drogas antiinflamatorias, no qual se pode abordar outros
tipos de mecanismos. Ulceras induzidas por drogas antiinflamatérias n&o-esteroidais
envolvem mecanismos de inibicdo das cicloxigenases 1 e 2, de maneira a promover reducao
da producdo de prostaglandinas E,. As prostaglandinas possuem efeitos na sintese de muco e
bicarbonato, na regulacdo da secrecdo &cida e do fluxo sanguineo da mucosa gastrica
(CURTIS et al., 1995; HALTER et al., 2001). Segundo Suzuki et al. (2000), outros fatores
como a hipermotilidade gastrica e infiltracdo ou ativacdo de neutréfilos estariam envolvidos
com 0s processos iniciais de formacdo das lesdes. A reducdo dos niveis de prostaglandinas
facilita a formacdo de lesbes causadas pelas secrecOes gastricas (acidas e enzimaticas),

comprometendo assim a barreira mucosa.
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Anderson e Grossman (1965) propuseram, com seus experimentos, que 0 contato
direto das DAINESs com a mucosa quebra o gradiente de ions hidrogénio entre o lume géstrico
e o0 tecido da mucosa; essa interacdo é essencial para a continuidade epitelial, assim como
para a manutencdo da sua integridade. Essa acdo local sugere que danos na barreira superficial
séo resultados do contato das DAINEs com o tecido da mucosa e ndo um reflexo de uma
resposta bioquimica e farmacolégica, como inibicdo da COX. A acdo local na mucosa gastrica
pode ser descartada ja que o piroxicam foi administrado por via subcutanea, evidenciando
assim que os danos causados foram em conseqiiéncia da inibicdo da COX. Nossos resultados
mostraram que tanto CIN 100 como CIN 200 foi capazes de proteger a mucosa gastrica contra
os danos causados pela DAINE piroxicam, assim como o padrdo positivo Ranitidina,

confirmando seu efeito antiulcerogénico.

Prostaglandinas enddgenas sdo geradas a partir do acido aracdénico. Trés
isoenzimas da ciclooxigenase COX, COX-1 (VANE, 1994), COX-2 (XIE et al., 1991) e,
posteriormente, COX-3 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002) tém sido descritas como
catalisadores da conversdo do &cido aracdénico. COX-1 é expressa, constitutivamente, em
muitos tecidos (O’NEIL; FORD-HUTCHINSON, 1993) e foi sugerido que sua origem
relaciona-se as fungdes constitutivas (“house keeping”). Por outro lado, niveis de COX-2,
qguando mensurados, sdo usualmente baixos ou ndo-detectados em condigdes basais
(KARGMAN et al., 1996), mas aumentam rapidamente sob influéncia de estimulos pro-
inflamatdrios ou mitogénicos (KUJUBU et al., 1991). Entre os muitos efeitos importantes das
prostaglandinas, com respeito a defesa da mucosa, estdo a estimulacdo da secrecdo de muco e
bicarbonato e manutengdo do fluxo sangiiineo (HAWKEY, 2000). Os resultados obtidos no
presente trabalho sugerem que a acdo gastroprotetora de CIN pode estar relacionada ao
aumento das prostaglandinas, produzidos via ciclooxigenase. Possivelmente, esse aumento
das PGs se deve a acdo de CIN na isoenzima COX-1, ja que as prostaglandinas derivadas da
COX-2 representam uma pequena porcao do pool total de prostaglandinas na mucosa gastrica
nédo ulcerada (EHRLICH et al., 2003).

Os resultados inéditos e promissores obtidos com 1,4-cineol frente aos severos
agentes indutores de lesdo descritos nos experimentos iniciais nos levaram a realizacdo de
experimentos que caracterizassem 0s mecanismos de acdo desta substancia. Desta maneira,

foram realizados experimentos que visavam verificar o envolvimento de 1,4-cineol sobre:
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oxido nitrico (NO); canais de potassio ATP-dependentes (K*atp); prostaglandinas (PGs);
receptores vanildides (TRPV1); atividade antioxidante (GSH, SOD, MPO e TBARS).

Estudos mostram que o Oxido Nitrico (NO) esta envolvido no mecanismo de
manutencdo da integridade do epitélio gastrico. De acordo com Cho, (2001), o NO, no trato
intestinal, pode exercer efeito protetor e deletério (promover peroxidacdo lipidica, quando
combinado com espécie reativa de oxigénio), isso depende do tipo de Oxido Nitrico Sintetase
(NOS) envolvida. Sabe-se que a NOS Constitutiva (cNOS) é responsavel pela producdo de
NO no contexto fisioldgico, jA a NOS induzivel (iNOS) produz NO em circunstancias
patofisioldgicas (CHO, 2001).

O NO também estd envolvido com a regulacdo da circulagdo sanguinea gastrica
(promove a diferenciacdo das células endoteliais nos tubos vasculares) e estimulagdo direta da
secrecao gastrica de muco pela estimulagdo da guanilato ciclase nas células epiteliais (CHO,
2001). Evidéncias na literatura indicam que um bloqueio na producdo de NO resulta em

enfraguecimento da resposta vascular e subsequente fluxo alcalino no lumem (CHO, 2001).

No experimento executado no presente trabalho, em que foi avaliado o papel do NO
no mecanismo de protecdo de CIN, foi utilizado o inibidor da NOS, N-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME). Este inibidor € hidrolizado em L-nitroarginina, que inativa a NOS
(PFEIFFER et al., 1996), fazendo com que as Ulceras induzidas por etanol sejam agravadas
(KAWANO; TSUJI, 2000). Neste experimento, L-NAME ndo foi capaz de reverter a
gastroprotecdo de CIN 200. Em contrapartida, o efeito contrario foi observado com L-arginina
(L-ARG), que teve seu efeito de protecdo bloqueado pelo L-NAME. Estes resultados indicam

que o efeito gastroprotetor de CIN 200 provavelmente ndo esta envolvido com a via do NO.

Trabalhos anteriores estudando os efeitos do diazoxido no esttmago demonstraram
gue esta substancia inibiu as lesdes na mucosa gastrica induzidas por etanol, enquanto a
glibenclamida, um agente hipoglicemiante oral que estimula a secre¢do de insulina por
bloquear os K*atp, aumentou as lesdes gastricas (TOROUDI et al., 1999). Os autores referem
que a diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico é uma das possibilidades pelas quais a
glibenclamida estaria aumentando as lesbes gastricas induzidas por etanol. Estudos mais

recentes também mostraram que o efeito lesivo direto da indometacina na mucosa gastrica de
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rato pode ser agravado pelo uso da glibenclamida. Entretanto esse efeito pode ser inibido com
0 uso de cromacalina ou diazoxido (AKAR et al., 1999; GOMES et al., 2006).

Desta forma, em consequéncia de varios estudos, a capacidade da glibenclamida e
do diazdxido de alterar a resposta de algumas drogas tem sido aceita como evidéncia para
sugerir o envolvimento dos K*atp nos eventos bioldgicos que resultam em gastroprotecdo
(STANDEN et al., 1989). No presente estudo, a glibenclamida ndo foi capaz de reverter o
efeito protetor gastrico da substancia estudada, CIN, na dose de 200 mg/Kg. O resultado
inverso foi observado com o diazéxido, que apresentou seu efeito bloqueado pela
glibenclamida. Assim, pode-se sugerir que o efeito gastroprotetor de CIN 200 ndo esta

envolvido com os canais de potassio ATP dependente.

Evidéncias mostram que drogas antiinflamatorias nédo-esteroidais (DAINES), como
indometacina, aspirina, piroxicam e outras, induzem ulceracdo na mucosa gastrica
principalmente pela reducdo da sintese de PGs. Tal diminuicao traz como conseqliéncias uma
diminuicdo da secrecdo de muco e bicarbonato e uma reducdo do fluxo sanguineo local
(CRYER, 2000). Além disso, o contato direto destes farmacos com a mucosa gastrica ataca 0s
fosfolipidios presentes tanto no muco quanto no epitélio gastrico, o que reduz severamente a
hidrofobicidade da camada de muco, causando assim uma retrodifusdo de ions hidrogénio
(BJORKMAN, 1996; BERSTAD; BERSTAD; BERSTAD, 2002).

A reducdo do nivel de PGs na mucosa géstrica, a0 mesmo tempo em que diminui a
inflamacéo, reduz as defesas do estdbmago. Nosso estudo mostrou que a indometacina foi
capaz de reverter o efeito gastroprotetor de CIN 200, assim como o misoprostol (analogo das
PGs), indicando que o efeito antiulcerogénico da substancia estudada esta relacionado com o

aumento dos niveis de PGs.

Outro mecanismo pelo qual as PGs podem causar diminuicdo da resposta
inflamatoria e dano na mucosa é através da modulacéo da atividade de imundcitos na mucosa.
PGE; € um potente supressor do TNF-a ou fator de necrose tumoral (KUNKEL et al., 1986)
liberado por macréfagos, além de reduzir a expressdao do gene para TNF-a nas células
(KUNKEL et al., 1988); entretanto, em 1993 foi demonstrado que PGE; inibe, de modo dose
dependente, a liberacdo de fator de agregacdo plaquetéria (PAF), histamina e TNF-a de
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células na mucosa intestinal (HOGABOAM et al.,, 1993). As PGs também regulam a
liberacdo de outras citocinas como as interleucinas IL-1 dos macréfagos (KUNKEL et al.,
1986), e reduzem a liberacédo do leucotrieno LTB, dos neutrofilos (HAM et al., 1983).

Em seguida, tentou-se investigar uma possivel acdo dos receptores TRPV; na
protecdo gastrica de CIN 200. O mecanismo pelo qual a capsaicina exerce seu efeito
antiulcerogénico envolve primariamente um aumento do fluxo sangiiineo para a mucosa
gastrica através da liberacdo de peptideos vasodilatadores como 0 CGRP (ABDEL-SALAM et
al., 1996; HOLZER et al., 1991; TACHE; RAYBOULD; WEI, 1991). Aihara et al. (2005,
2006) demonstraram que fibras nervosas sensoriais que expressam o receptor TRPV; sdo
ativadas quando a barreira de muco protetora é rompida e o acido entra em contato com a
lamina proépria. Essa ativacdo libera CGRP e Oxido nitrico e leva a uma pronta hiperemia da
mucosa facilitando outros mecanismos de defesa como secre¢édo de bicarbonato e inibigcdo da
secrecdo de acido gastrico. Ichikawa et al. (2006) demonstraram que o0 CGRP e o 6xido nitrico
estimulam a sintese de mucina na mucosa do corpo gastrico. Okajima e Harada (2006)
concluiram que o estimulo das vias aferentes tem papel antiinflamatdrio ao liberar CGRP, uma
vez que esse peptideo aumenta a formacdo de prostaciclina (PGl,) e diminui a liberacdo de
TNF-a. Nossos resultados mostraram que o efeito de CIN 200 ndo esta envolvido com esses

receptores, ja que sua acdo permaneceu apesar desses receptores estarem blogueados.

A geracdo de EROs no modelo de etanol é evidenciada pelo aumento na liberacéo de
LPO da mucosa gastrica (MIZUI et al., 1986; KAHRAMAN et al., 2003) e diminui¢do na
quantidade de GSH (BAGCHI et al., 1998; MELCHIORRI et al., 1997). A liberacdo de Oy
neste tipo de lesdo pode estar relacionada a producdo de acetaldeido, formado pela acdo da
alcool desidrogenase sobre o etanol. O acetaldeido serve como substrato para a xantina oxidase
(enzima chave no metabolismo das purinas), a qual produz radicais livres (HIRAISHI et al.,
1999; KOCH et al., 2004; STEINBECK; KHAN; KARNOVSKY, 1993). A infiltracdo de
células inflamatdrias, como neutrofilos e macrofagos, também pode se configurar como fonte
de EROs (LA CASA et al., 2000).

Estudos tém demonstrado que EROs, como os radicais O,, os radicais .OH e
peroxidacdo lipidica, desempenham um papel importante na patogénese da Ulcera gastrica

induzida por etanol absoluto, pois as mesmas promovem severas mudancas celulares,
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conduzindo a morte celular. O ataque do etanol aos constituintes celulares, como proteinas,
lipideos, &cidos nucléicos e peroxidagdo de &cidos graxos, resultam em formagdo de compostos
toxicos, como radicais peroxil, hidroperoxidos e fragmentacao de lipideos. (KAHRAMAN et
al., 2003).

Compostos sulfidrilas estdo significantemente implicados na manutencdo da
integridade gastrica, particularmente quando espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na
patofisiologia do tecido lesado (KIMURA et al., 2001; TEPPERMAN; JACOBSON, 1994).
Danos induzidos por etanol foram associados com uma significante reducdo dos niveis de
GSH na mucosa em humanos (LOGUERCIO et al., 1991) e animais experimentais (VICTOR
et al., 1991). A administracdo de SHs preveniu danos induzidos pelo etanol em humanos
(LOGUERCIO et al., 1991), e tratamentos com doadores de SHs protegeram a mucosa
géstrica contra danos por agentes necrotizantes, estresse ou isquemia (TEPPERMAN;
JACOBSON, 1994). Nosso estudo provou que CIN 200 nédo alterou os niveis de GSH, nédo
havendo, portando, relacdo desta substancia antioxidante no efeito gastroprotetor de CIN 200.
Ja o padrdo positivo utilizado, NAC, por se tratar de um precursor de GSH, foi capaz de

aumentar significantemente os niveis deste composto sulfidrilico.

A superdxido dismutase (SOD) trata-se de uma enzima anti-oxidante produzida
pelo nosso organismo. Sdo 3 os tipos de SOD, as quais se distinguem em: citoplasmatica,
mitocondrial e extracelular (HAVSTEEN, 2002; KOCK et al., 2004). A SOD catalisa a
dismutacdo do anion superoxido (O,) em um radical menos nocivo, como o peréxido de
hidrogénio (H,O;), o qual é posteriormente degradado pela Catalase ou Glutationa peroxidase.
Ogino et al. (1997) demonstraram que 0 aumento na atividade da SOD gera substrato para as
COXs podendo levar a estimulacdo da producdo de PGE,. De acordo com Myers e Hernandez
(1992) a SOD é também capaz de promover restabecimento dos niveis de eicosanoides de
maneira indireta, ou seja, ap6s administracdo de SOD os niveis de 6- keto-PGFla sdo
restabelecidos. Nosso estudo mostrou que CIN 200 normalizou os niveis de SOD, o que nos

evidencia mais um mecanismo pelo qual nossa substancia age na gastroprotecao.

A Ulcera gastrica € resultado de um processo de necrose e isquemia da mucosa. A

area do tecido necrosado passa a ndo receber mais nutriente porque ocorre dano microvascular,
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com constrigdo e consequente oclusdo dos vasos. O tecido necrosado libera leucotrieno que
atrai leucdécitos e macréfagos. Estes dltimos fagocitam o tecido necrosado liberando citocinas
préinflamatdrias como TNFa, IL-1a, IL-1b entre outras (TARNAWSKI, 2005).

Os neutrdfilos fazem parte do sistema de defesa imunoldgico inato, e sdo o0s
primeiros a chegar ao local da inflamacéo. A infiltracdo de neutrofilos na mucosa gastrica
ocorre em condicdes de hipdxia e baixo fluxo sanguineo local, e esta intimamente relacionada
ao surgimento de lesGes ulcerativas. Por sua vez, as principais causas do surgimento destas
lesBes € a liberacdo de EROs pelos neutrofilos no local da inflamagdo (OHTA; KOBAYASHI;
ISHIGURO, 1999; BAYIR et al., 2006) e o metabolismo de componentes do muco gastrico
pela enzima fosfolipase A, (PLA;) cuja expressdao € estimulada em neutréfilos ativados
(BERSTAD; BERSTAD; BERSTAD, 2002).

Estratégias para inibir a infiltracdo/ativacdo de neutrofilos demonstraram proteger
0S animais contra as Ulceras gastricas. Farmacos imunossupressores, portanto, poderiam
causar um efeito benéfico a mucosa géstrica, ao inibir a infiltracdo de neutréfilos sem afetar
as defesas gastricas (KVIETYS et al., 1990; SHIMIZU et al., 2000).

A enzima mieloperoxidase (MPO) esta presente dentro dos lisossomos dos
neutrofilos. Uma vez nos tecidos, apds estimulos pré-inflamatorios, os neutréfilos sofrem um
processo de degranulacdo com a liberacdo para o citoplasma da enzima mieloperoxidase
(armazenada nos granulos azurofilos). A MPO atua na presenca do anion superéxido e do
anion cloreto (CI) para formar o &cido hipocloridrico. O &acido hipocloridrico apresenta
intensa acdo toxica sobre as bactérias, sendo também lesivo para as células do tecido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006). A MPO pode ser usada como um indice de
infiltracdo de neutrdfilos nos tecidos (KRAWISZ et al., 1984). No presente trabalho, CIN 200,
assim como NAC, utilizado com controle positivo, foi capaz de diminuir os niveis de MPO,
comprovando a ac¢do de CIN 200 na protecdo do estbmago contra os danos causados por essa

enzima.

Nossos resultados também mostraram que o pré-tratamento com 1,4-cineol
200mg/Kg reduziu a niveis basais a taxa de LPO, avaliados indiretamente pela dosagem de

MDA. CIN 200 foi capaz de reduzir este indice provavelmente pela eliminacdo dos



75

compostos toéxicos pela SOD, fazendo com que a mucosa do trato gastrointestinal

permanecesse preservada.

Todos esses resultados analisados conjuntamente confirmam que 1-4-cineol
representa uma substancia de suma importéncia para o mercado farmacéutico devido a seus
efeitos farmacoldgicos antiulcerogénicos. Sua acdo provavelmente estd relacionada a
regulacdo das enzimas cicloooxigenases 1 e/ou 2, promovendo aumento de prostaglandinas,

além de seu efeito antioxidante.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e 14-Cineol apresentou uma atividade gastroprotetora evidenciada pelo

experimento de inducdo de Ulcera por etanol;

e A gastroprotecdo de 1,4-cineol foi confirmada através da analise histologica da
parte glandular do estdbmago, onde se evidenciou diminuicdo de edema, hemorragia e

infiltrado inflamatério;

e 1,4-Cineol também apresentou gastroprotecdo através da ulcera induzida por
Piroxicam, onde o mecanismo de acdo se da através do aumento da producdo de acido pelo

estdmago;

e Através do uso de antagonistas especificos no experimento de Ulcera induzida
por etanol, evidenciou-se que o mecanismo antiulcerogénico de 1,4-cineol provavelmente se

da pelo aumento dos niveis de prostaglandinas ha mucosa gastrica;

e Verificou-se também que a gastroprotecdo de 1,4-cineol ndo esta envolvida

com Oxido nitrico, receptores vanildides tipo 1 e canais de potassio ATP-dependentes;

e 14-Cineol apresentou acdo antioxidante através do aumento dos niveis da

enzima Superdxido dismutase;

e 1,4-Cineol também diminuiu o extresse oxidativo através da reducdo do nivel
de infiltracdo inflamatdria, evidenciada pela diminuicdo nos niveis da enzima

mieloperoxidase, e da reducdo da peroxidacao lipidica.
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7 CONCLUSAO

1,4-Cineol mostrou-se ser uma substancia inovadora, pois se trata de um farmaco
antiulcerogénico que age por mecanismo diferente dos medicamentos presentes no mercado
com esta funcdo. Como a doenga ulcerosa apresenta uma alta incidéncia de recidiva, faz-se
necessario o implemento de novos farmacos no mercado que visem ajudar no tratamento desta

doenca.
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