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RESUMO

A B-ionona (4-[2,6,6-trimetill-1-ciclohexeno]-3-buten-2-ona) € um sesquiterpeno
(terpenoide degradado - C13) presente na estrutura molecular do retinol, 3-
caroteno e acido retindico, sendo formado a partir da via do mevalonato em
diferentes tipos de plantas. As pesquisas sobre as atividades bioldgicas da [B-
ionona ainda sao incipientes e poucos resultados com este composto sao
encontrados na literatura. Este estudo visa investigar a atividade da B-ionona
no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol. A manipulacdo dos animais e
os protocolos experimentais foram registrados na Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) sob o nimero 87/2011. Camundongos Swiss (n = 8),
em jejum de 18 h, receberam, por gavagem, Bl nas doses de 6,25; 12,5; 25; 50
e 100 mg/kg. Apds 60 min da administracao de Bl os animais receberam 0,2 ml
de etanol absoluto por gavagem. Decorridos 60 min dessa administracdo, os
animais foram sacrificados, os estdmagos removidos e analisados para
determinacdo do indice de lesdo. A avaliacao histopatoldgica do estbmago foi
realizada atribuindo escores aos parametros de edema, hemorragia, perda de
células epiteliais e infiltrado inflamatério. Para investigar o envolvimento de
mediadores no efeito de BI, os animais receberam indometacina (10 mg/kg;
v.0.), L-NAME (20 mg/kg; i.p.), ODQ (10 mg/kg; i.p.), glibenclamida (5 mg/kg;
I.p.) e capsazepina (5 mg/kg; i.p) antes do tratamento com BI (12,5 mg/kg; v.0.).
Misoprostol (50 pg/kg v.0), L-arginina (600 mg/kg; i.p.), diazéxido (3 mg/kg; i.p.)
e capsaicina (0,3 mg/kg; v.0.) foram utilizados padrdo positivo. Os niveis de
nitrito e glutationa foram dosados na mucosa do estdbmago para investigar o
efeito da Bl sobre os niveis de NO e seu efeito antioxidante, respectivamente.
O tratamento dos animais com a Bl (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg), reduziu
significativamente e de forma dose-dependente, a area da lesdo gastrica
induzida pelo etanol para (11,41 £ 2,0; 7,92 + 1,8*; 6,32 £+2,0e 1,43+ 0,42 %
respectivamente). Entretanto, a Bl na menor dose avaliada (6,25 mg/kg), nédo
apresentou reducdo significativa da area ulcerada (21,97 + 1,8%). A
administracdo de Bl reduziu os escores de hemorragia, edema e a perda de
células epiteliais. A Indometacina e capsazepina nao foram capazes de reverter
o efeito protetor da BIl. O pré-tratamento dos animais com L-NAME, ODQ e

Glibenclamida reverteu o efeito gastroprotetora da BI, mostrando o



envolvimento do NO e canais Karp N0 seu mecanismo de acdo. O grupo pré-
tratado com Bl (12,5 mg/kg v.0.) mostrou uma maior concentracdo de nitrito
(24,18 mM) quando comparado ao grupo controle (17,68 mM). O pré
tratamento com BI foi efetivo em proteger contra o dano oxidativo (346,4 +
60,32 pg/g de tecido), evitando a deplecédo nos niveis de GSH no tecido. Estes
resultados indicam que a [-ionona possui efeito gastroprotetor no modelo de
Lesdo Géstrica induzida por Etanol mediado pela via NO\GMPc\Katp € através
da mediacdo do terpeno na deplecdo dos niveis de GSH provocado pelo

etanol.

Palavras chave: B-ionona.Terpeno. Ulcera Gastrica. Etanol.



ABSTRACT

The B-ionone  (4-[2,6,6-cyclohexene-1-trimetill]-3-butene-2-one) is a
sesquiterpene (degraded terpenoid - C13) present in the molecular structure of
retinol and -carotene acid retinoic being formed from the mevalonate pathway
in different types of plants. Research on the biological activities of B-ionone are
still incipient and limited results with this compound are found in the literature.
This study aims to investigate the activity of B-ionone in the model of ethanol-
induced gastric injury. Handling of animals and experimental protocols were
recorded by the Ethics Committee on Animal Research (CEPA) under number
87/2011. Swiss mice (n = 8), fasted 18 hours, were orally treated with Bl at
doses of 6.25, 12.5, 25, 50 and 100mg/kg. After 60 min of administration Bl
animals received 0.2 ml of absolute ethanol po. After 60 min this administration,
the animals were sacrificed, the stomachs removed and analyzed to determine
the rate of injury. Histologic examination of the stomach was performed by
assigning scores to the parameters of edema, hemorrhage, loss of epithelial
cells and inflammatory infiltrate. To investigate the role of mediators in Bl effect,
animals received indomethacin (10 mg / kg, po), L-NAME (20 mg / kg, ip) ODQ
(10 mg / kg, ip), glibenclamide (5 mg / kg, ip) and capsazepine (5 mg / kg, ip)
before treatment with Bl (12.5 mg / kg, po). Misoprostol (50 mg / kg po), L-
arginine (600 mg / kg, ip), diazoxide (3 mg / kg, ip) and capsaicin (0.3 mg / kg,
po) was used positive pattern. The levels of nitrite and glutathione were
measured in the stomach mucosa to investigate the effect of Bl on the levels of
NO and its antioxidant effect, respectively. Treatment of animals with the BI
(12.5, 25, 50 and 100 mg / kg) reduced significantly and dose-dependent
manner, the area of ethanol-induced gastric lesion to (11.41 £ 2.0, 7 92 * + 1.8,
6.32 £ 2.0 and 1.43 £ 0.42% respectively). However, the Bl lowest tested dose
(6.25 mg / kg) showed no significant reduction of the ulcerated area (21.97 +
1.8%). The administration of Bl scores decreased hemorrhage, edema and loss
of epithelial cells. The capsazepine and indomethacin were not able to reverse
the protective effect of Bl. Pretreatment of animals with L-NAME, ODQ and
glibenclamide reversed the gastroprotective effect of BI, showing the
involvement of NO and KATP channels in its mechanism of action. The group
pretreated with Bl (12.5 mg / kg po) showed a higher concentration of nitrite



(24.18 mM) compared to the control group (17.68 mM). The pretreatment BI
was effective in protecting against oxidative damage (346.4 + 60.32 mg / g of
tissue), preventing depletion of GSH levels in tissue. These results indicate that
the B-ionone has gastroprotective effect in the model of ethanol-induced gastric
injury mediated by the NO \ cGMP \ K ATP and terpene through the mediation
of the GSH depletion induced by ethanol.

Key-Words: B-ionone. Terpene. Gastric Ulcer. Ethanol.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fisiologia Gastrica

O estdbmago € dividido anatomicamente em quatro regides: a cardia, o
fundo, o corpo e o antro. O esfincter esofagiano limita a por¢cdo superior do
estomago, enquanto o esfincter pilérico limita a interface entre o estbmago e o
duodeno (Figura 1) (CONTRAN et al., 2010). As caracteristicas estruturais das
regides do fundo e do corpo séo idénticas, por isso, sdo consideradas apenas
trés regides na divisdo histologica. (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008;
KUMMAR et al, 2010).

Figura 1 — Regi6es anatdmicas do estomago.

Esofago —————»

—~+——— Diafragma

caran N . runco
e

Corpo
Esfincter Esofagiano
Inferior

Duodeno —— R
Estomago
Antro
—

Piloro

Fonte: adaptado de CONTRAN (2010).

A parede estomacal € constituida por quatro camadas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (KONTUREK, 1990). A mucosa gastrica é
composta principalmente pelas glandulas oxintica e pilérica. As glandulas
oxinticas secretam acido cloridrico (HCI), pepsinogénio, fator intrinseco e
muco, enquanto as glandulas piléricas secretam, sobretudo, muco e também
os horménios gastrina e somatostatina pelas células G e células D,
respectivamente (JASS, 2001).

No arranjo estrutural da glandula oxintica existem trés tipos de células:

as células epiteliais, que secretam muco; as células parietais, que secretam
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HCI e fator intrinseco e as células principais, que secretam pepsinogénio
(JASS, 2001).

Abaixo da camada mucosa estd a submucosa, composta por colageno,
elastina, glandulas e vasos sanguineos que irrigam o aparelho gastrointestinal.
E nesta porcdo que se localiza o plexo submucoso (plexo de Meissner),
componente essencial do sistema nervoso entérico. Em seguida, esta a
camada muscular, a responsavel pela motilidade do trato gastrointestinal (TGI).
O plexo mioentérico (plexo de Auerbach) se situa entre os muasculos circular e
longitudinal (COSTANZO, 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

As fibras nervosas presentes no interior dos plexos constituem o sistema
nervoso entérico e sdo responsaveis pela secrecdo de diversos mediadores,
como a acetilcolina (ACh), noradrenalina, purinas e o6xido nitrico. Tais
mediadores estao envolvidos na regulacdo dos fendmenos fisioldgicos do TGl,
regulando varios processos, tais como a secrecdo acida e a motilidade
gastrointestinal. Esses plexos também contém neurdnios sensitivos primarios
responsivos a estimulos quimicos e mecanicos (BRUNTON, 2012;
COSTANZO, 2004).

1.1.1. Fisiologia da secrecédo acida

A secrecdo de acido pelo estbmago € um processo que envolve a
interacdo de multiplos fatores, com envolvimento de vias centrais e periféricas.
A intercomunicacdo dessas vias culmina na secrecdo de H' pelas células
parietais localizadas no corpo e no fundo gastrico. InUmeros mediadores
fisiol6gicos estdo envolvidos no processo de secrecdo acida, dentre eles estéo
os fatores neuronais (ACh), paracrinos (histamina) e enddcrinos (gastrina)
(Figura 2) (BRUNTON, 2012.).
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Figura 2 — Regulacéao fisiologica das secrecdes gastricas.
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Fonte: Adaptado de BRUNTON (2012). A gastrina, liberada pelas células da mucosa do
antro gastrico e duodeno, ativa os receptores CCK,, estimulando a liberacdo de
histamina pelas células enterocromafins (ECL). A histamina atua nos receptores H, nas
células parietais, estimulando a secregéo acida. As prostaglandinas (PGE, e PGl,)
diminuem a secrecéo acida e aumentam a secrecdo de muco e bicarbonato através da
ativacdo dos receptores EP5. Os receptores muscarinicos M; s80 0s responsaveis por
desencadear as repostas fisioldégicas geradas pela acetilcolina (ACh).

A histamina se liga aos receptores H,, desencadeando uma resposta
através do aumento do AMPc intracelular e consequente fosforilagdo de
proteinas efetoras. A ACh e a gastrina se ligam aos receptores M3 e CCKy,
respectivamente, causando o aumento da concentracdo do Ca®* citosélico. A
ativacdo dessas vias por seus respectivos mediadores culmina na ativacao da
H" K*-ATPase (bomba de prétons) (SABESIN, 1993.).

A ACh, liberada por fibras vagais p6s-ganglionares, pode estimular a
secrecdo acida por duas vias: atuando diretamente nas células parietais por
meio do receptor muscarinico M3 ou indiretamente através da estimulagéo da
liberacdo de histamina, pelas células enterocromafins (ECL) do fundo gastrico,
e gastrina, pelas células G do antro gastrico (COSTANZO, 2004).

As células enterocromafins localizam-se proximas as células parietais,

de modo que a histamina liberada nessas células atua de forma paracrina nas
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células parietais, estimulando a secrecdo de &acido. O envolvimento da
histamina na secrecao acida foi comprovado através do uso de antagonistas do
receptores H; para inibir a secre¢do acida (SABESIN, 1993.).

A liberacéo de gastrina pelas células G do antro gastrico é regulada por
diversos fatores, entre eles a ativacdo neural central, distensdo local e
componentes quimicos do conteudo gastrico. O mecanismo principal pelo qual
a gastrina estimula a liberacéo de acido € mediado pela liberacdo de histamina
nas células ECL. H4& também um efeito direto menos pronunciado da gastrina
sobre as células parietais (COSTANZO, 2004).

As células D presentes no antro gastrico liberam somatostatina, um
mediador que protege a mucosa gastrica ao inibir a liberagdo de gastrina e
diminuir a secrecdo &cida. A diminuicdo das células D no estbmago de
pacientes infectados por Helicobacter pylori contribui para a producdo
excessiva de gastrina, aumentando a secrecdo &cida nesses pacientes
(BRUNTON, 2012.).

Apesar das altas concentracbes de acido cloridrico, as células
estomacais nao sofrem lesdes e isso se deve a inumeros fatores protetores da
mucosa gastrica. Fisiologicamente, ha um equilibrio entre os fatores
agressores da mucosa, HCI e pepsina, e os fatores protetores, como muco,
bicarbonato, proliferacdo celular, prostaglandinas, mediadores gasosos (6xido
nitrico e sulfeto de hidrogénio) e 1 neuropeptidios (peptideo relacionado ao
gene da calcitonina — CGRP) (WALLACE, 2008).

1.1.2. Mecanismos de protecdo da mucosa gastrica

A primeira linha de defesa da mucosa gastrica trata-se de uma barreira
protetora formada por muco, bicarbonato e fosfolipidios. Tal barreira
proporciona uma protecao fisica ao impedir que a pepsina alcance as células
da mucosa gastrica e cause protedlise. Além disso, essa barreira retém os ions
de bicarbonato secretados, mantendo o pH na superficie das células mais
neutro, proporcionando um micro-ambiente estavel frente ao acido gastrico
(ALLEN & FLEMSTRO, 2005).

O muco é formado por polimeros de mucina, que conferem aderéncia as

células epiteliais, e fosfolipidios, que torna a camada hidrofébica (ALLEN &
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FLEMSTRO, 2005). O bicarbonato (HCOj3") € secretado pela mucosa gastrica
frente a varios estimulos fisiolégicos, dentre eles destacam-se as
prostaglandinas e a ACh que estimulam a sua liberacdo para o espaco
extracelular (ALLEN & FLEMSTRO, 2005; BRUNTON, 2012).

Véarias pesquisas vém demonstrando a relevancia da manutencdo do
fluxo sanguineo na protecéo gastrica. O aumento do fluxo sanguineo protege a
mucosa frente a estimulos nocivos, enquanto que a reducao do fluxo provoca a
exacerbacdo das lesbes causadas por agentes ulcerogénicos. Inumeros
mediadores estdo envolvidos na regulacdo do fluxo sanguineo na mucosa
gastrica, dentre eles estdo as prostaglandinas, o 6xido nitrico e os canais de
potassio sensiveis ao ATP (canais de Karp) (ABDEL-SALAM et al, 2001;
WALLACE & MILLER, 2000).

As prostaglandinas (PGs) possuem papel fundamental na protecdo da
mucosa gastrica. Tais mediadores s&o sintetizadas a partir do acido
araquidonico pelas enzimas ciclooxigenases (COXs). Existem trés isoformas da
COX, no entanto apenas duas sdo expressas no estdmago: a COX-1,
constitutiva, responsavel pela liberacdo de prostaglandinas em condicdes
fisiologicas, e a COX-2, induzivel, que sintetiza prostaglandinas nos processos
de inflamacdo e cicatrizacdo da mucosa (WALLACE, 2003). As principais
prostaglandinas envolvidas na gastroprotecdo sdo as prostaglandinas E,
(PGE,) e I, (PGI,), as quais podem ativar os receptores EP3; das células
parietais e das células epiteliais, causando a diminuicdo da secrecao de acido
e aumento da secrec¢do de muco, respectivamente. Também aumentam o fluxo
sanguineo e a secrecao de bicarbonato através da ativacdo dos receptores EP;
(AIHARA et al., 2007.).

A gastroprotecdo mediada pelas PGs também envolve a ativacdo dos
canais de Katp, 0S quais estdo envolvidos em diversos outros processos
fisiologicos do aparelho gastrointestinal, tais como a regulacdo do fluxo
sanguineo, secrecdo de acido e contratilidade do estbmago (GARCIA et al.,
1997; PESKAR et al., 2002).

Os canais de Karp recebem este nome por serem responsivos as
concentragbes de ATP intracelular. S&o alvos farmacologicos de inumeros
farmacos, dentre eles as sulfoniluréias, como a glibenclamida e glimepirida,

gue bloqueiam esses canais. Existem também farmacos que provocam a



25

abertura dos canais de Katp, como o pinacidil e cromakalim (QUAYLE,
NELSON, STANDEN, 1997).

A abertura dos canais de Katp presentes nas células endoteliais provoca
uma vasodilatacdo que ajuda na protecdo da mucosa gastrica contra agentes
ulcerogénicos. A abertura desses canais aumenta a entrada de potassio para o
interior celular, alterando o potencial elétrico de acdo da membrana da célula, o
que provoca a diminuicdo da entrada de calcio através dos Canais de Calcio
Voltagem Dependentes (VGCC), levando a vasodilatacdo (QUAYLE, NELSON,
STANDEN, 1997; NILIUS & DROOGMANS, 2001).

Varias pesquisas vém demonstrando que estes canais podem ser
ativados pela proteina quinase dependente de GMP ciclico (GMPc), o que
poderia explicar a atividade vasodilatadora de mediadores enddégenos como o
oxido nitrico, adenosina e CGRP. Dessa forma, o bloqueio desses canais por
mediadores como a adrenalina, vasopressina, endotelina e angiotensina I
provoca uma vasoconstricdo. Isto se da através da ativacdo da proteinoquinase
C e o0 aumento da concentracdo de calcio intracelular (JACKSON, 1993;
NELSON & QUAYLE, 1995; PESKAR et al., 2002).

O Oxido Nitrico (NO) é um mediador endégeno envolvido em diversas
funcdes no Trato Gastrintestinal (TGI), regulando a manuten¢édo do ténus da
musculatura lisa, peristaltismo intestinal, esvaziamento géstrico, producao de
muco e bicarbonato, manutencao do fluxo sanguineo e citoprotecdo adaptativa,
juntamente com as PGs (MARTIN, JIMENEZ & MOTILVA, 2001).

O NO ¢é sintetizado a partir do aminoacido arginina pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS), a qual existe em trés isoformas: e-NOS (6xido nitrico
sintase endotelial), n-NOS (6xido nitrico sintase neuronal) e a i-NOS (6xido
nitrico sintase induzivel) (BRUNTON, 2012.). O NO liberado em baixas
concentragdes pelas enzimas constitutivas, e-NOS e n-NOS, possui um papel
gastroprotetor da mucosa, no entanto, excessivas quantidades desse
mediador, liberadas pela i-NOS, podem lesionar os tecidos alterando a
homeostase do TGl (WALLACE, MARK & MILLER, 2000).

O NO é capaz de ativar a enzima guanilato ciclase solavel (GCs),
promovendo a formacdo de GMPc que, por sua vez, ativa proteinas quinases G
(PKG), desencadeando uma cascata de fosforilagdo para obter a funcdo
efetora de vasodilatacdo (DENNINGER & MARLETTA, 1999). O NO também
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pode regular diretamente a funcdo de canais i6nicos e enzimas através da
nitrosilagdo de grupamentos tidis do residuo de cisteina presentes nas
proteinas (JAFFREY et al., 2001).

O TGI possui sua propria rede neural integrativa, sistema nervoso
entérico, que controla muasculos lisos, vasos sanguineos e glandulas. Nesse
sistema, ha fibras nervosas parassimpaticas que funcionam, na maioria das
vezes, de forma inibitéria e fibras nervosas simpéticas que, quando ativas,
inibem a secrecdo de ACh (BRUNTON, 2012.).

Os receptores adrenérgicos a2 medeiam varias respostas no TGI. Eles
estdo envolvidos na regulagédo da secrecdo acida, embora 0 mecanismo exato
pelo qual isso ocorra ainda permaneca desconhecido (GYIRES, 1999). Gyires
et al. (1996) demonstraram que a administracdo do agonista adrenérgico a2,
clonidina, diminuiu as lesdes na mucosa gastrica induzida por antiinflamatérios
nao esteroidais (AINES), demonstrando a participacdo desses receptores na
gastroprotecéao.

Ha também uma subpopulacédo de neurbnios aferentes primarios no TGI
onde estdo presentes o0s receptores vaniloides TRPV-1 (SZOLCSANYI &
BARTHO, 2001). Estes receptores podem ser ativados pela capsaicina, uma
substancia extraida de pimentas vermelhas, que, em pequenas doses,
apresenta efeitos gastroprotetores, aumentando o fluxo sanguineo e a
secrecdo de muco e bicarbonato. Os terminais periféricos dos neurbnios
aferentes primarios também liberam diversos neuropeptidios vasodilatadores,
como a substancia P (SP), as neurocininas (taquicininas) e o CGRP
(WARZECHA et al., 2011.).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas constantemente
durante alguns processos fisiol6gicos, como a fosforilacdo mitocondrial da
cadeia transportadora de elétrons, no entanto, em condi¢des patoldgicas, 0s
EROs sao produzidos em grandes quantidades, superando a capacidade das
enzimas antioxidantes. Os EROs sao altamente reativos e interagem com
macromoléculas essenciais, como o DNA, proteinas e lipideos, causando
desordens celulares (CNUBBEN et al, 2001). Ha enzimas oxidases no TGI que
produzem grandes quantidades de EROs em suas reacfes, tais como a

xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e NADPH oxidase, encontrada em
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leucdcitos residentes (macrofagos, neutrofilos e eosinofilos) da lamina propria
(DONG e KAUNITZ, 20086).

A primeira linha de defesa contra os EROs sdo enzimas antioxidantes
que incluem a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-px). Pequenas moléculas como glutationa, vitamina C,
terpenos e carotenoides fornecem uma segunda linha de defesa antioxidante
(CNUBBEN et al, 2001).

A glutationa (GSH) reduzida é um tripeptideo que atua como co-fator da
GSH-px, otimizando a reducdo de peroxido de hidrogénio em agua, com
formacdo simultanea de dissulfeto glutationa (GSSG - glutationa oxidada)
(CNUBBEN et al., 2001). A GSH também reage de forma ndo-enzimatica com
o radical hidroxila, N,O3 e peroxinitrito, revelando uma atividade antioxidante
prépria (GRIFFTH, 1999).

Os niveis celulares de GSH sédo controlados por diversos sistemas
enzimaticos: glutamil-transpeptidase (GT), transportador de aminoéacidos,
glutationa sintase (GS), glutationa peroxidase (GSH-px) e glutationa redutase
(GR) (ISHIKAWA et al., 1997). Em condi¢des fisiologicas, a GR reduz o GSSG
a GSH na presengca do NADPH, formando o ciclo redox (LU, 2000). Em
condicdes de estresse oxidativo, para manter o balanco redox, o GSSG é
exportado da célula por proteinas transportadoras dependentes de ATP,
resultando na deple¢éo dos niveis de GSH (LEIER et al., 1996).

Figura 3 — Agéo das enzimas antioxidantes.

o,
Superéxido
dismutase | P
H,O, H,O + O,
__— GSH | > GSH \
Glutationa \ Glutationa / \ Hidroxil
peroxidase / redutase | / Peroxinitrito
~> BSSG — \ GSSG
H,O
ROOQCH + GSH » ROH + H,0 + GSSH
Glutationa-S-transferase

Fonte: Moura Rocha (2009.). Superéxido dismutase, Catalase, Glutationa peroxidase,
glutationa -s-transferase e glutationa redutase. GSH, glutationa reduzida. GSSG,
Glutationa oxidada. ROOH radicais peroxil.
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1.2. Ulceras Gastricas

O desequilibrio entre os fatores protetores e os fatores agressores da
mucosa esta envolvido na formacgao da Ulcera gastrica. A Ulcera € uma doenca
comum do TGI e pode ser definida como uma lesdo profunda na mucosa, com
destruicdo de componentes dos tecidos epitelial e conjuntivo, incluindo
miofibroblastos subepiteliais, células musculares lisas, vasos e nervos (MILANI
& CALABRO, 2001). E uma doenca de origem multifatorial que atinge um
consideravel numero de pessoas em todo o mundo e cujos fatores etiolégicos
incluem estresse emocional, dieta inadequada, fatores genéticos, uso continuo
ou indiscriminado de AINEs e infeccdo por Helicobactoer pylori (JAIN et al.,
2007; MUSUMBA et al., 2009).

Os antiinflamatorios néo-esteroidais contribuem para a patogénese da
Ulcera gastrintestinal e representam um importante fator etiolégico, uma vez
que estdo entre os agentes farmacologicos mais utilizados na prética clinica (
Wallace, 2001). Farmacos desta classe terapéutica, como indometacina e
piroxicam, inibem as isoformas das enzimas ciclooxigenases (COX) resultando
em distarbios na microcirculagdo sanguinea, aumento da migracdo e adeséao
de polimorfonucleares, inducdo da formacao de radicais livres, reducdo da
secrecdo de muco alcalino e alteracbes na motilidade gastrintestinal
(NYLANDER, 2011).

A sintomatologia da Ulcera gastrica € caracterizada por dor epigastrica,
tipo queimacao, que surge em horarios relacionados aos habitos alimentares,
ocorrendo 2 a 3 horas apés a alimentacdo ou a noite. A dor costuma diminuir
com a ingestdo de alimentos ou substéncias alcalinas (PETERSEN et al.,
1988).

Quando ndo ha um tratamento efetivo, as complicacdes podem ocorrer
em até 30% dos pacientes e incluem a hemorragia digestiva alta (20%),
hematémese, perda de sangue oculto nas fezes, perfuracéo (6%) e a obstrucéo
piloro-duodenal (4%) (COELHO, 1998).
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1.2.1. Inducéo de lesdo gastrica por etanol

O élcool é a substancia psicoativa mais popular do planeta devido a
grande disponibilidade e ao baixo custo. O seu consumo excessivo esta
relacionado a varios problemas sociais, econémicos e de saude enfrentados
pelos homens. O peso global dos problemas de salde relacionados ao alcool
foi equivalente a 4% de toda a morbidade e mortalidade ocorrida no planeta no
ano de 2000, com uma tendéncia de ascensdo. No Brasil, o consumo
excessivo de alcool esta entre os principais problemas de saude publica, posto
ser este o fator determinante de mais de 10% de toda a morbidade e
mortalidade ocorrida no nosso pais (MELONI & LARANJEIRA, 2004).

O etanol € uma substancia necrosante e 0 Sseu consumo excessivo pode
causar lesdes gastricas em humanos caracterizadas por edema na mucosa,
hemorragias subepiteliais, esfoliagdo celular e infiltracdo de células
inflamatérias. O mecanismo pelo qual isso ocorre € complexo e envolve
diversos mediadores (GUSLANDI, 1987).

Em altas concentragdes, o etanol é capaz de romper a barreira de muco,
guebrando a hidrofobicidade e o efeito tamp&o do bicarbonato, expondo as
células da mucosa aos efeitos do acido. O etanol também possui um efeito
irritante  préprio, que aumenta proporcionalmente a sua concentracao
(DAVENPORT, 1969).

O etanol é capaz de reduzir o fluxo sanguineo na submucosa através da
congestao capilar e vasoconstricdo dos microvasos, efeito este provocado pela
liberacdo de mediadores como a endotelina. Outros mediadores podem estar
envolvidos na alteracéo do fluxo sanguineo, dentre eles estédo as lipoxigenases,
leucotrienos, citocinas pré-inflamatérias, tromboxanos e espécies reativas de
oxigénio (EROs). Além disso, o etanol também é capaz de alterar a atividade
da musculatura lisa promovendo uma estase gastrica. O somatério desses
efeitos aumenta os riscos de hemorragias e ulceragdes, associados as injurias
macroscopicas e histolégicas na mucosa (OATES & HAKKINEN, 1988.)

Esses mediadores sdo formados devido a capacidade do etanol em
ativar fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de genes que induzem a
sintese de proteinas inflamatorias, como o AP-1 e NF-kB. Isto induz a formacao

da enzima COX-2, que ao contrario da COX-1, favorece a lesdo gastrica. O
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etanol também ativa as enzimas INOS, causando a liberacdo de grandes
quantidades de NO que intensifica a lesdo na mucosa gastrica (KISHORE et
al., 2002; NANJI et al., 2003).

A isquemia gerada pela reducdo do fluxo sanguineo na mucosa
desencadeia processos celulares que culminam na formacéo de EROs, que se
acumulam nas células. Este aumento na producdo de EROs provoca a
deplecdo dos fatores antioxidantes da mucosa, levando ao estresse oxidativo,
onde o excesso de EROs € capaz de promover alteracbes celulares que
podem causar a morte celular (RAO et al., 2004).

Modelos animais representam uma ferramenta importante para se
investigar as doencas relacionadas ao alcool, permitindo a utilizacdo de
métodos invidveis na pesquisa clinica (SIEGMUND et al.,, 2002). Para
investigar as alteracbes provocadas pelo alcool na mucosa gastrica de
humanos, utiliza-se o0 modelo animal onde as lesdes gastricas sao produzidas
pela administracdo intragastrica de quantidades varidveis de etanol
concentrado. Dependendo da quantidade de etanol dado, entre 10% e 40% da
porcdo glandular do estdbmago de ratos e camundongos torna-se coberto de
erosdes hemorragicas e Ulceras quando examinados 1 a 2 horas apos a
administracdo do etanol (SZABO & SZELENYI, 1987).

1.2.2. Abordagens terapéuticas na Ulcera géastrica

A terapia da Ulcera gastrica visa a diminuicdo da secrecdo acida e a
neutralizacdo do acido secretado através do uso de inibidores da bomba de
prétons, antagonistas dos receptores H,, antiacidos e citoprotetores
(BRUNTON, 2012.).

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) reduzem as secrecdes de
acido gastrico basal e estimuladas por alimentos. Tratam-se de pro-farmacos
gue sdo ativados dos canaliculos secretores de acido da célula parietal. A sua
forma ativa, sulfenamida ciclica, liga-se covalentemente a H',K'-ATPase,
inativando-a irreversivelmente. Os farmacos componentes desse grupo Sao:
omeprazol, pantoprazol, esomeprazol, lansoprazol e rabeprazol (BRUNTON,
2012)).
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Os IBPs apresentam como efeitos adversos a cefaleia, diarreia e rashes.
O uso cronico de IBPs foi associado a um aumento do risco de fraturas 6sseas
e a maior susceptibilidade a certas infecgcbes, como pneumonia e colite
pseudomembranosa. Pode ocorrer também o0 aumento de gastrina,
responsavel pela hipersecrecéo rebote de acido gastrico apds a interrupcdo do
tratamento com IBPs. A hipersecre¢do de gastrina também tem sido associada
ao crescimento de tumores gastrointestinais (COTE & HOWDEN, 2008).

Os antagonistas dos receptores H, competem com a histamina, de modo
reversivel, pela ligacdo nos receptores H, presentes nas células parietais. Ao
diminuir essa ligagdo da histamina, tais farmacos diminuem a secreg¢do de
acido, predominantemente, a secrecdo &cida basal, o que explica a sua
eficacia na supressdo da secrecdo acida noturna. Os farmacos que compdem
esse grupo sdo: ranitidina, cimetidina, famotidina e nizatidina (FACKLER,
2002).

Os efeitos adversos desta classe de antagonista podem ser
exemplificados por: diarreia, tonturas, rashes transitérios e hipergastrinemia. O
uso cronico desses farmacos, principalmente a cimetidina, diminui a ligacdo da
testosterona ao receptor androgénico e inibe as ezimas hepéticas responséaveis
pela metabolizacdo do estradiol. Tais efeitos podem causar galactorreia nas
mulheres e ginecomastia, reducdo na contagem de espermatozoides e
impoténcia nos homens. Ha também muitas interaces farmacoldgicas entre 0os
farmacos desse grupo e diversos outros medicamentos, uma vez que esses
antagonistas inibem enzimas citocromo P450 responsaveis pela metabolizacao
de xenobidticos (BRUNTON, 2012.).

Os antiacidos atuam pela neutralizacdo direta do &cido gastrico,
causando a diminuicdo das dores provocadas pela diminuicdo excessiva do
pH. Por terem eficcia limitada, sdo usados comumente para casos
esporadicos de dores epigastricas. Dentre os farmacos mais utilizados dessa
classe estdo o hidréxido de magnésio, hidréxido de aluminio, carbonato de
calcio de bicarbonato de sédio (KATZUNG, 2005).

O bicarbonato de sodio provoca uma neutralizacdo é&cida de inicio
rapido, porém passageira. O sodio e bicarbonato sdo rapidamente absorvidos,
podendo representar um risco para pacientes hipertensos ou com doengas

renais. A reacdo de neutralizacdo do carbonato de célcio com o H* gera didxido
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de carbono que provoca distensdo abdominal e flatuléncias. O célcio também
pode induzir uma secrec¢do 4cida rebote. Os sais de magnésio causam diarreia
e 0s sais de aluminio causam constipacdo, de modo que as misturas contendo
os dois sais prometem preservar a fungcdo normal do intestino, no entanto, esse
equilibrio nem sempre € obtido na pratica (KATZUNG, 2005; BRUNTON,
2012).

Outro farmaco usado no tratamento de Ulceras géastricas € o misoprostol,
analogo estavel da prostaglandina E;. Esse medicamento exibe atividades
semelhantes as prostaglandinas endogenas, diminuindo a secrecdo acida,
estimulando a secrecdo de mucina e bicarbonato, além de aumentar o fluxo
sanguineo local. O uso do misoprostol é restrito a ambientes hospitalares, uma
vez que o uso desse farmaco aumenta as contracfes uterinas, podendo causar
aborto. Outros efeitos adversos incluem diarreia e colicas abdominais
(BRUNTON, 2012).

Dentre os farmacos citoprotetores da mucosa gastrintestinal, estdo os
compostos de bismuto e o sucralfato. Os compostos de bismuto sdo um
complexo coloidal do sal aménio potassico de oxoidrocitratobismutato Il que se
deposita sobre as lesdes gastrintestinais facilitando a cicatrizagao por estimular
secrecdo de muco e a sintese de PGs. De forma semelhante, o sucralfato é
constituido de sacarose sulfatada e hidroxido de aluminio formando um gel
viscoso sobre a mucosa gastrica que evita a acao de agentes lesivos, além de
estimular a secrecdo de muco e sintese de PGs. No entanto, tais farmacos
apresentam efeitos colaterais, a exemplo da diarréia, constipacdo, nauseas,
vomitos e hipergastrinemia. Além disso, ndo impedem a recorréncia das lesdes
(BRUTON et al., 2006).

1.3. Terpenos

Terpenos, terpenoides ou isoprenoides sdo trés denominagdes utilizadas
para designhar uma extensa e numerosa familia de produtos naturais. O termo
isoprenoide indica que estes compostos possuem a estrutura do isopreno (2-
metil-butadieno, figura 4) ligadas entre si. O termo terpeno refere-se apenas
aos hidrocarbonetos insaturados (alcenos), no entanto, pode ocorrer a adicdo

do oxigénio na molécula terpénica, e, se esta preservar a estrutura das



33

unidades isoprénicas, tal composto passa a ser chamado de terpenoide.
Embora haja essa divisdo, 0s trés termos sao frequentemente usados
alternadamente para descrever 0os mesmos compostos (GIRAL, 1956;
SIMOES, 2001).

Figura 4 - Estrutura quimica do isopreno.

N

Fonte: SIMOES, 2001.

Os terpenos podem ser classificados de acordo com o numero de
atomos de carbono, ou seja, de unidade isoprénicas. As classes s&o:
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos e politerpenos (OLIVEIRA et al., 2003).

Os hemiterpenos (C5) é o menor grupo dos terpenos, sendo o préprio
isopreno o representante do grupo mais conhecido e estudado. Tal composto é
volatil, sendo liberado de tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al.,
2000).

Os monoterpenos (C10) sdo compostos por duas unidades de isopreno.
Devido a sua baixa massa molecular, estes costumam ser volateis, atuando na
atracdo de polinizadores. Os monoterpenos podem ser isolados através de
destilacdo ou extracdo. O primeiro monoterpenoide a ser isolado foi a
“turpentina” (C10H16) na década de 1850 na Alemanha. Atualmente sao
conhecidos mais de 1.000 monoterpenos naturais e alguns tém sido
empregados nas industrias de perfumes e fragrancias, producdo de
especiarias, culinaria, industria de alimentos e condimentos (OLIVEIRA et al.,
2003).

Os monoterpenos podem ocorrer em pélos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas e em canais oleiferos. Eles podem estar

estocados em flores, como as de laranjeira, folhas, como no capim-lim&o, nas
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cascas dos caules, como na canela, na madeira, como no sandalo ou no pau-
rosa, e em frutos como nos de erva-doce (PERES, 2004).

Os sesquiterpenos (C15) sdo encontrados nos 6leos essenciais e em
hormoénios vegetais, constituindo a maior classe de terpenos (OLIVEIRA et al.,
2003). Como exemplo desta classe, temos a f-ionona que €é um
sesquiterpenoide degradado no carbono 13 presente naturalmente no tabaco
(SALT et al., 1986), maracuja, damasco, na framboesa, cenoura, carambola,
cereja e manga (WINTHERHALTER; ROUSEFF, 2002). Nas plantas, possui a
funcdo de afastar herbivoros, atrair agentes polinizadores, além de possuir
atividade fungicida (WEEKS, 1986).

Os diterpenos (C20) compreendem um grande grupo de compostos que
exercem funcbes como hormdnios, acidos resinicos e agentes
anticancerigenos (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2003).

Os triterpenos (C30) formam os componentes das resinas, latex, ceras e
cuticula das plantas. Entre os triterpenos, estd uma importante classe de
substancias, os esteroides, 0s quais sdo componentes dos lipidios de
membrana e precursores de hormonios esteroides. Uma outra classe
importante de triterpenos sdo as saponinas. Como o proprio nome indica, as
saponinas sao prontamente reconhecidas pela formacdo de espuma em certos
extratos vegetais. Essas substancias sdo semelhantes ao sab&o porque
possuem uma parte hidrosolivel (glicose) e outra lipossolavel (triterpeno). Nas
plantas, as saponinas desempenham um importante papel na defesa contra
insetos e microorganismos (PERES, 2004).

Os tetraterpenoides (C40) sao carotenoides, pigmentos responsaveis
pela coloragdo amarela, laranja, vermelha e purpura dos vegetais,
apresentando funcdo essencial na fotossintese e, especialmente, na
pigmentacao de flores e frutos (ROBBERS et al., 1997).

Os politerpenoides sdo aqueles com mais de oito unidades de isopreno,
ou seja, com mais de 40 carbonos na sua estrutura, como o0s longos polimeros
encontrados na borracha (ROBBERS et al.,, 1997; CROTEAU et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2003).
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1.3.1. Compostos Terpénicos na Protecao Gastrica

Os terpenos despertam grande interesse farmacolégico devido a ampla
variedade de efeitos apresentados por este grupo, tais como atividade
anticancerigena (CARNESECCHI et al., 2004; HUANG et al., 2012; IWAMOTO
et al.,, 2001; JIA-REN et al., 2004) antinociceptiva (AHMAD et al., 2005;
GUEDES et al., 2002; LIMA-JUNIOR et al., 2006), , antifingica (SHARMA et
al., 2012), anti-inflamatéria (KANG et al., 2013; CARVALHO et al.,, 1996),
dentre outras.

Varios terpenos presentes em Oleos essenciais mostraram atividade
gastroprotetora, inibindo lesdes gastricas induzidas por diferentes agentes,
como, por exemplo, o monoterpeno terpinenol e o sesquiterpeno elemol
isolados do 6leo essencial de Cryptomeria japonica (MATSUNAGA et al. 2000).
O terpeno B-eudesmol e hinesol mostraram-se como inibidores da secrecéo
gastrica (NOGAMI et al.1986) e terpeno isopulegol apresentou atividade
gastroprotetora mediada por prostaglandinas, canais de Karp € sistema
antioxidante (SILVA et al., 2009).

1.3.2. B-lonona

A B-ionona (4-[2,6,6-trimetill-1-ciclohexeno]-3-buten-2-ona) € um
sesquiterpenoide degradado - C13 presente na estrutura molecular do retinol,
B-caroteno e acido retindico (STERMER et al., 1994). Foi sintetizada em 1893,
por Tiemann e Kinger, em uma tentativa de esclarecer a estrutura de um
composto de aroma de impacto do 6leo obtido de Iris florentina, as chamadas
ironas (NAVES, 1971).

A B-ionona (figura 5) ja foi identificada em diferentes tipos de plantas,
tais como Cerastium candidissimum (LAZARI et al, 2000), Cistus
monspeliensis (ANGELOPOULOU et al., 2001), Lepidium meyenii (TELLEZ et
al., 2002), Medicago marina (FLAMINI et al., 2003), Osmanthus fragrans
(OMURA et al., 2000), Thymus serpyllum (PURI et al., 1985) e na Boronia
megastigma (MACTAVISH; MENARY, 1997), da qual foi isolada desta pela
primeira vez em 1929 (ROBERTS; MENARY, 1994).
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Figura 5 - Estrutura quimica da 3-ionona.

HyC  CH, 0

_
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Fonte: JANAKIRAM et al., 2008.

Um estudo realizado por Jeong et al. (1998), verificou o efeito da [3-
ionona sobre as enzimas do citocromo P450 e do NADPH-P450 redutase,
enzimas responsaveis pela metabolizacdo de diversos compostos exégenos. A
B-ionona foi administrada por via subcutanea em ratos na dose de 300, 600 e
1200mg/kg nas 48 e 72 horas que antecederam o sacrificio. Mostrou-se
claramente que a [-ionona tem potencial indutor frente as enzimas do
citocromo P450 1A1/2,2C e do NADPH-P450 redutase nas trés doses
analisadas. Isso implica em interacdo farmacodinadmica deste terpeno com
diversos medicamentos metabolizados por esta via hepatica. Um exemplo
desse fenbmeno foi mostrado em um estudo realizado por Parke e Rahman
(1969), no qual a administracdo da [-ionona reduziu o tempo de sono
provocado pelo hexobarbital, através da inducdo do metabolismo hepéatico
deste.

Um estudo realizado em coelhos determinou os principais metabdlitos
formados ap6s a administracdo da B-ionona por gavagem na dose de 1g/kg/dia
durante 7 dias. A urina foi coletada diariamente durante o periodo de
administracdo e durante 4 dias apds a ultima administragdo. A B-ionona foi
identificada inalterada na urina dos coelhos, além dos compostos 3-oxo-B-
ionona, 3-oxo-B-ionol, diidro-3-oxo-B-ionol e 3-hidroxi-B-ionol que se
apresentavam no estado livre, sendo que o 3-oxo-B-ionol e 3-hidroxi-B-ionol
foram detectados também na forma conjugada com o acido glicurénico. Com
este estudo pode-se concluir também que a B-ionona é absorvida por via oral,
uma vez que esta foi a Unica forma de administragdo nos animais (IDE; TOKI,
1970).

Estudos recentes apontam propriedades anticancerigenas da [(-ionona.

Foi demonstrado que esse terpeno inibiu de maneira dose-dependente a
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invasdo, migracao e adesao de células de hepatocarcinoma humano SK-Hep-
1, por inibicdo da expressdo das metaloproteinases 2 e 9. Dessa forma,
mostrou-se, em experimentos in vitro, que a B-ionona poderia ser eficiente em
reduzir a metastase no hepatocarcinoma, fenébmeno frequente nesse tipo de
cancer (HUANG et al.,, 2012a). Além disso, a B-ionona apresentou efeitos
sinérgicos quando administrada juntamente com o sorafenid, medicamento
anticancerigeno aprovado recentemente para tratamento de céancer renal.
Ambos os compostos inibiram a invasédo celular e migracdo das células SK-
Hep-1 quando administrados isoladamente, no entanto, quando administrados
concomitantemente, apresentaram uma potencializacdo dos efeitos, o que
permitiu que ambos fossem administrados em menores doses. ISso representa
uma vantagem terapéutica, uma vez que menores doses desses compostos
causariam menos reacdes indesejadas as células saudaveis (HUANG et al.,
2012b)

A B-ionona foi eficiente no tratamento de camundongos com cancer de
pulmdo induzido por benzopireno, ao inibir a proliferacdo das células
cancerigenas e aumentar os niveis de enzimas anti-oxidantes. Os animais
tratados apenas com benzopireno mostraram uma deplecdo dos niveis de
enzimas antioxidantes no tecido pulmonar, como a superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase e glutationa redutase.
Tanto o pré-tratamento como o pos-tratamento com B-ionona foi capaz de
reestabelecer os niveis das enzimas anti-oxidantes, mostrando o potencial
efeito citoprotetor desse isoprenoide (ASOKKUMAR et al., 2012).

Estudo realizado por Jia-Ren et al. (2004) com células SGC-7901 de
adenocarcinoma gastrico humano demonstrou a inibicdo do crescimento e
inducdo da apoptose dessas células apés tratamento com B-ionona, de forma
dose-dependente. Posteriormente, Qian Liu et al. (2013) demonstrou que o
possivel mecanismo pelo qual essa indugdo da apoptose ocorre seria através
ativagcao da caspase 3 pela B-ionona. Tal fendmeno resultaria na clivagem de
proteinas, dos elementos do citoesqueleto e das proteinas de reparo do DNA,
resultando em morte celular. Este trabalho também demonstrou um aumento
na relacdo bax/bcl-2 nas células cancerigenas. O bax é uma proteina pro-
apoptotica que provoca alteracdes intracelulares, além de inibir a proteina bcl-

2, uma proteina anti-apoptotica.
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Um estudo feito in vitro com de células de hepatocarcinoma Hep3B, de
carcinoma de colon e de leucemia U937, demonstrou que o tratamento com (-
ionona pode potencializar o efeito pré-apoptotico do ligando indutor da
apoptose relacionado com o TNF (TRAIL). O tratamento dessas células com
ambos os compostos foi mais eficiente em induzir a apoptose celular quando
comparado ao tratamento isolado. O mecanismo pelo qual isso ocorre ainda
nao esta claro, porém estima-se que se deva a inibicdo da ativacdo do NF-kB,
acarretando em morte celular por inducédo da proteina Bax, inibicdo de fatores
anti-apoptéticos e ativagdo das caspases (KIM et al., 2010).

A atividade anticancerigena da B-ionona foi testada in vivo através do
modelo de carcinoma de c6lon em ratos. A analise histopatolégica do célon de
ratos com cancer apresentou uma melhora consideravel qguando os animais
foram tratados com o terpeno, com diminuicdo significativa do tumor. Para
avaliar o mecanismo pelo qual isso ocorreu, foram usadas células de cancer de
c6lon humanas HCT116 em ensaios in vitro. A B-ionona causou a supressao do
crescimento dessas células, além de induzir a apoptose, explicando a
regresséo do tamanho do tumor no modelo in vivo (JANAKIRAM et al., 2008).

A B-ionona demonstrou suprimir a proliferacdo de células B16 de
melanoma e células MCF-7 e MDA-MB-231 mamarias em estudos in vitro (YU
et al., 1995; HE et al., 1997; MO; ELSON,1999). Esta inibi¢&o foi atribuida tanto
a supressao da divisdo celular como ao estimulo da apoptose. (MO;
ELSON,1999).

Foram evidenciados efeitos citotdxicos da B-ionona em células humanas
de osteossarcoma (U20s), embora estes efeitos tenham sido menos
pronunciados que os mencionados anteriormente (JIANG et al., 2009).

A atividade anti-inflamatodria da B-ionona foi demonstrada por Kang et al.
(2013) em um trabalho realizado com células BV2 da microglia. O pré-
tratamento dessas células com a 3-ionona foi capaz de diminuir a expressao de
INOS e COX-2, reduzindo os niveis de NO e prostaglandina E, liberados
quando as células eram desafiadas com lipopolissacarideo (LPS). A secregdo
de TNF-a também diminuiu nas células tratadas com (3-ionona. Ficou claro que
a B-ionona impediu a ativacdo do NF-kB causada pelo LPS, o que explica a

reducdo da expressao dessas enzimas pro-inflamatorias.
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Sharma et al. (2012) mostraram atividade antibacteriana e antifingica de
derivados da B-ionona utilizando o ensaio de difusdo em disco. Alguns
derivados apresentaram-se ativos contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Candida albicans.

A avaliagcdo toxicolégica da p-ionona vem sendo realizada pelo
Laboratorio de Farmacologia e Bioquimica do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Nos estudos realizados até o
presente momento, a p-ionona tem se mostrado segura ha dose de 200mg/kg,
nao apresentado diferencas significativas quando comparada ao grupo controle
negativo (dados néo publicados).

Embora haja relatos de estudos farmacoldgicos com a (3-ionona desde o
ano de 1970, a base de dados sobre esta substancia ainda é incipiente, o que
incita pesquisas com esse composto. Devido a forte correlacdo dos terpenos
com mecanismos gastroprotetores, a -ionona foi selecionada para ser usada
no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos pelo
Laboratério de Farmacologia e Bioquimica do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

2. JUSTIFICATIVA
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A cada ano a ulcera péptica afeta quatro milhdes de pessoas ao redor
do mundo (ZELICKSON et al., 2011). As complicacfes ocorrem em 10% a 20%
dos casos, podendo ocorrer perfuracdo do estbmago em 2-14% dos pacientes,
com risco de morte que varia de 0% a 40% (BERTLEFF & LANGE, 2010; LAU
et al., 2011; SVANES, 2000; THORSEN et al., 2011). Por tais motivos, as
Ulceras pépticas representam um problema social e clinico de importancia
econdmica global (SANCHEZ-MENDOZA et al, 2011).

Os farmacos usados comumente para tratar a Ulcera gastrica sdo 0s
inibidores da bomba de proétons, antagonistas dos receptores H; e antiacidos,
no entanto, esses farmacos apresentam inumeros efeitos indesejaveis, tais
como efeito rebote apdés a interrupcdo do tratamento, risco aumentado de
cancer gastrico, galactorreia, ginecomastia, diarreia e impoténcia (COTE &
HOWDEN, 2008; FACKLER, 2002; BRUNTON, 2012.). Além disso, no Brasil, o
tratamento de Ulceras gastricas é bastante caro, ndo sendo acessivel a grande
parte da populacdo (HIRUMA-LIMA et al., 2006).

Dessa forma, o tratamento das Ulceras pépticas ainda constitui um
grande desafio, tornando necessario o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos mais eficazes, menos toxicos e de baixo custo. Assim, o estudo de
substancias naturais que possam interferir neste complexo processo biolégico
€ de extrema relevancia, uma vez que a maioria destas substancias sao
geralmente de baixo custo e facil obtencdo. Adicionalmente, diversos produtos
naturais obtidos de diferentes espécies vegetais tém apresentado atividade
gastroprotetora além de contribuir no conhecimento das complexas vias
relacionadas com os disturbios acido-pépticos.

Pesquisas sobre a atividade farmacolégica da B-ionona € algo novo, e
poucos resultados com este composto sdo encontrados na literatura. Assim,
este estudo pode sugerir uma aplicabilidade biotecnolégica da -ionona como
uma substéncia atil na compreenséo do processo ulcerativo e na construcéo de

medicamentos alternativos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
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Avaliar a atividade protetora da -ionona e seus possiveis mecanismos
de acdo farmacolégica na Ulcera gastrica induzida por etanol em

camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

v' Investigar a dependéncia do efeito farmacolégico da B-ionona em
relacdo a dose administrada por via oral aos animais: curva dose-
resposta

v' Avaliar as alteracdes histopatoldgicas na mucosa gastrica apés a lesdo
promovida pelo etanol.

v Avaliar 0 mecanismo gastroprotetor da -ionona no modelo de Ulcera
induzido por etanol, através da investigacdo do envolvimento do éxido
nitrico, canais de potassio sensiveis ao ATP, prostaglandinas e
receptores TRPV1.

v' Avaliar o efeito da B-ionona sobre os niveis de glutationa na mucosa

gastrica induzida por etanol.

4. MATERIAIS

4.1. Animais experimentais
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No presente trabalho, foram utilizados camundongos Swiss fémeas,
pesando entre 25 e 30 gramas. Os animais foram colocados em caixas, em um
ambiente com temperatura de 262 °C e ciclo de 12h luz/12h escuro. Os
animais foram privados de alimento por 18 horas antes do experimentos, mas
tiveram acesso livre a agua. Os grupos experimentais consistiram de 6-8
animais por grupo. Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard — UFC e foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC.
Os protocolos experimentais estdo de acordo com os padrbes de uso de
animais experimentais e o projeto foi aprovado pelo Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara
(87/2011).

4.2. FArmacos e Reagentes

A B-ionona foi cedida pelo professor Dr. Damido Pergentino de Sousa da

Universidade Federal de Sergipe.

Produtos:

¢ N-acetilcisteina (EMS, Brasil)

e Polissorbato 80

e Etanol absoluto (Merck, Alemanha)

e Glibenclamida (Sigma, EUA)

e Diazéxido (Sigma, EUA)

e L-NAME (Sigma, EUA)

e L — Arginina (Sigma, EUA)

¢ Indometacina (Sigma, EUA)

e Misoprostol (Biolab Searle, Brasil)

e ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona) (Sigma, EUA)

e Capsaicina (Sigma, EUA)

e Capsazepina (Sigma, EUA)

e Carboximetilcelulose

¢ Kits de analise bioquimica (Labtest, Brasil)
4.3. Preparo das substancias

Imediatamente antes da administracdo, as drogas foram dissolvidas e

diluidas. A B-ionona foi dissolvida em veiculo de polissorbato 80 a 1% (1mg de
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polissorbato 80/ 1 ml de &gua). As substancias L-arginina, L-NAME e

misoprostol foram dissolvidos e diluidos em &gua destilada. Diazoéxido,

glibenclamida e ODQ foram dissolvidos em DMSO 5%. Capsaicina,

capsazepina e indometacina foram dissolvidos em etanol puro, metanol e

carboximetilcelulose, respectivamente, e diluidos em agua destilada.

4.4. Equipamentos

Equipamentos

Balanca para animais (mod. MF-6)

Balanca analitica (mod. AX-200)
Céamera Fotografica

Leitora de Microplacas
Microscoépio 6ptico

Banho-maria

Homogeneizador de tecidos

Centrifuga refrigerada (modelo Marathon
26KMR)

5. METODOS

5.1. Modelo Animal

Origem
Filizola, Brasil

Shimadzu, Japao
Sony, China

ASYS, Austria
Quimis, EUA

Fanen, Brasil

Ultra Stirrer

Fisher Scientific, EUA
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O modelo utilizado foi baseado no modelo de Lesdo Gastrica Induzida
por Etanol previamente descrito por Robert et al (1979).

Os camundongos ficaram sob jejum de soélidos por 18h antes do
procedimento. A lesdo gastrica foi induzida nos camundongos pela
administracdo de etanol 98% (etanol) (0,2 mL/animal, gavagem). Decorridos 60
minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus
estbmagos retirados, abertos ao longo da curvatura maior, lavados com
solucéo salina 0,9% e comprimidos entre duas placas de Petri para captura
digital da imagem através da camera fotografica. A area de lesdo gastrica
glandular foi determinada com o auxilio de um programa de planimetria gréafica
e 0s dados expressos em termos de porcentagem de area lesada em relacao a
area total do corpo gastrico (Figura 6).

A substancia utilizada como padrdo positivo nas abordagens
experimentais foi a N-acetilcisteina, composto antioxidante que apresenta
atividade gastroprotetora em modelos de lesdo gastrica induzida por diversos
agentes ulcerogénicos, tais como o etanol e indometacina (HENAGAN et al.,
1986; REZIN et al., 2010).

Figura 6 - Modelo experimental utilizado na avaliagao do efeito
gastroprotetor da 3-ionona.
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Fonte: elaborada pela autora

5.2. Abordagens Experimentais

5.2.1. Efeito da -ionona na lesdo gastrica induzida por etanol: curva

dose-resposta

Para avaliar o efeito de diferentes doses de [-ionona (Bl) na lesao
gastrica por etanol, inicialmente, a mesma foi administrada nas doses de 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 mg/kg v.0. Como controles foram usados animais tratados
com o veiculo (solucdo de Polisorbato 80 1%; 0,2ml v.0.) ou N-acetilcisteina
(NAC; 750 mg/kg, v.0.). Decorridos 60 minutos, a les@o géastrica por etanol (0,2
mL/animal, v.0.) foi induzida, os estdmagos retirados e o percentual de lesao
medido conforme descrito anteriormente no item 5.1. Amostras dos estbmagos
foram retiradas, fixadas em formol a 10% e, 24 horas apds, colocadas em
alcool etilico a 70% para posterior avaliacao histopatolégica.

5.2.2. Avaliagéo histopatologica

ApoOs a inducédo das lesbes gastricas e pré-tratamento com a [(3-ionona
como descrito nos item 5.1 e 5.2.1, os estbmagos foram entdo preparados para
fixacdo e corte para a confeccdo de laminas para avaliacdo microscopica. O

critério para a avaliacdo histolégica foi o de Laine & Weinstein (1998), que
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atribui escores aos parametros edema (0-4), hemorragia (0-4), perda de células
epiteliais (0-3) e infiltrado inflamatoério (0-3), totalizando um maximo de 14

escores. As andlises foram levadas como estudo cego.

5.2.3. Investigacdo do mecanismo de acdo da B-ionona no modelo de

les&o gastrica induzida por etanol

5.2.3.1 Investigagao do papel das prostaglandinas (PG’s)

Os animais receberam o veiculo (solucédo de Polisorbato 80 1%; 0,2ml
v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) ou misoprostol, analogo de prostaglandina E1, (50
ug/kg, v.0.) 60 minutos antes da administracdo do etanol (0,2mL/animal, v.0.).
A participacdo das prostaglandinas foi avaliada através da administracdo de
indometacina, inibidor inespecifico das ciclooxigenases, (10 mg/kg, v.0.) 60
minutos antes de misoprostol (50 pg/kg, v.0.) ou BI (12,5 mg/kg, v.0.). Apds 60
minutos da administracdo do misoprostol e da Bl, os animais receberam etanol
(0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da administracdo do etanol, os
animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e o percentual de leséo

gastrica medido conforme descrito anteriormente no item 5.1.

5.2.3.2. Estudo do envolvimento do 6xido nitrico (NO)

Modulacdo Farmacoldégica com L-NAME

Os animais recebream o veiculo (solu¢cdo de Polisorbato 80 1%; 0,2ml
v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) 60 min antes ou L-arginina (substrato para formacao
de 6xido nitrico) (600 mg/kg i.p.) 30 minutos antes da administracdo do etanol
(0,2 mL/animal, v.0.). A participagdo do Oxido nitrico foi avaliada através da
administracdo de L-NAME (N-nitro-L-arginina-metilester, um inibidor
inespecifico de Oxido Nitrico Sintase - NOS) (20 mg/kg i.p.) 30 minutos antes
de L-arginina (600 mg/kg i.p.) ou BI (12,5 mg/kg, v.0.). Apés 30 minutos da
administracéo de L-arginina e 60min depois da administragdo da Bl, os animais
receberam o etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da

administracéo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados
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e 0 percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito anteriormente no
item 5.1.

Dosagem dos niveis de nitrito na mucosa gastrica

Os animais receberam veiculo (solugdo de Polisorbato 80 1%; 0,2ml
v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) 60 min antes ou L-arginina (substrato para formacéao
de oxido nitrico) (600 mg/kg i.p.) 30 minutos antes da administracdo do etanol
(0,2 mL/animal, v.0.). Apos a formacdo das lesbes, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e 0s estdmagos retirados para
realizacdo da dosagem. A porcéo glandular do estbmago foi separada, pesada
e homogeneizada em solucdo resfriada de tampédo fosfato (homogenato a
10%), com auxilio de um homogeneizador de tecidos, e centrifugadas (1500 x
g; 15 minutos) para obtengéo do sobrenadante. O sobrenadante do macerado
foi plagueado (placas de 96 pocos) em duplicata (80 pL de cada amostra) e
incubado em uma solucédo (0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e
agua destilada) por 12 horas para que o NOj3 (nitrato) das amostras fosse
convertido em NOj(nitrito). No dia subsequente, uma curva-padrdao de
referéncia de NO, foi preparada e plaqueada. Foram adicionados 80 pL da
solucdo de Griess (1% de sufanilamida em 1% H3PO4/ 0,1% de N-1-nafitil-
etilenodiamina dihidrocloreto/aguadestilada/1:1:1:1) em cada poc¢o. A coloracéo
purpura/magenta foi medida em leitor de ELISA com filtro de 540 nm. Os
valores obtidos para as amostras experimentais foram plotados com curva

padrdo e expressos em uM de NO;'.

5.2.3.3. Investigacdo do papel da guanosina monofosfato ciclico
(GMPc)

Para avaliar o papel do GMPc (guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico)
intracelular no efeito protetor da Bl, o ODQ (inibidor da enzima guanilato
ciclase) (10 mg/kg i.p.) foi administrado 30 minutos antes da Bl (12,5 mg/kg,
v.0.). Ap6s 30 minutos da administragdo de ODQ e 60 min depois da
administragdo da BIl, o etanol (0,2 mL/animal, v.0.) foi administrado para

inducéo da lesdo géstrica. Decorridos 60 minutos da administragdo do etanol,
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os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados e o percentual de leséo

gastrica medido conforme descrito anteriormente no item 5.1.

5.2.3.4. Investigacdo do papel dos canais de potassio dependentes
de ATP (KATP)

Os animais receberam o veiculo (solucdo de Polisorbato 80 1%; 0,2 ml
v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) 60 min antes ou diazoxido (ativador dos canais Katp)
(3mg/kg i.p.) 30 minutos antes da administracao do etanol (0,2 mL/animal, v.0.).
A participacdo dos canais Karp foi avaliada através da administracdo de
glibenclamida (bloqueador dos canais Katp) (5 mg/kg i.p.) 30 minutos antes de
diazoxido (3 mg/kg i.p.) ou Bl (12,5 mg/kg, v.0.). Apds 30 minutos da
administracdo de diaz6xido e 60 min depois da administracdo da BI, os animais
receberam etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da
administragao do etanol, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados
e o percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito anteriormente no
item 5.1.

5.2.3.5. Avaliagdo do envolvimento dos Receptores Vaniloides
TRPV1.

A participacdo dos neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina
foi avaliada através do envolvimento dos receptores TRPV1 (Receptor de
Potencial Transiente Vaniloide 1).

Os animais foram tratados com veiculo (solucdo de Polisorbato 80 1%;
0,2 ml v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) ou capsaicina (agonista dos receptores
TRPV1) (0,3 mg/kg, v.0.) 60 minutos antes da administracdo do etanol (0,2
mL/animal, v.0.). Para avaliagdo do papel dos receptores TRPV1 no efeito
gastroprotetor da BlI, foi administrada capsazepina (antagonista dos receptores
TRPV1) (5 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes de capsaicina (0,3 mg/kg, v.0.) ou BI
(12,5 mg/kg, v.0.). Apés 60 minutos da administracdo da Bl e capsaicina, 0s
animais receberam etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da

administracéo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados
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e 0 percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito anteriormente no
item 5.1.

5.2.3.6. Investigagdo do Envolvimento da glutationa reduzida (GSH)

Objetivando-se investigar uma possivel atividade antioxidante no
mecanismo de acdo da (B-ionona, foram utilizadas duas abordagens: os animais
foram divididos em grupos e tratados com Bl (12,5 mg/kg, v.0.) e veiculo
(solucdo de Polisorbato 80 1%; 0,2 ml v.0.) antes da inducdo das lesbes por
etanol. Outros trés grupos receberam veiculo (solucdo de Polisorbato 80 1%;
0,2ml v.0.), Bl (12,5 mg/kg, v.0.) e NAC (750 mg/kg, v.0.), mas nao foram
induzidas lesdes. Apds a formacdo das lesdes e dos tratamentos, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e as porcdes glandulares dos
estbmagos retiradas para realizacdo do homogeinato com solucédo gelada de
EDTA 0,02M a 10%. Aliguotas de 400ul do homogeinato foram misturadas com
320 ul de agua destilada e 80 pul de acido tricloroacético (50%) em eppendorfs
e centrifugadas a 4000 RPM por 15 min. Subsequentemente, o sobrenadante
(400 pl) foi misturado com 800 pul de solugcédo tampéo Tris-HCL (0,4 M, pH 8,9) e
5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0,01 M). Depois de agitada a mistura
reacional por 3 minutos, foi medida a absorbéncia em 412 nm (SEDLAK e
LINDSAY, 1968). A concentracdo de GSH foi calculada através de uma curva
padrdo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos em ug de
GSH/g de tecido.

5.3. Analise estatistica

Os resultados do teste de lesdo gastrica induzida por etanol foram
expressos como meédia das percentagens das areas ulceradas + o Erro Padréo
da Média (EPM). Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos
foi realizada Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o teste de Newman-
Keuls. Os dados ndo paramétricos resultantes da avaliacdo histopatoldgica

foram reportados como medianas, valor maximo e minimo, sendo aplicado os
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testes estatisticos de Kruskal-Wallis e teste de Dunn. Para todas as analises foi

considerado significante p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. A B-ionona previne de forma dose-dependente as lesdes gastricas

induzidas por etanol

Os resultados das avaliagbes macroscopicas realizadas nas mucosas
gastricas para investigacdo do efeito gastroprotetor da Bl podem ser
visualizados na tabela 1 e figura 7. A administracédo do etanol promoveu dano a
mucosa gastrica no grupo de animais que recebeu somente veiculo (controle).
A area lesionada, expressa como percentual em relagdo a area total do corpo
gastrico no grupo controle foi de 25,57 + 2,86%. O tratamento dos animais com
a Bl, nas doses de 12,5; 25; 50 e 100mg/kg v.0., reduziu significativamente e
de forma dose-dependente, a area da lesdo gastrica induzida pelo etanol para
(11,41 £ 2,0; 7,92 + 1,8+ 6,32 = 2,0 e 1,43 = 0,42 %, respectivamente).
Entretanto, a Bl na menor dose avaliada (6,25 mg/kg), ndo apresentou reducao
significativa da area ulcerada (21,97 = 1,8%). A N-acetilcisteina (NAC; 750
mg/kg, v.0.), farmaco antioxidante, reduziu significativamente as lesfes
gastricas (0,71 + 0,28), o que corresponde a uma reducdo de 94,64%. E
importante ressaltar que o efeito promovido pela Bl nas doses de 50 e

100mg/kg néo foi estatisticamente diferente do promovido pela NAC.

Tabela 1 - Efeito protetor da 3-ionona no modelo de lesédo gastrica induzida por
etanol.

Area Ulcerada

Grupos Doses (mg/kg) (%) % de inibic&o

Controle negativo 0,2 ml 25,57+2,8

NAC 750 0,71 +£0,2* 94,60
B — IONONA 6,25 21,97 + 1,8 14,07
B — IONONA 12,5 11,41 = 2,0* 55,37
B — IONONA 25 7,92 +1,8* 69,01
B — IONONA 50 6,32 + 2,0* 75,28
B — IONONA 100 1,43 + 0,4* 94,40

Os valores representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estomago, apés
60 min da inducéo da lesdo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (Controle); N-
acetilcisteina (NAC,750 mg/kg, v.0.) e BI (6,25; 12,5; 25; 50 e 100mg/kg, v.0.) * p < 0.001
representam significancia em relacdo ao grupo controle (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).
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Figura 7 - Efeito protetor da B-ionona no modelo de lesédo gastrica induzida por
etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estbmago, apds
60 min. da inducéo da lesdo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (Controle); N-
acetilcisteina (NAC,750 mg/kg, v.0.) e BI (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg, v.0.) *p < 0.001
representam significancia em relacdo ao grupo controle (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

6.2. B-ionona reduz os escores dos parametros histopatolégicos de

lesdo gastrica induzida por etanol

O efeito gastroprotetor da Bl foi analisado microscopicamente e esta
representado na Figura 8. Os parametros de hemorragia, perda de células
epiteliais e infiltrado de células inflamatdrias foram analisados de forma semi-
guantitativa e estéo dispostos na Tabela 2.

O parametro de hemorragia nao foi evidenciado em animais do grupo
salina. Pode-se observar que animais do grupo controle apresentaram extensa
area lesionada associada a hemorragia. Este parametro ocorreu de forma
intensa com mediana e variacfes de 4 (4-4) e, de forma significativa (p<0,05)
guando comparado ao grupo salina. De forma semelhante ao grupo salina, néo
foi observada hemorragia em animais pré-tratados com NAC. O pré-tratamento
com BI (12,5 mg/kg v.0.) reduziu a hemorragia de forma significativa (p<0,05)
quando comparado ao controle, apresentando mediana e variacdes de 0,5 (O-
1). A perda de células epiteliais ndo foi observada em animais do grupo salina.
Observou-se no grupo controle um numero reduzido de células mucoides,

principais e parietais. Desta forma, a perda de células epiteliais ocorreu de
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forma intensa, com mediana e variacbes de 3 (2-3). As diferencas foram
significativas (p<0,05) quando comparado ao grupo salina. O pré-tratamento
com NAC (750 mg/kg; v.0.) ou Bl (12,5 mg/kg v.0.) preveniu a perda epitelial,
apresentando mediana e variagbes de 1 (1-1). As diferencas foram
significativas (p<0,05) quando comparados ao grupo controle. O infiltrado de
células inflamatérias foi raramente observado nos grupos controle e

experimental, ndo havendo diferenca significativa.

Tabela 2 - Efeito da B-ionona sobre a analise histopatoldgica da lesé&o gastrica
induzida por etanol em camundongos.

Escores
Perda de , .
, , Somatorio
Doses células Células dos
(mg/kg) |Hemorragia Edema epiteliais (0- Inflamatérias escores
Grupos (0-4) (0-4) 3) (0-3)
Veiculo 0 0 0 0 0
Controle 0,2 ml 4(4-4)* 3(2-4)* 3(2-3)* 1(0-1) 11
NAC 750 o* o* 1(1-1)* 0(0-1) 1
0.5(0- 3
B-IONONA 125 0.5(0-1) 1)(,, 1(1-1)* 1(0-1)

Os valores representam a mediana (minimo — méximo) dos escores de lesdo gastrica do
estdbmago mensurados de acordo com os critérios de Laine & Weinstein (1998). Os animais
foram tratados com veiculo (controle); NAC (750 mg/kg; v.0); B-ionona (12,5mg/kg) e em seguida
0,2 ml de Etanol 99,8% v.0 Como parametro de comparacgéo, foram utilizados animais saudaveis
que receberam apenas salina 0,9%. *p < 0.05 representa significAncia em relacdo ao grupo
Salinae * em relacéo ao grupo controle (Kruskall-Wallis e teste de Dunn).
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FIGURA 8 — Fotografias (A, B, C e D) e fotomicrografias (E, F, G e H) de
estbmagos de camundongos submetidos a lesao induzida por etanol.

H R
Fonte: Elaborada pela autora. As mucosas géastricas dos animais foram removidas e utilizadas
para confeccdo de laminas histologicas pelo método de H&E. Fotografias e fotomicrografias
das mucosas gastricas foram obtidas de animais do grupo salina (A e E), control e (B e F), Bl
(12,5 mg/kg v.0.) (C e G) e NAC (750 mg/kg v.0.) (D e H), aumento de 200x.
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6.3. Investigacdo dos mecanismos gastroprotetores da B-ionona no

modelo de lesdo géstrica induzida por etanol

6.3.1. Efeito gastroprotetor da B-ionona no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol € independente da atividade da enzima

Ciclooxigenase.

O pré-tratamento com BI (12,5 mg/kg, v.0.) foi capaz de promover uma
inibicdo significativa do percentual de éarea lesionada (8,92 = 2,3%) em
comparacao ao grupo tratado com veiculo (24,32 £ 5,7%), correspondente a
percentual de inibicdo de 63,32%. Misoprostol (50 pg/kg, i.p.), um analogo da
PGE;, foi capaz de reduzir significantemente a area lesionada, quando
comparado ao grupo controle veiculo (5,54 + 2,2%, 77,22% inibicdo). O pré-
tratamento com Indometacina (10 mg/kg, v.0.), antiinflamatério ndo esteroidal
(AINE) inibidor n&o seletivo da COX, foi capaz de reverter a agéo protetora do
grupo Misoprostol (45,91 + 3,4%), mas ndo alterou de forma significativa a
acao da Bl nas lesdes (13,58 * 2,5%; 44,16% inibicdo) quando comparados ao

grupos que nao receberam Indometacina (Figura 9).
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Figura 9 - Pré-tratamento com indometacina néo inibe a protecao géstrica da [3-
ionona no modelo de Lesdo Gastrica Induzida por Etanol.
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Os valores representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estdbmago, apés
60 minutos da inducdo da lesédo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (controle);
Bl (12,5 mg/kg, v.0.); Misoprostol (50 pg/kg, v.0.); Indometacina (10 mg/kg, v.0.) + Bl (12,5
mg/kg, v.0.) ou Indometacina (10 mg/kg, v.0.) + Misoprostol (50 pg/kg, v.0.). * p < 0.05 vs
grupo controle; $ p < 0.05 05 vs grupo tratado somente com misoprostol. (ANOVA e Teste de
Newman-Keuls).

6.3.2. Efeito gastroprotetor da B-ionona no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol é revertido pelo pré-tratamento dos animais com L-
NAME.

O tratamento dos animais com Bl (12,5 mg/kg, v.0.) promoveu uma
inibicdo significativa do percentual de éarea lesionada (3,07 + 1,2%) em
comparacao ao grupo controle (17,67 £ 2,6%), correspondente a percentual de
inibicdo de 82,62%. L-Arginina (600 mg/kg, i.p.), um aminoacido que € usado
como substrato para a sintese de NO, também foi capaz de reduzir a area
lesionada (5,60 + 3,1%), quando comparado ao grupo controle veiculo (68,30%
inibicdo). Entretanto, o pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg, i.p.), um
inibidor ndo seletivo das isoformas da NOS, foi capaz de reverter a acao
protetora da Bl (40,02 £ 3,8%) e do grupo L-Arginina (21,47 £+ 3,7 %) de forma
significativa (p < 0.05) quando comparados aos grupos que receberam apenas
Bl ou L-arginina (Figura 10).
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Figura 10 — Pré-tratamento com L-NAME abole o efeito gastroprotetor da da [3-
ionona no modelo de leséo gastrica induzida por etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estémago, apés
60 minutos da inducdo da lesdo. Foram utilizados grupos de oito animais, os quais foram
tratados com Veiculo (controle); Bl (12.5 mg/kg, v.0.); L-arginina (600 mg/kg, i.p.); L-NAME (20
mg/kg, i.p.) + Bl (12.5 mg/kg, v.0.) e L-NAME (20 mg/kg, i.p.) + L-arginina (600 mg/kg, i.p.)
sendo L-NAME 30 min antes da Bl e da L-arginina. * p < 0.05 vs. Grupo tratado com veiculo; *
p < 0.05 vs. Grupo tratado somente com BI; $ p < 0.05 vs. Grupo tratado somente com L-
arginina. (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

6.3.3. A B-ionona induz aumento dos niveis de 6xido nitrico ha mucosa

gastrica com lesfes por etanol.

Para complementar o entendimento da participacdo do NO na
gastroprotecdo promovida pela Bl, foi dosado a concentracdo de nitrato/nitrito
na mucosa gastrica. Corroborando com os achados anteriores, 0 grupo pré-
tratado com Bl (12,5 mg/kg v.0.) mostrou uma maior concentracdo de nitrito
(24,18 mM) que o grupo pré-tratado com veiculo (17,68 mM). A L-arginina foi
usada como padrao positivo por ser precursora na biossintese do NO, e, como
tal, aumentou os niveis de nitrito que podem ser traduzidos como o0 aumento de
NO (21,71 mM). Como parametro de comparacao, foram utilizados animais
saudaveis que receberam apenas veiculo (20,51 mM). Vale ressaltar que o

grupo Bl, Arginina e Veiculo ndo apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 11 — O pré-tratamento com B-ionona induz aumento dos niveis de nitrito
na mucosa gastrica com lesdes por etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estémago, apés
60 minutos da inducao da lesdo. Foram utilizados grupos de oito animais, os quais foram pré-
tratados com Veiculo (controle); Bl (12.5 mg/kg, v.0.); L-arginina (600 mg/kg, i.p.) antes da
administragcdo do etanol. Como padréo, um grupo foi tratado apenas com o veiculo (Veiculo). *
p < 0.05 vs. Grupo veiculo. (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

6.3.4. Efeito gastroprotetor da B-ionona no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol é dependente da atividade da enzima Guanilato-

Ciclase.

O grupo tratado com Bl (12,5 mg/kg, v.0.) apresentou uma inibicao
significativa do percentual de area lesionada (3,48 + 1,3%) em comparagao ao
grupo veiculo (14,39 + 2,87%), correspondente a um percentual de inibicdo de
75,81%. O grupo pré-tratado com ODQ, um inibidor seletivo da guanilato
ciclase, inibiu a acdo protetora da B-ionona (13,88 = 1,5%) de forma
significativa (p < 0.05) quando comparado com o grupo que foi tratado somente

com BI (Figura 12).
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Figura 12 — Envolvimento do GMPc no efeito gastroprotetor da B-ionona no
modelo de lesdo géstrica induzida por etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estémago, apés
60 min. da indu¢éo da lesdo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (controle); Bl
(12,5 mg/kg, v.0.) ou ODQ (10 mg/kg, i.p.) + Bl (12,5 mg/kg, v.0.) * p < 0.05 vs grupo controle;
*p < 0.05 vs grupo tratado somente com Bl (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

6.3.5. Efeito gastroprotetor da B-ionona no modelo de lesdo gastrica

induzida por etanol é dependente da abertura dos canais Karp.

O tratamento dos animais com Bl (12,5 mg/kg, v.0.) promoveu uma
inibicdo significativa do percentual de area lesionada (7,61 + 3,1 %) em
comparacao ao grupo controle (25,05 *+ 5,49%), correspondente a percentual
de inibicdo de 69,62%. O tratamento dos animais com Diazoxido (450 mg/kg,
i.p.), um vasodilatador que atua abrindo canais Karp, também foi capaz de
reduzir a area lesionada (5,02 + 1,34%), quando comparado ao grupo controle
(79,96% de inibicdo). O pré-tratamento com Glibenclamida (20 mg/kg, i.p.), um
bloqueador dos canais Karp, foi capaz de reverter a agao protetora da 3-ionona
(29,0 £ 2,86%) e do grupo Diazoxido (19,97 + 2,9%) de forma significativa (p <
0.05) quando comparados ao grupos que nao receberam Glibenclamida (Figura
13).
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Figura 13 - Envolvimento dos canais Katp no efeito gastroprotetor da 3-ionona
no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estbmago apés
60 minutos da indu¢éo da lesédo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (controle);
Bl (12.5 mg/kg, v.0.); diazéxido (3 mg/kg, i.p.); Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) + Bl (12.5 mg/kg,
v.0.) ou Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) + diazéxido (3 mg/kg, i.p.). * p < 0.05 vs grupo controle; *
p < 0.05 vs grupo tratado somente com BI; $ p < 0.05 vs grupo tratado somente com diazéxido.
(ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

6.3.6. O efeito gastroprotetor da B-ionona no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol é independe da ativacdo dos receptores TRPV1 nos

neurdnios aferentes.

O grupo tratado com Bl (12,5 mg/kg, v.0.) apresentou uma inibicdo
significativa do percentual de area lesionada (7,46 + 1,5%) em comparagao ao
grupo tratado somente com veiculo (14,99 + 2,5%), que correspondente a uma
inibicdo percentual de 50,23%. Capsaicina (0,3 mg/kg, v.0.), um agonista dos
receptores TRPV1, foi capaz de reduzir significantemente a &rea lesionada,
quando comparado ao grupo controle veiculo (4,61 + 1,5%, 69,24% inibi¢cao). O
pré-tratamento com capsazepina (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador seletivo dos
receptores TRPV1, foi capaz de reverter a agao protetora da capsaicina (19,63
t+ 1,4%) de forma significativa, porém ndo foi capaz de inibir a atividade
protetora da Bl de forma significativa (5,42 £ 1,2%, 63,97 inibicdo), quando

comparados ao grupos que nao receberam capsazepina (Figura 14).
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Figura 14 — Pré-tratamento com capsazepina ndo inibe a protecdo gastrica da
B-ionona no modelo de Lesdo Gastrica Induzida por Etanol.
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As barras representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estomago, apds
60 min. da inducdo da lesdo. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (Controle); Bl
(22.5 mg/kg, v.0.); Capsaicina (0.3 mg/kg, v.0); Capsazepina (5 mg/kg, i.p.) + Bl (12.5 mg/kg,
v.0.) ou Capsazepina (5 mg/kg, i.p.) + Capsaicina (0.3 mg/kg, v.0.). * p < 0.05 vs grupo
controle; ® p < 0.05 vs grupo tratado somente com caspsaicina. (ANOVA e Teste de Newman-
Keuls).

6.3.7. A B-ionona inibe a reducéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

na mucosa gastrica de camundongos com lesédo induzida por etanol.

A concentracdo de GSH das amostras foi calculada a partir da leitura
das absorbancias apés a reacdo com o DNTB, através de uma curva padréo de
GSH. As médias dos valores calculados estao expressas nas figuras 15 e 16.
Na primeira abordagem, figura 15, o grupo que recebeu somente o veiculo
antes do etanol (grupo controle) mostra significante reducdo na concentracéo
de GSH do tecido (168,8 + 8,34ug/g de tecido), quando comparado com o
grupo que recebeu apenas o veiculo (348,4 + 51,43 ug/g de tecido). O pré
tratamento com BI foi efetivo em proteger contra o dano oxidativo (346,4 +
60,32ug/g de tecido), evitando a deple¢édo nos niveis de GSH no tecido. Como
esperado, o NAC, composto antioxidante, também foi eficiente em evitar a
deplecao dos niveis de GSH (679,3 + 38,61 ug/g de tecido).

Na segunda abordagem, figura 16, o efeito da Bl sobre a GSH gastrica

foi avaliada em animais sem lesdo. Observou-se que a Bl ndo aumenta os
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niveis de glutationa (218,1 + 44,9 ug/g de tecido) quando comparado ao grupo
controle (136,7 = 3,34 ug/g de tecido), porém o grupo tratado com NAC
apresentou um aumento nos niveis de GSH (452,9 + 57,2 ug/g de tecido)

guando comparado ao controle.

Figura 15 — Efeito da Bl sobre a glutationa reduzida da mucosa gastrica
agredida por etanol.

800-
* $

-8 1T

‘S 600+

Q

% $ $

o 4000 T 1

I

0p]

E; 200- *

3.

0

| T I
Veiculo Controle Bl12,5 NAC

Etanol 98% (0,2mL)

As barras representam a média + E.P.M. da concentracdo de GSH nos homogenatos de
estdbmago ap6s 60 min. da inducdo da lesd@o, grupos de oito animais foram tratados com
Veiculo (solugdo de Polisorbato 80 1%) sem poés-tratamento com etanol; Bl (12.5 mg/kg, v.0.);
Veiculo (solugédo de Polisorbato 80 0,1%) com pos-tratamento com etanol e N-acetilcisteina
(NAC,750 mg/kg, v.0.). * p < 0.05 representa significaAncia em relagdo ao grupo veiculo. $
representa significAncia em relagcdo ao grupo controle. (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).

Figura 16 — Efeito da Bl sobre a glutationa reduzida da mucosa gastrica sem
les&o induzida por etanol.
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As barras representam a média + E.P.M. da concentracdo de GSH nos homogenatos de
estdbmago 60 min apds os tratamentos, grupos de oito animais foram tratados com veiculo
(grupo controle); Bl (12.5 mg/kg, v.0.); ou NAC (750 mg/kg v.0.). * p < 0.05 representa
significancia em relacéo ao grupo controle (ANOVA e Teste de Newman-Keuls).
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7. DISCUSSAO

A busca por substancias naturais que possam impedir o surgimento da
Glcera gastrica ou que auxiliem a sua cicatrizacdo vem sendo objeto de
inmeras pesquisas ao longo dos ultimos anos. Alguns terpenos presentes em
Oleos essenciais derivados de plantas tém demonstrado eficAcia nos modelos
de lesdo gastrica induzida por diversos agentes (SILVA et al., 2009). Por esse
motivo, objetivou-se investigar a atividade da [(-ionona, um sesquiterpenoide
presente na estrutura molecular do retinol, B-caroteno e acido retindico
(STERMER et al., 1994), no modelo de lesédo gastrica induzida por etanol e
verificar os possiveis mecanismos envolvidos nesta acdo. O presente estudo
demonstra, pela primeira vez, a atividade antiulcerogénica da [(-ionona em
camundongos.

Em uma analise inicial, verificou-se que a p-ionona promoveu um efeito
gastroprotetor de maneira dose-dependente, no qual o efeito méaximo foi
alcancado na dose de 100 mg/kg. Trabalhos como os de Huang et al. (2012) e
Liu et al. (2013) também demonstraram haver uma relacdo entre a dose e
atividade deste terpeno em ensaios in vitro, enquanto Janakiram et al. (2008)
demonstraram a clara relagdo entre a dose de B-ionona administrada e seu
efeito in vivo. Para investigacdo do possivel mecanismo de agéo, foi escolhida
a menor dose com efeito farmacoldgico (12,5 mg/kg), uma vez que uma alta
dose do terpeno poderia vencer o bloqueio causado pelos antagonistas usados
nos ensaios.

Os resultados obtidos na analise histopatolégica mostraram que a
administracdo de etanol causou les6es na mucosa gastrica caracterizadas por
hemorragia, edema da mucosa e perda de células epiteliais, em conformidade
com varios estudos anteriormente descritos (YU et al., 2004;. YEO et al., 2008;
ZHAO et al., 2009). Tais lesGes sé@o provocadas por efeitos diretos do etanol e
também por mediadores liberados, tais como citocinas, radicais livres e outros
substancias capazes de provocar inflamacéo, induzir a apoptose e reduzir o
fluxo sanguineo gastrico (GOTTFRIED et al., 1978; LEE et al., 2005; SZABO et
al., 1985). O pre-tratamento com [(-ionona foi capaz de inibir tais alteragdes,
mostrando uma forte correlagdo entre as analises macro e microscopicas. Kim

et al. (2010) e Kang et al. (2013) demonstraram que a B-ionona regula a
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expressao de genes pro-inflamatoérios através da inibicdo da atividade de NF-
kKB. O NF-kB esta presente no citoplasma ligado a proteina inibitéria IkB e,
quando ativado, sofre uma translocacao para o nucleo, onde ativa a transcricdo
de proteinas inflamatdrias. Esta diminuicdo na sintese de mediadores proé-
inflamatorios poderia explicar, pelo menos em parte, a melhora significativa dos
parametros histopatolégicos pela B-ionona.

O papel das prostaglandinas enddgenas no efeito protetor de diferentes
terpenos naturais ou semissintéticos tem sido relatado em inumeros trabalhos
(MATSUDA et al 2002; SANCHEZ et al. 2006.). As prostaglandinas estimulam
a secrecdo de muco e bicarbonato, aumentam o fluxo sanguineo, inibem a
secrecdo de &cido, além de auxiliar na reparacdo da mucosa lesionada
(RAINSFORD, 1978). Seu efeito gastroprotetor € visualizado clinicamente
através da utilizacdo do medicamento misoprostol, analogo da PGE, que
oferece protecdo contra Vvarios agentes agressores. No entanto, este
medicamento ndo possui uma ampla disseminagéo devido o seu efeito abortivo
(ROBERT et al 1979; KUNIKATA et al, 2001). A fim de investigar o papel das
prostaglandinas na gastroprotecdo oferecida pela B-ionona, os animais foram
pré-tratados com indometacina, um inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases,
antes da administragdo da [B-ionona. Nossos resultados mostraram que o
tratamento prévio com indometacina ndo alterou a gastroprotecdo conferida
pela B-ionona, mostrando que as prostaglandinas nao estdo envolvidas no
mecanismo gastroprotetor da p-ionona.

O NO é um importante mediador nos processos de homeostase da
mucosa gastrica e, se produzido em pequenas quantidades, protege as células
da mucosa contra os danos causados pelo etanol (MUSCARA & WALLACE,
1999; YANAKA et al., 1995). O NO regula o fluxo sanguineo, favorece a
cicatrizacdo de Ulceras e estimula a secrecdo de muco (LI et al., 2000). Para
estudar a influéncia deste mediador gasoso, foi feita uma modulagéo
farmacol6gica com NG-Nitro-L-arginina-metiléster (L-NAME), que é um
bloqueador inespecifico NOS. O L-NAME é um anélogo do substrato da NOS e
compete com a L-arginina pelo seu sitio de ligagdo (KNOWLES & MONCADA,
1994).

Ao administrarmos a B-ionona juntamente com o blogueador L-NAME,

observamos que o efeito citoprotetor do terpeno foi suprimido. De forma
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semelhante, observamos que a L-Arginina reduziu o percentual de area
géstrica ulcerada, em comparacdo com o0 grupo controle, e esse efeito também
foi revertido com o pré-tratamento com L-NAME. Trabalhos anteriores
descrevem a atividade gastroprotetora da L-arginina ao diminuir a quantidade e
a intensidade das lesbes provocadas por alcool no estdbmago de ratos e por
estimular a cicatrizacdo da Ulcera gastrica estimulando fatores envolvidos na
microcirculacdo e angiogénese (KONTUREK et al., 1993; NAHAVANDI et al.,
1999).

Com este resultado podemos sugerir uma possivel participacdo do NO
no efeito gastroprotetor da B-ionona. Através da analise do trabalho realizado
por Kang et al. (2013), o qual demonstrou que a B-ionona reduz a expressao da
INOS em células da microglia desafiadas com LPS, podemos inferir que este
terpeno possivelmente atua de modo a facilitar um maior fornecimento de NO,
talvez por induzir um aumento na expressdo das NOS constitutivas, ou até
mesmo aumentar a eficiéncia de suas acdes cataliticas. Trabalhos anteriores
mostram que drogas que aumentam a liberacdo de NO pela NOS constitutiva
protegem a mucosa gastrica dos efeitos lesivos dos AINES (CALATAYUD et
al., 1999; ELLIOTT et al., 1995).

Para confirmar a participacdo do NO no mecanismo de acédo da [-
ionona, foram estabelecidas as concentracdes de nitrito na por¢ao glandular do
estbmago. O nitrito é obtido durante o ensaio in vitro a partir do nitrato gerado
in vivo proveniente do metabolismo do NO. Logo, esta é uma forma indireta de
avaliar a quantidade de NO nos tecidos. Os resultados mostraram que a
administracdo da B-ionona impede a diminui¢do dos niveis de NO causado pelo
etanol, tornando claro o envolvimento desse mediador no mecanismo
gastroprotetor da 3-ionona.

O NO causa vasodilatacdo através da ativacdo da enzima guanilato
ciclase, que aumenta a concentracdo de GMPc intracelular. Este, por sua vez,
ativa canais ibnicos e proteino-quinases dependentes de GMPc que atuam
diminuindo a concentracao intracelular de Ca®*, provocando assim relaxamento
do musculo liso com consequente vasodilatacdo (DENNINGER et al., 2001).
No intuito de verificar se o efeito gastroprotetor da 3-ionona mediado pelo NO &
através da vasodilatacdo dependente da ativagdo da guanilato-ciclase,

utilizamos um inibidor desta enzima, o ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
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aJquinoxalin-1-ona). O ODQ se liga irreversivelmente ao grupamento HEME da
guanilato ciclase, bloqueando, competitivamente, a ligacdo do NO ao seu sitio
de ligacdo (SCHRAMMEL et al, 1996). Os animais que foram tratados com
ODQ antes da administracdo da B-ionona apresentaram altos indices de
ulceracdo, demonstrando a dependéncia da ativacdo da guanilato ciclase
soluvel pelo NO para a manutencao do efeito protetor do terpeno.

O GMPc, gerado a partir da ativagdo da guanilato ciclase, pode ativar
diferentes alvos moleculares, entre eles estdo os canais Karp (ARCHER et al.,
1994; BOLOTINA et al., 1994; CARRIERS et al., 1997.). A ativacdo dos canais
Kate aumenta a entrada de K™ para o interior celular, alterando o potencial de
membrana da célula que provoca o fechamento dos canais de calcio voltagem
dependente (VGCC). O fechamento destes canais nas células endoteliais
blogueia a entrada de célcio na célula, levando a vasodilatacdo (STANDEN &
QUAYLE, 1998). A glibenclamida e o diaz6xido sdo comumente utilizados em
ensaios para investigar o envolvimento dos canais Katp em eventos bioldgicos
(STANDEN et al.,, 1998). Nossos achados revelam que a glibenclamida, ao
bloguear os canais Katp, reverte o efeito protetor da B-ionona, mostrando o
envolvimento desses canais no seu mecanismo de agao.

Os canais Katp estdo envolvidos no mecanismo gastroprotetor de varios
compostos naturais, como ocorre no mecanismo de acéo do terpeno isopulegol
(SILVA et al., 2009). Gomes et al. (2006) demonstraram que o LPS protege a
gastropatia induzida por indometacina, em parte devido a abertura dos canais
Katp. Akar et al. (1999) mostraram que a glibenclamida reverteu o efeito
protetor do diazoxido contra a lesdo gastrica induzida por indometacina em
ratos.

A capsaicina ativa 0s receptores vaniloides TRPV1 presentes nos
neurdnios sensoriais aferentes estimulando a liberagdo de neuropeptidios, tais
como a substancia P e o CGRP. Em pequenas doses, a capsaicina apresenta
efeitos gastroprotetores, estimulando a microcirculacdo géastrica, no entanto,
em altas doses, este composto destréi terminacdes neuronais das fibras C,
culminando na interrupcdo dos processos neurais nos quais estas fibras estao
envolvidas (SZOLCSANYI; BARTHO, 2001; EVANGELHISTA, 2006).

Trabalhos relatam que a ativacdo dos neurdnios aferentes pela

capsaicina apresenta efeito protetor contra lesdes induzidas por etanol, e que
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esse mecanismo se deve, provavelmente, as prostaglandinas, ao aumento da
microcirculacdo na mucosa gastrica via NO e ao aumento da secre¢do de
muco e bicarbonato (PARK et al., 2000; BRZOZOWSKI et al., 2005).

Com base no exposto acima, investigamos o papel dos receptores
TRPV1 no mecanismo de acdo da B-ionona utilizando a capsazepina, um
antagonista do receptor TRPV1, para verificar se ha a reversdo do efeito
gastroprotetor da B-ionona. Os resultados mostraram que os receptores TRPV1
nao estdo envolvidos no mecanismo de acdo da B-ionona, uma vez que o pré-
tratamento com capsazepina nao reverteu o efeito citoprotetor da $-ionona.

Varios autores tém mostrado a capacidade de alguns terpenos em
reforcar os fatores de defesa da mucosa gastrica ou em inibir os fatores
agressivos, como a secrecdo de acido (SANCHEZ et al. 2006; RODRIGUEZ et
al. 2005). A producdo excessiva de radicais livres estd envolvida na
patogénese da Ulcera gastrica induzida pelo etanol, causando a deplecao dos
niveis de glutationa (GSH), um importante fator de defesa da mucosa que
funciona como antioxidante. Este desequilibrio entre os fatores oxidantes e os
antioxidantes gera um estado de estresse oxidativo prejudicial as células
(MUTOH et al., 1990; DEMIR et al., 2003).

O papel protetor de niveis adequados de GSH na mucosa gastrica foi
demonstrado por alguns pesquisadores (NAGY; NAGATA; SZABO, 2007).
Pesquisadores observaram que a administracdo em ratos de compostos
sulfidrilicos, tais como L-cisteina, N-acetilcisteina, penicilamina e GSH, protege
a mucosa gastrica contra lesbes induzidas pelo etanol (STRUBELT &
HOPPENKAMPS, 1983; SZABO, 1984). Por outro lado, a administracdo de N-
etilmaleimida, blogueador de grupamentos sulfidrilicos, reverte os efeitos
protetores de compostos tidis e PGs (SZABO, 1987). Tais trabalhos mostram
que o aumento na concentracdo de compostos sulfidrilicos e formagcédo de GSH
constituem mecanismos de defesa contra as lesdes induzidas por etanol.

De acordo com isso, investigamos a a¢do da B-ionona sobre os niveis de
GSH através de duas abordagens. Primeiramente, dosamos a concentragdo de
GSH na porc¢éao glandular do estbmago dos animais que foram tratados com o
terpeno antes da administracdo do etanol. Verificamos que a -ionona protegeu
a mucosa contra a deplecdo dos niveis de GSH provocado pelo etanol. Em

uma segunda abordagem, dosamos 0s niveis de GSH na mucosa do estbmago
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de animais que receberam apenas B-ionona. Aqui, n0s avaliamos se o efeito
protetor seria por aumentar os niveis de GSH ou por evitar sua deplecdo na
mucosa gastrica. Através dos resultados podemos concluir que a atividade
protetora da B-ionona foi evitar a deplecdo dos niveis de GSH provocada pelo
etanol e ndo por aumentar diretamente 0s seus niveis na mucosa gastrica.
Resultados semelhantes foram encontrados por Asokkumar et al. (2012) que
demonstraram que a administracdo de B-ionona previne a redugdo dos niveis
de GSH no tecido do pulmdo de camundongos swiss desafiados com o
composto cancerigeno benzopireno. A administracdo do terpeno isoladamente
também nao alterou os niveis de GSH dosados no pulmédo quando comparados
ao grupo controle. Esses dados sugerem uma possivel atividade antioxidante
prépria da B-ionona, que diminui os niveis de radicais livres, prevenindo a
deplecao dos fatores antioxidantes intrinsecos da mucosa gastrica.

Finalmente, este trabalho demonstra, pela primeira vez, a atividade
protetora da B-ionona no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos. Os resultados aqui demonstrados poderdo ser somados a
estudos complementares utilizando abordagens experimentais que possam
aprofundar o mecanismo de acéo gastroprotetora B-ionona, inclusive utilizando
outros modelos experimentais que permitam avaliar outros parametros

envolvidos na gastroprotecao.
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8. CONCLUSAO

Neste trabalho demonstramos que a [(-ionona possui efeito
gastroprotetor no modelo de Lesdo Gastrica induzida por Etanol em
camundongos. O efeito gastroprotetor € mediado pela via NO\GMPc\Karp €
através da mediacdo da B-ionona na deplecdo dos niveis de GSH provocado
pelo etanol.

Podemos dessa forma sugerir um possivel mecanismo de agéo para o

efeito gastroprotetor da B-ionona visualizado na figura 17.

Figura 17 — Mecanismo hipotético do efeito gastroprotetor da B-ionona.
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Fonte: elaborada pela prépria autora. A B-ionona causa o aumento dos niveis de NO, o qual se
liga a enzima guanilato ciclase, causando aumento dos niveis celulares de GMPc. Este, por
sua vez, ativa os canais Kytp alterando o potencial de membrana das células endotelias que
provoca o fechamento dos canais VGCC, impedindo a entrada de célcio. Estes eventos levam
a vasodilatacdo, ao aumento da secrec¢do de muco e bicarbonato que auxiliam na protecdo da
mucosa gastrica.
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