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ALVES JUNIOR, E.B. AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO
ESTRAGOL EM MODELOS ANIMAIS. 2019. 189 p. Dissertagcao de mestrado. Programa
de Pés-graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, CCS/UFPB.

RESUMO

O estragol € um composto organico aromatico pertencente a classe dos fenilpropanoides
derivados de aldeidos cinamicos presente em 0leos essenciais de espécies vegetais, como
Ravensara anisata (madeira), Ocimum basilicum (manjericido/alfavaca), e Croton zehntneri
(canelinha). Estudos farmacoldgicos relatam sua atividade anti-inflamatéria, antioxidante e
vasorelaxante. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade ndo-clinica aguda, a
atividade gastroprotetora e os mecanismos de agéo relacionados. O ensaio foi considerado
significativo quando *p<0,05. No ensaio de toxicidade aguda, em que foram utilizadas as
doses de 300 ou 2000 mg/kg do estragol (v.0.) ndo foram observados sinais de alteragbes
comportamentais, exceto para dose de 2000 mg/kg com diminuigdo do consumo de agua e
ragdo. Desta forma, foi possivel estimar que a dose letal 50% (DL50) é igual ou superior a
2500 mg/kg, de acordo com o guia 423 da OECD. Para a avaliagcdo da atividade
gastroprotetora foram utilizados os modelos de indugéo aguda de Ulcera gastrica pelo etanol
em ratos, anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE-piroxicam) e estresse (por imobilizagao e frio)
em camundongos e contensdo do suco gastrico em ratos. No modelo de indug&o da ulcera
pelo etanol, a carbenoxolona (100 mg/kg}) e o estragol (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg — v.0)
reduziram a area de leséo ulcerativa em 55, 25, 69, 74 e 95% (***p<0,001), respectivamente,
quando comparada ao controle negativo. Além disso, a dose mais efetiva (250 mg/kg)
restaurou os parametros histoldgicos avaliados. Nas Ulceras gastricas induzidas pelo estresse
(imobilizagao e frio) a cimetidina (100 mg/kg) e o estragol (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg — v.0)
reduziram o indice de les&o ulcerativo (ILU) em 42, 45, 53, 59 e 65% (*p<0,01) e (***p<0,001),
respectivamente, quando comparada ao controle negativo. Nas ulceras gastricas induzidas
por AINEs, a cimetidina (100 mg/kg) e o estragol (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg — v.0)
reduziram o ILU em 59, 46, 47, 56 e 64% (***p<0,001), respectivamente quando comparado
ao grupo controle negativo. Em ulceras gastricas induzidas por contensdo do suco gastrico
(ligadura do piloro) a cimetidina (100 mg/kg) e o estragol (250 mg/kg) reduziram o ILU em 42
e 52 % (v.0) (***p<0,001) e em 42 e 43 % (i.d) (**p<0,001), respectivamente. Na perspectiva
de investigar os mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora do estragol foram
avaliados 0s mecanismos antissecretorios ou neutralizantes da secrecdo gastrica,
citoprotetores, antioxidante e imunorregulatério. O tratamento i.d com estragol (250 mg/kg)
diminuiu o volume do suco gastrico. A atividade gastroprotetora do estragol (250 mg/kg)
envolve a participagdo de grupamentos sulfidrilas, 6xido nitrico, muco e prostaglandinas.
Aumentou os niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa peroxidase (GPx) e reduziu os
niveis de malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase. Reduziu os niveis de interleucina-1 beta
(IL-1pB), do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da expressao de sintase do 6xido nitrico
induzivel (INOS), além de aumentar os niveis de interleucina-10 (IL-10) e de ciclooxigenase 2
(COX-2). Assim é possivel inferir que o estragol apresenta atividade gastroprotetora
relacionada a mecanismos antissecretorio, citoprotetores, antioxidantes e imunomoduladores.

Palavras-chave: Estragol, ulceras gastricas, gastroprotec¢do, antissecretério, citoprotecéo,
antioxidante, imunorregulatoério.



ALVES JUNIOR, E.B. EVALUATION OF ESTRAGOLE GASTROPROTECTIVE ACTIVITY
IN ANIMAL MODELS. 2019. 189p. Master’s thesis. Postgraduate Program in Natural and
Synthetic Bioactive Products, CCS/UFPB.

ABSTRACT

Estragole is an aromatic organic compound belonging to the class of phenylpropanoids derived
from cinnamic aldehydes present in essential oils of plant species such as Ravensara anisata
(madeira), Ocimum basilicum (manjericao/alfavaca) and Croton zehntneri (canelinha).
Pharmacological studies report its anti-inflammatory, antioxidant and vasorelaxant activity.
This study aimed to evaluate acute non-clinical toxicity, gastroprotective activity and related
mechanisms of action. The assay was considered significant when p<0.05. In the acute toxicity
test, doses of 300 or 2000 mg/kg of estragole administered orally did not observed, except for
a dose of 2000 mg/kg with a decrease in water consumption and feed. In this way, it was
possible to estimate that the 50% lethal dose (LD50) is equal to or greater than 2500 mg/kg,
according to OECD guide 423. For the evaluation of gastroprotective activity, the models of
acute gastric ulcer induction by ethanol in rats, non-steroidal anti-inflammatory (NSAID-
piroxicam) and stress (cold restraint) in mice and gastric juice contention in rats were used. In
the ethanol model, carbenoxolone (100 mg/kg) and estragol (31.25, 62.5, 125 and 250 mg/kg
- vo) reduced the area of ulcerative lesion in 55, 25, 69, 74, 95% (***p<0.001), respectively,
when compared to the negative control. In addition, the most effective dose (250 mg/kg)
improved the histological parameters evaluated. In stress - induced gastric ulcers (cold
restraint), cimetidine (100 mg/kg) and estragol (31.25, 62.5, 125 and 250 mg/kg - vo) reduced
the ulcerative lesion index (ULI) in 42, 45, 53, 59, 65% (**p<0.01) and (***p<0.001),
respectively, when compared to the negative control. In gastric ulcers induced by NSAIDs,
cimetidine (100 mg/kg) and estragol (31.25, 62.5, 125 and 250 mg/kg - vo) reduced ULI by 59,
46, 47, 56 and 64% (***p<0.001), respectively when compared to the negative control group.
Cimetidine (100 mg/kg) and estragol (250 mg/kg) reduced the ILU by 42 and 52% (v.0)
(***p<0.001) in gastric ulcer induced by pylorus ligation and in 42 and 43% (i.d) (*#p<0.001),
respectively. In order to investigate the mechanisms involved in the gastroprotective activity of
estragole, the antisecretory or neutralizing of gastric secretion, cytoprotection, antioxidant and
immunoregulatory mechanisms were evaluated. Pylorus ligation (i.d) treatment with estragol
(250 mg/kg) decreased the volume of the gastric juice. The gastroprotective activity of estragol
(250 mg/kg) involves the participation of sulfhydryl groups, nitric oxide, mucus and
prostaglandins. It increased levels of reduced glutathione (GSH) and glutathione peroxidase
(GPx) and reduced levels of malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase. It reduced the
levels of interleucin-1 beta (IL-18), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and inducible nitric
oxide synthase (INOS) expression, and increased levels of interleucin-10 (IL.- 10) and
cyclooxygenase 2 (COX-2). Thus, it is possible to infer that estragole has gastroprotective
activity related to antisecretory mechanisms, cytoprotectors, antioxidants and
immunomodulators.

Key words: Estragole, gastric ulcers, gastroprotection, antisecretory, cytoprotection,
antioxidant, immunoregulatory.
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etilmaleimida
SNC Sistema Nervoso Central
SNE Sistema nervoso entérico
SOD Superoxido dismutase
SStR2 Receptor de somatostatina tipo 2
STAT Fatores de transcri¢cao ativados por tirosinas quinases
TFF Fator trefoil
TGF-B Receptor serina-quinase do fator de crescimento transformantef3
TGl Trato gastrointestinal
TLRs Receptores Toll-like
TNFa fator de necrose tumoral-a
TVs Tubulovesiculas
TXA2 Tromboxano A2
v.0. Via oral
VAMP2 Proteina associada a vesicula 2
VIP Peptideo intestinal vasoativo

Obs: As abreviaturas, siglas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relagdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convengbes adotadas

universalmente.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Consideragoes gerais

O uso de produtos naturais no tratamento de doencgas tem sido utilizado pelo
homem ao longo da histéria em suas praticas terapéuticas (SHEN, 2015). Dessa
forma tém-se tornado alvos de pesquisas por parte da industria farmacéutica, na
perspectiva de caracterizar compostos isolados com atividade farmacoldgica e de
elucidar possiveis mecanismos de acdo (SHEN, 2015; AHN, 2017).

Esses produtos correspondem as substancias quimicas de origem animal,
mineral, vegetal e microrganismos. Dentre as principais fontes de produtos naturais
tem se destacado as plantas medicinais, as quais sdo compostas por diversos
metabdlitos secundarios, que sao responsaveis pela atividade biologica (LANAS;
CHAN, 2017). Esses compostos bioativos presentes nas plantas podem atuar de
maneira isolada ou sinérgica, porém se faz necessario o desenvolvimento e
investimento em pesquisas para elucidar quais os principais protagonistas dos efeitos
farmacoldgicos (SA et al., 2014; GUO, 2017).

Os produtos naturais sao utilizados de modo disseminado para o tratamento
de diversas doengas, sejam de carater agudo ou crénico (PETRYSZYN; WITCZAK,
2016). Dentre as principais afec¢des estdo as do trato gastrointestinal (TGI), como
dispepsias, ulceras pépticas, diarreia e doengas inflamatérias intestinais, grande parte
como forma de superar limitagdes da terapéutica existente e garantir maior facilidade
de acesso a essa terapia alternativa (PETRYSZYN; WITCZAK, 2016; LANAS; CHAN,
2017).

As ulceras pépticas compreendem um conjunto heterogéneo de disturbios
caracterizados pela presenca de inflamacédo e ulceragdo da mucosa, de origem
multifatorial e complexa (WOODS; CAREY, 2017). A gravidade da ulcera péptica
depende da camada que ocorreu a lesdo, podendo acometer desde a camada da
mucosa, mais superficial, até camadas tissulares mais profundas, como camada
epitelial e muscular da mucosa, com comprometimento da funcionalidade e
integridade das células lesionadas (LANAS, CHAN, 2017; ELSHAZLY et al., 2018).

Alguns fatores limitantes na terapia das ulceras pépticas, a exemplo de alta

taxa de recidiva da doencga, efeitos colaterais e alto custo (tratamento e internagdes)
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fazem com que novas alternativas terapéuticas sejam buscadas na perspectiva de
combater esta afecgdo (BOEING et al., 2016).

Nestas perspectivas, o presente trabalho teve como objetivo investigar a
capacidade gastroprotetora do estragol, uma substancia pertencente a classe dos
fenilpropanoides, obtido em escala de sintese, porém encontrado na natureza nas
especies Ravensara anisata, Ocimum basilicum e Croton zehntner (SILVA-ALVES et
al., 2013).

Os dados descritos na literatura mostram que essa substancia apresenta
atividade anti-inflamatoria (PONTE et al, 2012), antioxidante e antimicrobiana
(FRIEDMAN et al., 2002; MORAIS et al., 2006), relaxante muscular (COELHO-SE-
SOUZA et al, 1997; SOARES et al, 2007), entretanto, ndo existe estudos sobre sua
atividade gastroprotetora, o que motivou a escolha dessa substancia para o
desenvolvimento desse estudo, almejando o papel cientifico para uma possivel nova

terapéutica de prevencéo, tratamento e cura dessa afecgao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomofisiologia do trato gastrintestinal

O Trato gastrointestinal (TGl) compreende um tubo muscular longo e oco com
aproximadamente 6 metros de comprimento e de diametro variavel nas suas
diferentes secgdes, sendo revestido por um epitélio especializado que inicia na boca
e se estende até o anus, com diferentes compartimentos. O TGl se divide
anatomicamente em eséfago, estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e
intestino grosso (célon, ceco e reto). E em sua maioria composto camadas musculares
(musculo liso), vasos sanguineos, tecido linféide e conectivo e glandulas anexas
(Figura 1) (CAMPBELL, 2015; ASHFORD, 2017).

As principais funcdes do TGl compreende a motilidade, absorgao, secrecio,
digestdo e funcéo de barreira intestinal as quais ocorrem de maneira ordenada e
autébnoma devido a presenca do sistema entérico que, por meio de nervos aferentes
extrinsecos e intrinsecos regula as respostas fisiologicas e mantém a homeostase
ativando respostas locais (BROOKES, et al., 2013; BOECKXSTAENS, et al., 2016).

Figura 1. Representacdo anatémica do TGl humano

Boca
Faringe
Esofago
Figado
Estomago
Vesicula biliar
Baco

Duodeno Pancreas

Célon Intestino delgado

* Duodeno;
+ Jejuno;
* lleo.

ileo

Apéndice
Reto

Fonte: Adaptado de Digestive system, 2017.
O TGl consiste em um tubo muscular oco a partir da cavidade oral, continuando pela faringe,
esOfago, estdbmago e intestinos até o reto e anus. Existem varios 6rgdos acessorios que
auxiliam o trato secretando enzimas para ajudar a decompor os alimentos em seus nutrientes
componentes.
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Os vasos sanguineos e as glandulas possuem controle hormonal e neuronal,
sendo o controle neuronal exercido pelo plexo mioentérico localizado entre a camada
longitudinal e circular média e pelo plexo submucoso localizado na camada muscular
circular. Ambos os plexos sao conectados e inervados por fibras parassimpaticas pré-
ganglionares do nervo vago (em grande parte colinérgica e excitatoria) e fibras
simpaticas pds-ganglionares (que inervam fibras musculares, vasos sanguineos e
diretamente os plexos, promovendo inibicdo da acetilcolina) (RANG; DALE, 2016;
BOECKXSTAENS, et al., 2016; WILSON; STEVENSON, 2019).

No TGl, o estbmago destaca-se por armazenar temporariamente o alimento
ingerido que segue para o duodeno onde sera digerido em particulas menores e
homogéneas por meio da agédo de enzimas digestorias e do acido cloridrico (HCI),
aumentando a superficie de contato e melhorando a absorgdo dos nutrientes pela
mucosa gastrica. Aléem dessas fungdes, o estbmago também protege o intestino de
agentes nocivos que possam estar presentes junto com os alimentos (MAHADEVAN,
2017; ASHFORD, 2017).

O estdbmago pode ser dividido tanto anatomicamente em 5 regides: cardia,
fundo, corpo, antro e piloro; ja funcionalmente, o estémago € dividido em proximal e
distal (MCDONALD; MACFARLANE, 2018; WILSON; STEVENSON, 2019).

O corpo do estbmago se curva em sua porgao inferior e se estende de forma
expansivel (funcionando como um reservatério). E formado por duas bordas, uma
borda de menor curvatura a direita e uma borda de maior curvatura a esquerda. Em
seu revestimento interno encontram-se as células parietais responsaveis pela
secrecdo do acido cloridrico (HCI) (MAHADEVAN, 2017; WILSON; STEVENSON,
2019).

A regido proximal (parte ndo glandular) compreende a cardia, o fundo e cerca
de um terco do corpo, € revestido por epitélio escamoso estratificado e corresponde a
cerca de 60% do volume total do estémago, sendo responsavel pelo armazenamento,
enquanto que a regido distal (parte glandular), que abrange o restante do corpo, o
antro e o piloro, contém maior camada de células musculares e é responsavel pela
mistura dos alimentos e sua propulsdo para o duodeno (ASHFORD, 2017,
MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

Diariamente, o estdbmago secreta entre 1 e 3 litros de suco gastrico que é
composto em sua maioria por acido cloridrico (com pH proximo a 1), pepsina, fator
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intrinseco (principal responsavel pela absorgao de vitamina B12) e muco. O baixo pH
estomacal além de promoverem ambiente favoravel para a ativagdo de enzimas
digestivas também protege contra agdo de microrganismos presentes nos alimentos
ingeridos, inviabilizando sua instalagédo e infecgdo (JOHNSON, 2013; MCDONALD;
MACFARLANE, 2018).

Histologicamente o estdbmago e os demais 6rgédos que compdéem o TGI
compartilham de camadas em comum, sendo descritas do lumen gastrico para o
interior como: camada mucosa (composta por trés camadas celulares, a mucosa
muscular, a lamina prépria constituida por tecido conectivo e o epitélio), camada
submucosa (composta por tecido conectivo, contendo tecidos secretorios vastamente
irrigados por vasos sanguineos e linfaticos, e plexo submucoso, integrado de células
nervosas, sendo parte do sistema nervoso entérico), camada muscular (constituido
por trés camadas de tecido muscular liso, uma camada mais externa disposta na
posicao longitudinal e duas camadas mais internas orientadas de maneira circular,
cuja forga de contragdo € capaz de triturar os alimentos) e camada serosa (camada
mais externa composta de tecido conectivo e se estende continuamente com o
peritdnio) (Figura 2) (ASHFORD, 2017).

Figura 2. Representacao anatdmica e histolégica do estémago

Abertura da
gléndula géstrica

ESTRUTURA DO ESTOMAGO

pregueada que
aumenta a drea Serosa

Fonte: SILVERTHORN, 2010; RIBEIRO 2017.

O estbmago é uniformemente revestido por um epitélio mucoso colunar
simples, composto por uma variedade de glandulas tubulares ramificadas, dispostas

em cavidades ao longo da camada de muco, formando a fovéola gastrica. Cada
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glandula tubular tem regides distintas, seguindo a ordem do lumen para o interior: o
pogo gastrico, o istmo, o pescogo e a base (WILSON; STEVENSON, 2019).

Em repouso, seu revestimento possui pregas espessas e aveludadas
denominadas rugas, em seu interior encontram-se as bolsas gastricas (invaginagdes
microscopicas) que conectam em quatro ou cinco glandulas gastricas (oxinticas e
pildricas). As gléandulas oxinticas representam cerca de 75% da totalidade de
glandulas e distribuem-se pela parte superior do estdbmago, enquanto que os 25%
restantes correspondem as glandulas pildricas dispostas na regido do antro e piloro
(ZOLOTAREYV, 2014; FEHER, 2017).

O epitélio gastrico na regido do fundo e do corpo invagina-se e forma
glandulas na parede gastrica com diversas ceélulas especializadas, como: célula
mucosa superficial (secreta fluido de carater alcalino contendo mucina, muco e
bicarbonato, conhecidas como células caliciformes), célula mucosa do colon (secreta
fluido acido contendo mucina), célula parietal (produz e secreta acido cloridrico e fator
intrinseco (células parietais), célula principal (secreta pepsinogénio e lipase gastrica)
e células G (secretam gastrina na corrente sanguinea) (Figura 3) (BERRIDGE, 2014;
FEHER, 2017).

Figura 3. Representagao do Epitélio Gastrico
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Célulamucosado
colo (secreta fluido
acido contendo
mucina)

Istmo/ __ |

pescogo Célula parietal

(secretafator
intrinseco e acido
cloridrico)

Célula principal
(secreta

pepsinogénio e
lipase gastrica)

Glandula —
gastrica

Células G (células
enteroendocrinas
que secretam
gastrinano sangue)

Fonte: Adaptado de WILSON; STEVENSON, 2019.
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A mucosa gastrica é exposta constantemente a varios agentes agressores e
substancias nocivas como: consumo excessivo de etanol e cigarro, uso crénico de
anti-inflamatodrios ndo esteroidais (AINEs), infeccédo pela bactéria Helicobacter pylori,
espécies reativas de oxigénio e secregao acida gastrica (BOEING et al., 2016), porém
os agentes protetores impedem sua deterioragdo e mantém a integridade
constitucional da mucosa, a exemplo do fluxo sanguineo (minimizagéo dos efeitos do
acido no lumen gastrico), prostaglandinas (melhora fluxo sanguineo na camada da
mucosa e reduz secrec¢do local de acido gastrico), 6xido nitrico (NO), producdo de
muco (barreira fisica) e bicarbonato (neutralizagdo do acido e formagdo de uma
camada alcalina), fatores de crescimento e neuropeptideos (bombesina, aumenta
producdo de prostaglandinas) (MILLER, 1983; LAINE et al., 2008; WILSON;
STEVENSON, 2019).

2.2 Fisiologia gastrointestinal

2.2.1 Secregao gastrica

E uma solugdo isoténica de 150 mmol/L com pH abaixo de 1 e composta
marjoritariamente pelo acido cloridrico (HCI), pepsina, ions e pelo fator antianémico
intrinseco (glicoproteina responsavel pela absorgao da vitamina B12, ferro e calcio),
sendo secretada pelas células parietais, com secrecao basal de aproximadamente 2,5
litros/dia na concentracao de 0,16 M (BROWNLEE, 2014).

Por ser um sistema que entra em contato diretamente com o meio externo do
organismo, o TGl é uma porta de entrada para microrganismos que podem causar
algum tipo de infecgéo. A produgao de acido cloridrico (HCI) impossibilita a instalagéo
de microrganismos infecciosos oriundos da alimentagdo (HOWELL et al., 2010;
LOMBARDO, et al., 2010), ao mesmo tempo que o baixo pH viabiliza a ativagao de
enzimas importantes na digestdo, principalmente de proteinas, e promove
desnaturagao das proteinas alimentares, facilitando seu desdobramento e exposigao
do sitio de clivagem pelas proteases (WALLACE; SHARKEY, 2012; BROWNLEE,
2014; RANG; DALE, 2016. RENE et al., 2016. SCHUBERT, 2016).

O fator intrinseco € produzido de maneira essencial no estbmago e serve
como cofator de ligag&o da vitamina B12, sendo necessario para sua absor¢ao no ileo
terminal. Na regido do antro ndo ha células parietais, entretanto, possui células G
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responsaveis pela excrecdo da gastrina, um dos reguladores da secre¢do acida
(ZOLOTAREYV, 2014; BERRIDGE, 2014; BROWNLEE, 2014; FEHER, 2017).

Localizadas no pescogo das glandulas gastricas, as células parietais (oxinticas)
secretam fator intrinseco e HCI no lumen gastrico, sendo morfologicamente
arredondadas, possuem nucleo esférico e citoplasma eosinofilico, uma vez que para
ativar a H*/K*-ATPase (bomba de protons), se faz necessario uma grande densidade
mitocondrial (corresponde a cerca de 35% do volume celular total) (OKAMOTO et al.,
2018; WILSON; STEVENSON, 2019).

As células parietais, responsaveis pela secregéo acida gastrica, contém em seu
interior organelas tubulares e vesiculares, as tubulovesiculas (TVs), onde se localizam
as H*/K*-ATPases (responsaveis pelo bombeamento de ions H*) (OKAMOTO et al.,
2018). Com a estimulagdo dessas células pelos secretagogos (transmissores
gastricos), sao percebidas algumas alteragbes em sua morfologia, como a
remodelagdo da membrana pelos receptores proteicos de ligagéo a proteina de fusao
sensivel ao N-etilmaleimida (SNARESs) e reestruturagao do citoesqueleto dependente
de actina (WHITMAN; O’NEIL, 2018), além de sinaptobrevina (proteina associada a
vesicula 2-VAMP2) e sintaxina (BERRIDGE, 2014). Em seguida as TVs séo
translocadas para se fundirem com canaliculos orientados na membrana apical,
resultando em uma superficie invaginada com grande capacidade secretora
conectada ao lumen do estébmago (SAHOO, et al., 2017; WHITMAN; O’'NEIL, 2018).

A regulacédo da secreg¢do acida gastrica ocorre em quatro fases especificas
(FEHER, 2017) que compreendem a fase basal, fase cefalica, fase gastrica e fase
intestinal.

Na fase basal a secrecdo acida ocorre de forma continua mesmo sem
estimulacédo da céula parietal (MULHOLLAND, 2006; MERCER; ROBINSON, 2008;
RAMSAY; CARR, 2011; FEHER, 2017). Na fase cefdlica a secregao gastrica é
modulada pelo nervo vago integralmente, com estimulagao da secregao salivar, acido
gastrico e secrecao pancreatica aléem de inibigdo da motilidade fasica do TGl superior
(FARRE; TACK, 2013, FEHER, 2017). A inervacdo vagal conecta diretamente a
secrecdo gastrica e as fungdes superiores do sistema nervoso central sob diversos
estimulos sensoriais, tais como visao, olfato e paladar estimulam sinalizacbes do
cortex cerebral, amigdalas e hipotalamo (RAMSAY; CARR, 2011; RIBEIRO, 2017).
Esta fase é responsavel por cerca de 30% da producéo total de acido pos-prandial e
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seus efeitos sdo exercidos por ativacdo dos centros superiores e liberagdo pelo
complexo vagal dorsal de neurotransmissores como o peptideo liberador de gastrina
e acetilcolina, que agem por duas vias diferentes: por estimulacdo direta da
acetilcolina e indiretamente pela gastrina (peptideo liberador da gastrina age nas
células G antrais e induz sua liberagdo) (FEHER, 2017; WILSON; STEVENSON,
2019).

Com a chegada do alimento ao lumen estomacal, inicia-se a fase gastrica, onde
a secrecgao acida € amplificada tanto por estimulos fisicos (60% da secrec¢ao acida),
quanto por estimulos mecanicos, acionando as principais vias de secrecdo acida
(acetilcolina, gastrina e histamina). Os aminoacidos resultantes da agao da pepsina
sob os peptideos da dieta, bem como bebidas alcéolicas, café e calcio estimulam
receptores de células G a liberar gastrina (FEHER, 2017; WILSON; STEVENSON,
2019).

A distensdo do estdbmago provocada pela presenca do alimento ativa
receptores de estiramento que promovem arco-reflexos longos e curtos e impulsionam
0S nervos vagais a liberar acetilcolina (ativa células parietais diretamente e células
semelhantes as enterocromafins-ECL para secretar histamina) e peptideo liberador
de gastrina que tem como as alvo células G (RAMSAY; CARR, 2011; RIBEIRO, 2017).

A reducado dos estimulos sensoriais e de estiramento do estdmago limita a
secrecdo de acido gastrico a niveis basais, este estagio € caracterizado pela fase
intestinal. Essa resposta negativa a secregao gastrica ocorre por vias paracrinas e
endodcrinas, como a produgdo de colecistocinina (aumenta o pH mesmo ainda
havendo produgdo de gastrina pela mucosa duodenal). As células D antrais liberam
somatostatina, e sdo estimuladas pela gastrina liberada nas duas fases anteriores,
exercendo um feedback negativo ao inibir a liberagdo de gastrina (FARRE; TACK,
2013; WILSON; STEVENSON, 2019).

Com a entrada do alimento no duodeno, a mucosa gastrica fica exposta ao
baixo pH promovido pela secregédo acida das células parietais (SCHUBERT, 2016).
Esta condicdo ativa os quimiorreceptores e a liberagdo via reflexo neuronal do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), responsavel por promover a
liberacdo de somatostatina pelas células D, resultando na restauracdo da inibicao
tbnica sobre a secrecdo acida e um retorno a produgdo acida basal. O aumento

32



acentuado do fluxo sanguineo gastrico durante esta fase aumenta a fungao secretora
das células gastricas (WILSON; STEVENSON, 2019).

As células parietais secretam os ions H* continuamente, moduladas por
multiplos fatores centrais e periféricos. Os principais fatores estimuladores da
secrecdo acida sao de origem neuronal (acetilcolina), paracrina (histamina) e
enddcrina (gastrina) (WALLACE; SHARKEY, 2012; RANG; DALE, 2016; SCHUBERT,
2016), além de grelina, motilina e sulfeto de hidrogénio (H2>S). Como feedback
negativo, a somatostatina produzida e secretada nas células D oxinticas e antrais é o
principal inibidor da secre¢ao acida, assim como o peptideo tipo 1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) também exerce inibigdo, em parte por impulsionar a secregao de
somatostatina. A propria produgado de acido também estimula a somatostatina de
maneira local por retroalimentagédo negativa (SCHUBERT, 2015; SCHUBERT, 2016).

Os arco reflexos simpaticos e parassimpaticos tem grande relevancia no TGl,
uma vez que modulam a secrec¢do acida e a motilidade gastrintestinal. A inervagao
parassimpatica aferente representa cerca de 80% dos neurbénios vagais localizados
no estbmago, e esta ligada de maneira intrinseca ao pH gastrico, secregao,
esvaziamento e informag¢des sensoriais (nauseas e saciedade) (OKAMOTO, 2018).
Embora os estimulos nociceptivos estejam ligados as fibras simpaticas, o cruzamento
de fibras parassimpaticas vagais s&o capazes de produzir sindromes de dor
clinicamente confusas como resultado de vias sensoriais semelhantes para o coracéo,
esb6fago e estbmago, levando a um falso diagnodstico de doengas no TGl superior
(gastrite ou refluxo gastroesofagico) (QIN et al., 2003; WILSON; STEVENSON, 2019).

As fibras pds-sinapticas estimulam as células parietais por diversas vias,
podendo agir de forma direta, em seus receptores do tipo muscarinico M3 localizadas
nas células parietais, ou indiretamente em seus receptores M3 que estao localizados
nas ECL liberadora de histamina, e nas células G antrais, por meio da liberagéo do
peptideo liberador de gastrina e consequente estimulagdo da secrecdo de gastrina
(BERRIDGE, 2014; OKAMOTO, 2018). A gastrina age nos receptores de
colecistocinina tipo 2 (CCK2) encontrados na célula parietal, nas ECLs e nas células
D. Os receptores muscarinicos M2 e M4 localizados nas células D modulam a
diminui¢do da liberagdo de somatostatina observada com o aumento do ténus vagal
(WILSON; STEVENSON, 2019).
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A resposta da acetilcolina nos receptores M3z e da gastrina nos receptores CCK:>
compartiiham da mesma via de sinalizagdo. Ambas, quando ligadas aos seus
respectivos receptores do tipo metabotrépicos acoplados a proteina G114
(BERRIDGE, 2014; OKAMOTO et al., 2018). Em seu estado inativo, os receptores M3
e CCK:> ancoram a proteina G em sua regido intracelular. A proteina G € composta
por trés subunidades, a q, B e y. Encontra-se ligado na subunidade a o nucleotideo
difosfato de guanosina (GDP) formando o complexo a-GDP ligado. Com a ativagdo do
receptor ocorre uma mudanga conformacional e o nucleotideo GDP ¢é trocado pelo
trifosfato de guanosina (GTP), formando o complexo a-GTP ligado. Esse complexo
causa uma separacao das subunidades por impedimento estérico e formagao de dois
complexos distintos, o a-GTP ligado e o dimero By. O a-GTP transloca-se pela
membrana plasmatica e fosforila a proteina de membrana fosfolipase C 31 (PLC-31),
responsavel por hidrolisar o 4-5 bisfosfato de fosfatidil inositol (PIP2) um fosfolipidio
localizado na membrana, em dois segundos mensageiros: o diacilglicerol (DAG) e o
1-4-5 trisfosfato de Inositol (IP3). O DAG permanece na membrana por causa da sua
lipossolubilidade, enquanto o IP3 solubiliza no citoplasma e se liga ao seu receptor
presente nas reservas de cdlcio (Ca?") intracelulares, resultando na translocagdo
desse ion para o citosol seguido de um rapido aumento de sua concentragao
intracelular (BERRIDGE, 2014. SCHUBERT, 2016; OKAMOTO et al., 2018).

O aumento intracelular de Ca?* possibilita varios processos que culminam na
transferéncia e fusdo de TVs para a membrana apical da célula parietal. Dentre as
varias sinalizagbes do Ca?*, uma delas é estimular a proteina quinase Il dependente
de Ca?*/calmodulina (CaMKIl) para fosforilar a fosfoproteina sensivel a Ca?* de 28
kDa (CSPP-28). Deste modo, ap6s a fusdo das vesiculas, a proteina CSPP-28
fosforilada estimula a H'/K* ATPase, transportando ions H* para o lumen dos
canaliculos e ions K* para o interior da célula (BERRIDGE, 2014, OKAMOTO et al,
2018).

A histamina é um dos secretagogos gastricos e sua produgao ocorre nas ECLs,
sendo responsavel por maior parte da secregédo acida gastrica. A histamina liga-se
ao receptor de histamina tipo 2 (H2) localizado na membrana das células parietais,
ativando-o. Este receptor € do tipo metabotrépico e acoplado a proteina Gs, que, apds
ativada, dissocia-se em a-GTP ligado e dimero By. A subunidade a-GTP ligado
estimula a enzima ciclase de adenil (AC) a ciclisar o monofosfato de adenosina (AMP),
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formando o 3’5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMP.), iniciando uma cascata de
sinalizac&o dependente de AMP. (BERRIDGE, 2014).

O aumento de AMP; intracelular ativa a proteina cinase | dependente de AMP.
(PKA), fosforila varios alvos proteicos que desencadeiam rearranjos da membrana e
do citoesqueleto dentro da célula parietal, promovendo mudancas conformacionais e
morfolégicas com aumento da condutividade elétrica por meio do epitélio gastrico
(aumento da quantidade de canais idnicos funcionais). Algumas proteinas alvos da
PKA foram identificadas, como a proteina ligante de membrana citoesquelética
(anteriormente a ezerina), a parchorin (transporte de Cl- e agua), Lasp-1, coronina e
CSPP-28, todas fosfoproteinas associadas a atividade secretéria (NISHIZAWA et al.,
2000; MIZUKAWA et al., 2002; CHOU et al., 2016; OKAMOTO et al., 2018).

Duas destas proteinas fosforiladas (ezerina e Lasp-1) funcionam na
remodelagdo da actina. A Lasp-1 é uma proteina adaptadora e foi identificada em
células parietais como uma fosfoproteina de ligagéo a actina que esta relacionada a
ativagao de secregao acida mediada por AMP. (BERRIDGE, 2014; SCHUBERT, 2015;
SCHUBERT, 2016). A ezerina (proteina de ligagdo a actina) esta localizada na
membrana apical das células parietais e ao ser fosforilada pela PKA, induz um
desdobramento conformacional que permite que a sintaxina 3 se ligue ao seu N
terminal, a quebra dessa ligagao inibe o acoplamento da H*/K* ATPase a membrana
apical com diminuigdo da secrecao acida (SCHUBERT, 2015; SCHUBERT 2016). A
parchorin, uma vez fosforilada pela PKA, transloca-se para a membrana apical, onde
ativa diretamente a bomba de prétons e modula positivamente sua atividade (Figura
4) (BERRIDGE, 2014).

Outros fatores também influenciam na secrecdo do acido cloridrico, como a
grelina (expressa em células semelhantes X/A ou células Gr) e motilina que aumentam
a liberag&o do peptideo histamina (SCHUBERT, 2015; SCHUBERT 2016).

O gas sulfidrico (sulfeto de hidrogénio - H>S) é sintetizado pela agdo de duas
proteases que sao expressas na mucosa gastrica e em células parietais, a cistatina f3-
sintase e cistatina g-liase. O mecanismo pelo qual o H>S estimula a secregao ainda
nao foi desvendado, porém estima-se que sua acido é diretamente no interior das
células parietais (SCHUBERT, 2015; SCHUBERT 2016).
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Figura 4: Mecanismos de secrecado acida gastrica
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(Fonte: adaptada de BERRIDGE, 2014).
SStR2- receptor de somatostatina tipo 2; Gi-Proteina G inibitoria; Gs-Proteina G estimulatoéria;
AC ciclase de adenilil; Gg-Proteina Gqg ou proteina 11; PLC-fosfolipase C; Ms-receptor
muscarinico tipo 3; CCKg-Receptor de colecistocinina tipo B; PKA-proteina quinase A; ER-
reticulo endoplasmatico; CSPP-28-Fosfoproteina sensivel a concentragdo de Ca?*; CO; -
diéxido de carbono; ATP-trifosfato de adenosina; H*- ion hidrogénio; HCO3 ion bicarbonato;
CI- ion cloreto; IP3 - 1,4,5 trifosfato de inositol; AMP.-monofosfato ciclico de adenosina; Ca?*
ion calcio; PKC- proteina quinase C; H*/K*- ATPase-bomba de prétons; HCI - acido cloridrico.

A bomba de prétons € formada por duas subunidades, a a que realiza as
funcdes cataliticas e de transporte da enzima e a 3 que € extremamente glicosilada e
protege a enzima da degradagao sendo necessaria para o deslocamento da enzima
entre o citoplasma e a membrana da célula parietal (SCHUBERT,2016).

A bomba de proétons quando ativada, transporta ions H* para o lumen dos
canaliculos em troca de K*. A saida de H* promove o efluxo de ions Cl- e agua
simultaneamente. O suprimento de H* é fornecido pela enzima anidrase carbonica
presente no citoplasma das células parietais, e catalisa a jun¢ao de didéxido de carbono
(CO2) e agua para formar H* e ion bicarbonato (HCO3~). O bicarbonato é extrudado
por meio de um trocador CI/HCO3™ presente na membrana basolateral da célula o
qual também fornece o influxo de CI~, necessario para secreg¢ao acida no canaliculo e
formagao do HCI (BERRIDGE, 2014; RANG; DALE, 2016; SCHUBERT 2016).

A regulacdo da secregdo de HCI envolve fatores neuronais paracrinos e
hormonais com acéo direta, como a acetilcolina liberada do nervo vago, e indireta por

meio do aumento da secregao de gastrina pelas células G no antro e de histamina das
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células ECL, agindo de modo paracrino nas células parietais (SCHUBERT, 2015). A
gastrina além de agir diretamente nas células secretoras, também ativa as células
ECL, enquanto que a somatostatina é liberada pelas células D localizadas no antro
gastrico, sendo ativadas pela alta acidez estomacal bem como pela gastrina
(retroalimentac&o negativa), inibindo a secreg¢ao acida. Sua agao é intermediada pelos
receptores do tipo SSTR», que sdo acoplados a proteina G inibitéria (Gi) e quando
ativados, diminuem a concentracdo intracelular de AMP., impossibilitando os eventos
necessarios para translocacédo e atividade da H'/K* ATPase (BERRIDGE, 2014;
SCHUBERT, 2015; SCUBERT, 2016; FEHER, 2017).

Outros fatores que bloqueiam a secregédo acida sdo as prostaglandinas E>
(PGE2) e prostaciclina |2 (PGl2) o qual se liga ao seu receptor EP23 nas células ECS,
acoplado a proteina Gi que inativa a via da adenilil ciclase e diminui os niveis de AMPc
(BERNE; LEVY, 2009; RANG; DALE, 2016; RIBEIRO, 2017).

2.2.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrintestinal

A mucosa gastrica €& exposta continuamente a fatores e substéncias
agressoras que desencadeia danos ao epitélio estomacal por meio de diversos
mecanismos, dentre eles 0 aumento da secreg¢ao acida péptica, diminuigcdo do fluxo
sanguineo, supressdo de prostaglandinas enddgenas, inibicdo dos fatores de
crescimento e regeneracao celular e alteracées da motilidade (BOEING et al., 2016).

O baixo pH propicia o ambiente proteolitico ideal para digestdo de proteinas
importante da dieta, porém o HCI é um dos fatores agressores da mucosa, causando
danos e perda da integridade. Entre outros fatores agressores da mucosa estdo os
habitos alimentares, tabagismo, alcoolismo, estresse, uso continuo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) ou presenca do bacilo Helicobacter pylori
(DONG; KAUNITZ, 2006; MAYER, 2007; KEMMERLY; KAUNITZ, 2014).

As lesbes na mucosa gastrica podem ser desenvolvidas por fatores
agressivos enddgenos (acido, pepsina e acidos biliares) associados a fatores
exogenos (AINEs, tabagismo, consumo de alcool e estresse emocional) que
desestabilizam a integridade da mucosa e inibem a producao de fatores protetores,
como o0 muco, o bicarbonato e as prostaglandinas (JURGENS et al., 2012;
TARNAWSKI et al., 2012; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; RIBEIRO, 2017).
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Os fatores de protegdo gastrica agem em diferentes niveis, como na camada
de muco, epitélio da superficie da mucosa e mais profundamente, na vasculatura da
mucosa, o0 que mantém sua integridade estrutural e funcional (KEMMERLY; KAUNITZ,
2014; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; RIBEIRO, 2017).

Os processos de hemostasia e os mecanismos de defesa do epitélio
estomacal envolvem sistemas locais e neuro-humorais que compreendem os fatores:
pré-epiteliais, epiteliais, sub-epiteliais ou endoteliais (TARNAWSKI et al., 2013;
QUINTANA-HAYASHI et al., 2018).

A primeira linha de defesa da mucosa gastrica compreende os fatores preé-
epiteliais como o muco, fosfolipidios de membrana e HCI) (QUINTANA-HAYASHI et
al., 2018). Os fatores epiteliais representam a segunda linha de defesa e
compreendem as células epiteliais, os fatores de crescimento e renovacgao celular. Os
fatores sub-epiteliais compreendem a inervagdo sensorial, o fluxo sanguineo, os
fatores reconstrutivos do epitélio e os reguladores da barreira gastrica como
prostaglandinas (PGE2) e prostacicllinas, 6xido nitrico (NO) e o sistema antioxidante
e imunorregulatorios, demonstrado na figura 5 (LAINE et al., 2008; TARNAWSKI et
al., 2012; TARNAWSKI et al., 2013; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; RIBEIRO, 2017).

2.2.2.1 Defesa pré-epitelial

A primeira barreira fisica no lumen gastrico € formada pelo muco/bicarbonato,
monocamada de fosfolipidios sufactantes localizado na superficie das células
epiteliais gastricas. O muco é um gel viscoso, translucido e aderente formado por 95%
de agua e o restante é composto por mucina, fosfolipidios, glicoproteinas (mucina),
acidos nucleicos e bicarbonato, apresenta uma espessura estre 200-300 uym. A
camada de muco mantem um microambiente neutro com pH préximo a neutralidade
(=7) devido a retengédo de ions bicarbonato na camada de muco, o que impede a
digestéo proteolitica da pepsina (inativa em pH neutro) (LAINE et al., 2008; RIBEIRO,
2017).
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Figura 5. Mecanismos de prote¢do da mucosa gastrica
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(Fonte: adaptada de TARNAWSKI et al., 2012; TARNAWSKI et al., 2013; YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015).

1. A camada mucosa é composta por: Mucina, fosfolipidios, bicarbonato e nao-bicarbonato,
formando a primeira linha de defesa, a barreira pré-epitelial. 2. Superficie de células epiteliais
que sao capazes de secretar muco e estao interligadas por jungdes gap formando uma
barreira impermeavel ao acido e a pepsina, formando a segunda barreira de defesa da
mucosa gastrica. 3. Células progenitoras da mucosa. 4. Porgao alcalina formada pela
secrecdo de muco pela membrana basolateral das células parietais gastricas, durante a
secregao. 5. O fluxo sanguineo proporciona oxigénio e nutrientes, formando uma barreira
endotelial e gera vasodilatadores, como o 6xido nitrico e prostaciclinas. 6. Nervos sensoriais
da mucosa detectam o acido mucosal e estimulam a secrecédo de bicarbonato/muco. 7. As
prostaglandinas estimulam a secrecdo de muco e inibem a secre¢cdo acida, otimizando
mecanismos defensivos.

As mucinas constituem uma familia oligomérica de glicoproteinas glicosiladas
de alto peso molecular com ligagdo de 105 monémeros entre si por meio de pontes
dissulfetos localizados em residuos de cisteinas (40 MDa) e consistem de um nucleo
proteico com regides ricas em serina (BANSIL; TURNER, 2006; QUINTANA-
HAYASHI et al., 2018). As mucinas possuem papel importante na diferenciagéao e
renovacao do epitélio, modulacdo da adesdo celular, resposta imune, sinalizagao
celular, apoptose e modulagdo de secregao de células especializadas (secretoras de
muco) (CORFIELD, 2015; MATSE et al., 2017).
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As mucinas podem ser divididas em dois tipos principais: as mucinas
secretoras e as transmembranares. As mucinas secretoras auxiliam no processo de
secreg¢ao de muco, enquanto que as mucinas transmembranares além do componente
secretor possuem um fator de transcricdo intracelular respondendo a estimulos
externos e ades3o celular (SHEEHAN et al., 2000; BANSIL; TURNER, 2006; LINDEN
et al., 2008; QUINTANA-HAYASHI et al., 2018). Deste modo, ambas as mucinas
promovem a integridade da camada de muco, conferindo protegdo aos agentes
externos (MATSE et al., 2017).

A principal mucina da superficie celular € mucina-1 (MUC1) e as principais
mucinas secretoras sao as mucinas MUC2, MUC5AC e MUC6. A MUC1 esta presente
por todo epitélio gastrico e a MUCS5AC e a MUCG6 s&o as principais mucinas
formadoras de gel localizadas na superficie e na regiao glandular, respectivamente,
sendo produzidas e secretadas pelas células mucosas dos tecidos glandulares e
células epiteliais especializadas (caliciformes). A MUC5AC é secretada pelas células
superficiais da mucosa gastrica, em resposta aos peptideos gastrina ou histamina. As
mucinas MUCG6 sao secretadas pelas células secretoras de muco (células
caliciformes) e formam a segunda camada de mucina, protegendo o epitélio da agéo
lesiva do acido cloridrico, das pepsinas, alcool, Helicobacter pylori e suas toxinas
(SINGH; HOLLINGSWORTH, 2006; HATTRUP; GENDLER, 2008; KEMMERLY;
KAUNITZ, 2014; QUINTANA-HAYASHI et al., 2018).

O muco é secretado em todo o trato gastrintestinal desde o estémago até o
célon e sua secregdo € estimulada por horménios gastrintestinais, incluindo gastrina
e secretina, bem como Prostaglandina E2 (PGE:) e agentes colinérgicos. Espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo capturadas pelas glicoproteinas presentes no muco,
conferindo-o atividade antioxidante frente a agao deletéria de agentes citotoxicos
(etanol, AINEs dentre outros) (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015; RIBEIRO, 2017).

No estdbmago a secrec¢do do ion bicarbonato (HCOz3") é mediado por varios
tipos de prostaglandina E sintase, principalmente a PGES-1 ligada a membrana da
célula parietal. Esta enzima catalisa a conversao de PGH2 em PGE> que aumenta os
niveis de AMPc e calcio no interior da célula, intensificando o influxo de HCO3™ para o
meio intracelular por meio da ativacdo do co-transportador de sodio-bicarbonato
(Na+/HCO3-), localizado na membrana basa da célula parietal (SCHUBERT 2016;
LEWIS et al., 2017).
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No estbmago, as prostaglandinas ligam-se aos seus receptores EPq,
estimulando a secre¢ao de bicarbonato. Outros fatores como o acido luminal, o fator
liberador de corticotrofina (CRF), a melatonina, a uroguanilina e a orexina A também
estimulam a secregcdo de HCO3 (LAINE et al., 2008; LEWIS et al., 2017; WILSON,;
STEVENSON, 2019). Esse ion é secretado para o lumen gastrico pelo transportador
cloreto-bicarbonato (simporte) e difunde-se na camada de muco. Esse processo
também pode ser estimulado pelo acido luminal, o fator de liberagao de corticotropina
(CRF), melatonina, uroguanilina, orexina A e Prostaciclinas (YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).

Os fosfolipidios formam uma pelicula na superficie luminal com caracteristicas
hidrofébicas fortes, impedindo o influxo de ions H* (LAINE et al., 2008; RIBEIRO,
2017). A porgao polar fica em contato com o muco, enquanto que a parte hidrofobica
fica no lumen gastrico impedindo a retrodifusdo dos ions H* em diregdo a mucosa e
promovendo sua defesa (HAM et al., 2012; MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

O acido cloridrico mesmo sendo um agente lesivo da mucosa gastrica
também promove efeitos benéficos uma vez que inativar e impede o crescimento de
patogenos (bactérias, fungos e parasitas) inativando suas toxinas que possam ser
ingeridas pela agua e pelos alimentos, além de ser fundamental na digestédo de
proteinas, na absor¢do de calcio, ferro e vitamina B12 (SCHUBERT, 2015;
SCHUBERT 2016; SCHUBERT 2017).

2.2.2.2 Defesa epitelial

A segunda linha de defesa gastrica é formada pela camada continua de
células epiteliais superficiais ligadas por meio das “gap junctions” que proporcionam
uma barreira resistente e esta em constante renovacao pela proliferacao de células
progenitoras permitindo a restituicao do epitélio gastrico (DAURE et al., 2016).

Sao0 responsaveis pela secregdao de muco e bicarbonato, sintese das
prostaglandinas, peptideos antimicrobianos (B-defensinas e catelicidinas), proteinas
de choque térmico (HSP) e peptideos da familia do fator trefoil (TFFs) (LAINE et al.,
2008; TARNAWSKI et al., 2012; TARNAWSKI et al., 2013; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).
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As HSPs sao polipeptideos produzidos pelas células epiteliais que interagem
com proteinas desnaturadas devido ao estresse oxidativo, como: pH acido,
temperatura elevada e presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DAURE et
al., 2016). Elas previnem a desnaturagédo proteica intracelular, reduzem apoptose,
producéo de citocinas pro-inflamatdrias (IFN-y, TNF-a) e infiltragdo de leucdcitos, bem
como aumentam a producdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) (LEUNG et al.,
2015; WU et al., 2016; LEITE et al., 2016; CHEBOTAREVA et al., 2017).

Os peptideos catidnicos, B-defensinas e catelicidinas, fazem parte da
imunidade inata da superficie da mucosa, defendendo contra colonizagao bacteriana
e diminuindo o tempo de cicatrizagdo na ulcera (LAINE et al., 2008; YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015).

As defensinas sédo peptideos antimicrobianos de carga positiva com grande
quantidade de arginina em sua composigao e sdo secretados pelas células imunes
(mondcitos, neutrdfilos) e pelas células epiteliais (gastrintestinais, pulmonares,
urogenitais, pele e placenta) (DIXON et al., 2016; PERO et al., 2017). Sao divididas
em trés subfamilias: a, B, 6-defensinas.

As B-defensinas humanas (HBDs) s&o constiuidas por peptideos com cerca
de 35 residuos de aminoacidos, incluindo seis residuos de cisteina com trés pontes
dissulfeto (YANAGI et al., 2005), sua expressdo é majoritariamente em tecidos
epiteliais, formando a segunda linha de defesa e possuem duas atividades principais:
antimicrobiana e quimiotatica (COLAVITA t al., 2015; CHEN et al., 2016; PERO et al.,
2017).

A catelicidina € uma familia de peptideos antimicrobianos com acgao efetora
na imunidade inata, modulacéo da resposta inflamatoria local e ativagdo da imunidade
adaptativa. Esses peptideos sao sintetizados na forma precursora com um dominio
C-terminal estruturalmente variado, sendo essa a regido biologicamente ativa. A
catelicidina humana (LL-37) é expressa ao longo do TGI. No estbmago sadio &
produzida pelas células da superficie epitelial, células principais e parietais e também
esta presente na secregao gastrica (ZHANG et al., 2016; SHEN; XIAO, 2018). Em um
individuo com Helicobacter pylori a expressao de LL-37 esta desregulada, sugerindo
que a catelicidina pode ter um papel importante na prevencdo da inflamacao
relacionada a bactérias bem como na carcinogénese no TGl (CUPERUS et al., 2016;
SHEN; XIAO, 2018).
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As proteinas do fator trefoil (TFF) de baixo peso molecular correspondem a
uma familia de peptideos que estdo envolvidas na estabilizagdo e viscosidade da
camada de muco (DIECKOW et al., 2016; AIHARA et al., 2017). Apresentam-se na
forma de trés pepitideos, o TFF-1, TFF-2 e TFF-3, sendo esse ultimo localizado no
TGl e secretado por epitélios mucosos com agcao na protecdo da mucosa, nos efeitos
antiapoptose, na migracgao epitelial, na interagdo com a mucina para formar a barreira
de muco e na estimulagdo da renovagao celular da mucosa apds ser lesionada
(SCHUBERT, 2015; SCHUBERT 2016).

Um dos mecanismos de defesas da mucosa gastrica considerado mais
importante é o de reconstituicao celular. A renovagao do epitélio é feita a cada 2-4
dias, onde as células gastricas lesionadas ou senescentes s&o substituidas por
células progenitoras. Essa substituicdo completa-se em torno de 3-7 dias. Varios
fatores de crescimento contribuem para a sobrevivéncia e manutencdo dessas
células. A reconstituicdo da glandula se inicia minutos apos a lesdo, com migragao de
células epiteliais para o local afetado (LAINE et al., 2008; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).

2.2.2.3 Defesa pos-epitelial

Varios fatores compdéem a defesa pos-epitelial contra lesbes como a
microcirculagdo capilar, fatores de crescimento e regeneragdo celular,
prostaglandinas, 6xido nitrico, sulfato de hidrogénio e inervagdes sensoriais presentes
nesta camada do estdbmago. Todos esses fatores protegem as células epiteliais e
endoteliais contra lesdes e previnem a agregacao de plaquetas e leucécitos (LAINE
et al., 2008; WILSON; STEVENSON, 2019).

2.2.2.3.1 Fluxo sanguineo mucoso

A rede de vasos que irriga a mucosa gastrica € bem desenvolvida e se origina
no tronco celiaco impedindo a isquemia deste 6rgdo. A grande e a pequena curvatura
contém a maioria dos vasos sanguineos, ja as artérias gastricas curtas suprem o fundo
e o corpo proximal do estémago (WILSON; STEVENSON, 2019).

O fluxo sanguineo confere protecdo a mucosa devido a maior disponibilidade

de oxigénio, nutrientes, bicarbonato, além de remover metabdlitos toxicos. Quando a
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mucosa gastrica € exposta a substéncias irritantes ou quando ocorre retrodifusdo de
ion H*, o aumento do fluxo sanguineo auxilia no processo de reparagao tecidual. As
células endoteliais dos capilares produzem substancias vasodilatadoras como o NO e
PGs que se opdem a agentes vasoconstritores a exemplo dos leucotrienos C4,
tromboxano Az (TXA2) e endotelina (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015; RIBEIRO,
2017).

2.2.2.3.2 Inervagao sensorial da mucosa

O estbmago recebe ramificagdes nervosas provindas tanto dos sistemas
nervoso simpatico e parassimpatico quanto do sistema nervoso entérico (SNE). O
SNE é o terceiro ramo do sistema nervoso autbnomo (SNA) e contém tantos neurénios
quanto a medula espinhal, podendo funcionar de forma autbnoma. Ele transmite
informagdes para o sistema simpatico por meio dos nervos esplancnico, e para o
sistema parassimpatico por meio do nervo vago (FURNESS; COSTA, 1980;
FURNESS, 2012; MEMIC et al., 2017; WILSON; STEVENSON, 2019).

Tanto a mucosa gastrica quanto os vasos adjacentes a ela s&o inervados por
grande quantidade de neurdnios sensoriais na camada submucosa, formando o plexo
submucoso. Junto com os capilares, as fibras nervosas penetram na Iamina prépria
até a base das células epiteliais superficiais, e sdo capazes de sentir o conteudo
luminal e entrada de acido na barreira mucosa, por meio de canais de acido
(CAMPBELL, 2015; FEHER, 2017). Sua ativacédo regula o tbnus das arteriolas
submucosa, influenciando diretamente no fluxo sanguineo mucoso. Além disso, a
estimulacdo desses nervos promove a liberagdo de neurotransmissores como o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina e a substancia P em torno dos terminais
nervosos dos vasos submucosais. A fungdo do gene relacionado ao peptideo €&
proteger a mucosa pela liberacdo de substéncias vasodilatadoras, como o 6xido
nitrico (NO) (HOLZER, 2006; LAINE et al., 2008; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

2.2.2.3.3 Reconstituigao do epitélio gastrico

O epitélio do TGI tem elevada taxa de renovacgao celular, processo esse
essencial para manter a integridade estrutural e funcional da mucosa, substituindo o

epitélio danificado ou senescente (FALLAH et al., 2018). A manutenc&o de células-
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tronco multipotentes, localizadas na base das criptas intestinais, controla o processo
de renovacgao celular e resulta em diferentes tipos de células funcionais. (PAUL et al.,
2004; FALLAH et al., 2018). A renovagao epitelial ocorre de 2-4 dias por meio da
substituicdo de células epiteliais lesionadas ou envelhecidas por células progenitoras
e sao controladas pela sinalizagao de fatores de crescimento, regulando a proliferagao
celular, em que logo apoés lesionada, ocorre a reepitelizagédo e reconstrugéo glandular
pela migracao (LAINE et al., 2008; TARNAWSKI et al., 2012; TARNAWSKI et al.,
2013; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Os Fatores de crescimento controlam a reepitelizacdo e reconstrucao
glandular, a exemplo do fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
de hepatocitos (HGF) e fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), assim
como fator trefoil (TFF), prostaglandinas produzidas pela ativagao ciclooxigenase-2
(Cox-2) e outras citocinas produzidas localmente pela regeneragdo de células de
maneira ordenada e integrada. Todos esses fatores estimulam a proliferacéo celular
por meio de vias de transducdo de sinais, podendo ser de modo direto ou por
transativagéo do receptor do EGF (LAINE et al., 2008; TARNAWSKI et al., 2012;
TARNAWSKI et al., 2013; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

2.2.2.3.4 Fatores moduladores da barreira gastrica

2.2.2.3.4.1 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) € um gas lipossoluvel de alta permeabilidade e
instabilidade, que atua localmente e sendo sintetizado pela enzima sintase do 6xido
nitrico (NOS). Essa enzima converte o aminoacido L-arginina e oxigénio molecular em
L-citrulina e NO (HALL; GUYTON, 2011). As enzimas sintases do 6xido nitrico (NOS)
s&o uma familia de sintases catalitica que englobam a NOS neuronal (nNOS), a NOS
endotelial (eNOS) e a NOS induzivel (iNOS) e todas sdo estimuladas pelo aumento
da concentragdo de Ca?* intracelularmente. A isoforma endotelial, eNOS, é expressa
constitutivamente nas células endoteliais, ja a isoforma iINOS, nao é constitutivamente
expressa, mas € induzida por citocinas (ZHOU et al., 2018).

O NO apresenta uma grande importancia na defesa gastroduodenal. Sua
atividade vasodilatadora estimula a formacéo de vasos sanguineos, aumenta o fluxo
sanguineo e exerce uma agao anti-inflamatéria (MA; WALLACE, 2000; KEMMERLY;
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KAUNITZ, 2012; KEMMERLY; KAUNITZ, 2014; DELLAMEA et al., 2014). Entretanto,
o NO produzido pela INOS promove a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio, além de efeitos toxicos sobre as células, ocasionando o
surgimento de ulceras pépticas (LEBDA et al., 2018).

O NO é importante na manutencdo da integridade da mucosa gastrica.
Quando produzido pelo endotélio dos vasos que irrigam a mucosa gastrica ou ainda
quando é liberado pelas terminacdes nervosas sensoriais, atua como modulador na
mucosa gastrica por aumentar o fluxo sanguineo e a angiogénese, estimular a
secrecdo de muco e bicarbonato, inibir o estresse oxidativo, diminuir a degranulagao
de mastdcitos e liberagao de citocinas por macrofagos, e reduzir a adesao neutrofilica
em células endoteliais, eliminar radicais livres com consequente diminuicdo dos
peroxidos lipidicos gastricos (VALLE, 2015; MAGIEROWSKI et al., 2015; WEI et al.,
2018).

Nos sistemas neuronal, cardiovascular, gastrointestinal e outros, o NO medeia
os seus efeitos bioldgicos pela ciclase de guanilil soluvel (GCs) e estimula a sintese
de monofosfato de guanosina (GMPc) (IGNARRO, 2002). Apés sua produgdo, o NO
difunde-se da célula endotelial para a célula muscular, sendo um potente estimulador
da enzima ciclase de guanilil soluvel (GCs). A GCs é um receptor heterodimérico de
NO e tem duas subunidades, a e 3 com quatro isoformas (a1, a2, B1 e B2). Destas, dois
heterodimeros a4/B1 e a2/f1 sao ativados pelo NO a converter trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMP¢). O aumento de GMP. intracelular
ativa a proteina quinase dependente de GMP. (PKG), fosfodiesterases reguladas por
GMP., bem como canais iénicos, incluindo sadio, calcio controlado por voltagem (Cay),
potassio ativado por calcio (Kca) e potassio sensivel a ATP(Katp), canais controlados
por nucleotideo ciclico. Esses eventos resultam em diminuigdo da concentragao de
Ca?* na célula muscular, diminuigédo da funcionalidade da maquina contratil, regulagéo
do ténus e motilidade do musculo liso vascular e consequente relaxamento do vaso,
além de atuar na regulacdo da apoptose, remodelagcdo e angiogénese (NOTT;
RICCIO, 2009; HALL; GUYTON, 2011; GULATI et al., 2017; VEERAPPAN et al.,
2017).
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2.2.2.3.4.2 Canais para ions potassio sensiveis ao ATP (Karp)

Os canais para ions potassio sensiveis ao ATP (Katp) s&0 macromoléculas
transmembranas estruturais formadas por proteinas hetero-octamérica, formado por
4 subunidades retificadas interna (Kir) e 4 subunidades de receptor de sulfoniluréias
(SUR) com peso molecular de 880 kDa (LI et al., 2017) e possuem uma sequéncia
de cinco aminoacidos comum nas subunidades de toda familia de canais de K*
(treonina, valina, glicina, tirosina e glicina), conferindo-os o filtro de seletividade
apenas para ions K* (JENKINSON, 2006; BONFANTI et al., 2015; CURRO, 2016;
CRICHTON, 2019).

A sinalizacao via NO/GMP. pode ativar diversos alvos proteicos, dentre eles,
os diferentes tipos de canais de K*, em especial os Karp estdo envolvidos nos
mecanismos de defesa gastrica (PESKAR et al.,, 2002; GOMES et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2008; BONFANTI et al., 2015).

A abertura dos Katp ocorre em funcédo de varios estimulos, dentre eles o
aumento citosdlico dos niveis de calcio que promove o efluxo de K* com
hiperpolarizagdo da membrana que reduz a excitabilidade celular, resultando em
relaxamento da célula muscular lisa (CURRO, 2016). Os neurotransmissores
excitatorios acetilcolina e substancia P bloqueiam os Katp, entretanto a sinalizacéo de
outros neurotransmissores como o NO e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) podem ativa-los no musculo liso do TGI (NA et al., 2017).

O NO ativa a ciclase de guanilil soluvel (sGC) que aumenta os niveis de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e consequentemente ativa os canais Katp,
favorecendo um efeito gastroprotetor por ativagéo da via NO/GMPc/Katp pelo aumento
da microcirculagdo gastrica da expressao de superdxido e pela inibicdo da ativagao
de neutrofilos (TRISTE et al., 2014; ROZZA et al., 2014; ARUNACHALAM et al., 2017).

Os Katp também podem ser inibidos pelo aumento da concentragao
intracelular de ATP e ativados pelo nucleotideo disfosfato de adenosina (ADP) ligado
ao ion Mg?* (IPAVEC et al., 2011; CURRO, 2016).
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2.2.2.3.4.3 Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) s&o autacoides lipidicos biossintetizadas a partir do
acido araquidénico (AA), um acido graxo insaturado de 20 carbonos, pela enzima
ciclooxigenase (COX). Essa enzima localiza-se por todo o TGlI, sintetizando PGs e
provocando diversas agdes, tais como, controle da secrecio acida, secrecdo de muco
e bicarbonato, fluxo sanguineo nas mucosas e manutencéao da integridade da mucosa
(MILLER, 1983; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; TAKEUCHI; AMAGASE; 2017).

Os prostanoides, assim denominados prostaglandinas e tromboxano A:
(TXA2), sdo formados quando o AA é liberado da membrana plasmatica por
fosfolipases (PLAs). A via biossintética das PGs inicia-se pela ativagdo da fosfolipase
Az (PLA2) clivando o AA da membrana plasmatica da célula, sendo convertido
inicialmente em prostaglandinas intermediarias pelas isoformas da ciclooxigenase 1 e
2 (COX-1 e COX-2). As principais prostaglandinas bioativas sdo: prostaglandina E>
(PGEy>), prostaciclina (PGl2), prostaglandina D> (PGD2) e prostaglandina Faq (PGF24)
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; BERRIDGE, 2014). Sua produgao é distribuida por
todo o corpo de acordo com os diferentes estimulos produzidos pelas células, atuando
como mediadores lipidicos autdcrinos e paracrinos para manter a homeostase local
no corpo (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; KE et al., 2017).

As prostaglandinas (PGs) tém importancia fundamental na inflamacéao,
elevando sua atividade no tecido inflamado e sendo responsaveis pelos principais
sintomas da inflamagdo aguda, como rubor, inchago, dor e calor (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011).

A mucosa gastrica apresenta uma fonte continua de producédo de PGs, as
quais tém como fungdo proteger a mucosa gastrica contra a formacgédo de lesdes,
aumentar o fluxo sanguineo da mucosa, estimular a secre¢gdo de muco e bicarbonato
e inibir a secregéo acida gastrica (TAKEUCHI; AMAGASE; 2017).

As ciclooxigenases apresentam sob duas isoformas de COX: a COX-1
constitutiva e a COX-2 induzida (KE et al., 2017).

A COX-1 é expressa na maioria das células e sua principal fungao é garantir
a homeostase, como citoprotecéo epitelial gastrica (PGE2 e PGI2). Ja a COX-2 é
induzida por estimulos inflamatérios, hormonais e fatores de crescimento. Contudo a

homeostase dos prostanoides é mantida pela agdo conjunta e balanceada das duas
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isoformas, regulando a sua produgédo, segundo a necessidade do organismo (LAINE
et al., 2008; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; TAKEUCHI; AMAGASE; 2017).

A subfamilia de receptores de prostanoides € composta por oito membros: os
subtipos EP1 (receptor prostanoide E), EP2, EP3 e EP4 do receptor PGE, receptor
PGD (DP1), receptor PGF (FP), receptor PGl (IP) e TX receptor (TP) (BIRUKOVA et
al., 2015). Esses receptores s&o acoplados a varias vias de sinalizag¢ao intracelular, O
EP2, EP4, IP e DP1 ativam a ciclse de adenilil (AC) via Gs, aumentando os niveis
intracelulares de AMPc. O EP+ e FP ativam o metabolismo do fosfatidilinositol (PI1P2)
via Gq, levando a formacéo de trifosfato de inositol (IP3) e translocagdo de Ca?* das
suas reservas intraceulares. As isoformas do EP3; podem se acoplar via Gi ou G12 com
aumento de Ca?* intracelular, inibigdo da geragdo de AMPc e ativagdo da proteina G
pequena Rho (HATAE et al., 2002). No entanto, os efeitos dos prostanoides nestas
vias de sinalizacao acopladas a proteina G podem mudar em fungao da concentragao
ou estrutura do ligante (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; BIRUKOVA et al., 2015;
TAKEUCHI; AMAGASE; 2017).

Estudos conduzidos por Robert e colaboradores (1979) demonstraram, de
modo inédito, a agcdo de PGs, especificamente a prostaglandina E2, como agente
protetor da mucosa gastrintestinal frente aos agentes necrotizantes, estresse e
AINES, e atribuiu a essas agcdes o aumento de fatores de citoprotegdo (ROBERT et
al., 1979; TAKEUCHI; AMAGASE; 2017).

Os antiiflamatérios nédo esteroidais (AINEs) inibem a COX, sendo uma das
causas mais comum de doengas no TGI por diminuir a sintese de prostaglandinas
responsaveis pela citoprotecdo gastrica e consequente diminuigdo da secregao de
muco e do fluxo sanguineo (STEWART; ACKROYD, 2011). Os AINEs inibem
competitivamente o sitio ativo das isoformas da COX em apenas um mondmero do
dimero da COX, sendo suficiente para bloquear a producdo de prostanoides
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; KE et al., 2017).

2.2.2.3.4.4 Sistemas antioxidantes

O Sistema antioxidante € um conjunto de moléculas e enzimas que reagem
com espécies reativas de oxigénio (EROs) e inativa-as para prevenir o estresse
oxidativo (GOUGH; COTTE, 2011). As espécies reativas de oxigénio sao formadas
em sua maioria pelo metabolismo mitocondrial e outras organelas como os
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peroxissomos e o reticulo endoplasmatico por meio do complexo de respiragao celular
em que sao produzidas altas taxas de ATP, oxidacdo de acidos graxos e
desintoxicacdo de processos xenobioticos, respectivamentes (MURPHY, 2009;
SARANGARAJAN et al., 2017). As EROs englobam ions e perdéxidos de oxigénio
reativos que causam danos, em altas concentragcdes, a biomoléculas como DNA,
acido ribonucléioco (RNA), proteinas e lipidios, que podem levar ao desequilibrio
homeostasico (SARANGARAJAN et al., 2017).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante que pode ser
enzimatico e nado enzimatico. O sistema de defesa enzimatico € composto por
proteases que formam a primeira linha de defesa contra o anion superdxido e o
peroxido de hidrogénio, como: a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST) (KIVRAK et al., 2017;
SARANGARAJAN et al., 2017).

O sistema antioxidante n&o enzimatico corresponde a segunda linha de
defesa e pode ser de produgédo endoégena ou exdgena, com destaque para a glutationa
reduzida (GSH), tioredoxinas, acido urico e bilirrubina que s&o antioxidantes
endogenos e acido ascorbico, tocoferois, vitaminas E e C,carotenodides, compostos
fendlicos que sao antioxidantes exdogenos (MURPHY, 2009; GOUGH; COTTE, 2011;
CALCABRINI et al., 2016; KIVRAK et al., 2017; SARANGARAJAN et al., 2017).

O sistema antioxidante pode agir pelo mecanismo de ruptura da cadeia (no
qual o antioxidante primario libera um elétron para o radical livre encontrado nos
sistemas) pela eliminagdo dos iniciadores de espécies de EROS/nitrogénio reativo
(antioxidantes secundarios) e pela supressao de catalisadores de iniciagado de cadeia.
Os antioxidantes também podem afetar os sistemas bioldgicos pela liberagdo de
elétrons, quelagdo de ions metalicos, co-antioxidantes ou pela manutencdo da
expressao de genes (KIVRAK et al., 2017).

A reagdo espontanea de superoxido (O%) com oxido nitrico (NO) produz
peroxinitrito (ONOO"). A enzima NADPH oxidases (NOX) e as mitocondrias sdo fontes
potenciais de superoxido, deste modo, o éxido nitrico € gerado por 6xido nitrico
sintases (NOS) e o peroxido de hidrogénio pode ser formado diretamente por varias
oxidases. Os mecanismos de defesa antioxidante celular incluem enzimas para o
metabolismo rapido de EROs (Espécies reativas de oxigénio), proteinas de ligagao

para metais de transicdo (ex. Ferritina) e antioxidantes de quebra de cadeia (ex.
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Vitamina E) para prevenir a peroxidagao lipidica (LPO). O superoxido pode ser
metabolizado pela superdxido dismutase-1 (Cu/Zn-SOD) e dismutase-2 (Mn-SOD), ja
o peroxinitrito pode ser eliminado pela glutationa (GSH) e o peroxido de hidrogénio é
reduzido pela glutationa peroxidase1 (GPx1) ou pela catalase (CAT) como mostrado
na figura 6 (JAESCHKE; RAMACHANDRAN, 2018).

Figura 6: Representacéo do sistema de defesa antioxidante celular
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(Fonte: adaptada de JAESCHKE; RAMACHANDRAN, 2018).
As espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas por redugdes de um elétron de oxigénio
molecular (30y).

2.2.2.3.4.5 Grupamentos sulfidrilas

Os grupamentos sulfidrilicos (-SHs) s&o formados por grupos quimicos
denominados tidis que contém um atomo de enxofre ligados a hidrogénio existentes
em proteinas, formando uma ligagdo covalente ndo-polar devido a sua pequena
diferenca de eletronegatividade. Os grupamentos sulfidrilicos protegem as células das
superficie da mucosa gastrica por meio de pontes de dissulfeto entre suas
subunidades, promovendo a formacdo de uma barreira de muco-bicarbonato e

favorecendo a integridade das células epiteliais, sobretudo quando as espécies
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reativas de oxigénio estdo envolvidas na formagdo dos danos teciduais
(RADOVANOVIC et al., 2015; PARRA et al., 2015; OCHMANN, 2017).

Os grupamentos sulfidrilicos tem a capacidade de diminuir a formagao de
espécies reativas de oxigénio, desse grupo se destacam a glutationa redutase (GSH),
peroxidase (GPx) e Tranferase (GSTS). A GSH é considerada um excelente
nucledfilo, devido a sua capacidade de doar elétrons a outros compostos, o que a
torna um bom redutor (HUBER; ALMEIDA, 2008). A diminuigdo da disponibilidade
deste antioxidante ndo enzimatico agrava o estresse oxidativo e resulta no aumento
das lesbes a mucosa gastrica e as concentragdes de grupos SH servem como
marcadores de oxidagao proteica (LABONNE et al.,2009; RADOVANOVIC et al.,
2015).

Os grupamentos sulfidrilas de uma forma geral desempenham um papel
importante na protegdo da mucosa gastrica, a glutationa protege a integridade e a
permeabilidade da membrana celular e pode atuar como antioxidante sequestrador
de radicais livres, na manutengéo da fung&o imunoldgica, na regulagcédo da sintese e
degradacéao de proteinas e na manutengao da estrutura proteica (PARRA et al., 2015;
OCHMANN, 2017).

2.2.2.3.4.6 Citocinas

As citocinas sao proteinas soluveis de baixo peso molecular (6 a 70 kDa) e
produzidas por diferentes células do sistema imunoldgico, que atuam como moléculas
sinalizadoras pelas vias autdcrina, paracrina e endocrina em 6rgaos e em tecidos
inflamados (GUO et al., 2017).

As citocinas sdo mediadores para a manutencdo da homeostase da mucosa
intestinal e efetivas durante doengas inflamatérias no TGl (BAMIAS et al., 2014;
BAMIAS; COMINELLI, 2016) além de desenvolver importantes agées no controle e
funcdo de varias células imunes e ndo imunes, tais como a regulagao imunolodgica, a
patogénese e a modulagdo de doencas mediadas pelo sistema imune (VILCEK, 2003;
O’'SHEA et al., 2019).

As citocinas podem ser classificadas de acordo com seus receptores em
receptores da citocina do tipo | (familia da hematopoietina) e tipo Il (familia do
interferon), receptores da familia do fator de necrose tumoral (TNF), receptor da
interleucina 1 (IL-1), receptores Toll-like relacionados (TLRs), receptores de IL-17,
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receptor de tirosina-cinases e receptor serina-quinases do fator de crescimento
transformante-p (TGF-B) (VILCEK, 2003; O’'SHEA et al., 2019).

Com a ligacao da citocina ao seu respectivo receptor, ocorre transdugao de
sinal por segundo mensageiros promovendo ativagcado de fatores de transcricdo ou
atuando sobre as células do sistema imunoldgico quanto a regulagdo do tipo e grau
de inflamagao (WOOQOD et al., 2016; DONETTI et al., 2016). Essa sinalizagdo pode
gerar respostas pro-inflamatorias (IL-1 B, IL-2, IL-6, IL-7 e TNF) e respostas anti-
inflamatorias (IL-10, IL-11, e IL-13), modulando a resposta inflamatoria (BLUNDELL,
et al., 2015; BOCKERSTETT; DIPAOLO, 2017)

Na ulcera gastrica as principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas séo:
TNF-a, IL-18 e IL-6 (YUN et al., 2017). Estao relacionadas principalmente na resposta
a fase aguda da inflamac&o, sendo caracteristico o infiltrado de neutrofilos na mucosa
gastrica com liberacdo de EROs, causando lesbes na mucosa, além de aumento de
moléculas de adesdo em células endoteliais e leucocitos (EAMLAMNAM et al, 2006;
BLUNDELL, et al., 2015; ALMASAUDI et al., 2017).

A IL-1 compreende uma familia de 11 citocinas de relevante resposta imune
da mucosa gastrica frente a patdégenos. Dois membros dessa familia, a IL-13 e a IL-
18 tem a capacidade de recrutar células imunes inatas, promover respostas imunes
adaptativas diretas e modular a homeostase tecidual (TU et al., 2008; LOPETUSO et
al., 2013). A IL-1B esta associada a um alto grau de inflamagé&o da mucosa gastrica,
atuando por meio de retroalimentagdo positiva para induzir a expressao de IL-8
(citocina envolvida na regulagdo de NFkB). A IL-8 favorece o recrutamento, influxo e
ativagdo de neutrofilos na mucosa gastrica com produgdo massiva de EROs e
potencializacdo da via de sinalizagdo do NF-kB (WATANABE et al., 1997; TRAN et
al., 2017).

A IL-6 estimula o surgimento de tumores na regido gastrica devido a
capacidade de ativar a sinalizagdo da via STAT3 (controla proliferacédo e
sobrevivéncia), um impulsionador da tumorigénese associada a inflamagéo. Ela se
liga aos receptores gp130, que regula diretamente as altera¢des das células epiteliais
gastricas associadas ao cancer e seus niveis elevados ativam neutrofilos, mondcitos
e linfécitos durante eventos inflamatorio na fase aguda com aumento de secrecéo de

enzimas lisossdbmicas e metabalitos toxicos que ajudam na manutengao e severidade
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das ulceras pépticas (JUDD et al., 2006; ERNST et al., 2008; BOCKERSTETT;
DIPAOLO, 2017).

O TNF-a pode estimular a expressao de ICAM-1, uma molécula de adeséao de
leucécitos ao endotélio promovendo a diapedese para locais inflamados em células
endoteliais vasculares (NIU et al., 2016). Também apresenta a capacidade de
estimular a expressdo de LFA-1, uma molécula de adesdo em leucdcitos
(EAMLAMNAM et al, 2006). Aléem de causar aumento de permeabilidade e edema
vascular, o TNF-a, desencadeia também a expressdo da COX-2, potencializando
efeitos inflamatorios (PAWLIK et al., 2016).

A IL-10 é secretada por mondcitos, macrofagos, células do perfil Th1, Th2,
Treg e linfocitos B e sua produgdo aumenta apos o inicio da inflamagao, reduzindo a
inflamacé&o gastrica por meio da inibi¢do da retroalimentagdo do TNF-a por mondcitos
e macréfagos com consequente diminuicdo das inflamagbes do tecido gastrico
(EAMLAMNAM et al, 2006; NIU et al., 2016).

As PGs, particularmente a PGE2, protegem a mucosa gastrica de varios
agentes irritantes por meio de mecanismos que aumentam a produ¢ado de muco e
fluxo sanguineo nas mucosas, além de inibir a producdo do TNF-a e IL-138 por
macrofagos e inibir a adesao e quimiotaxia de neutrofilos (EAMLAMNAM et al, 2006;
WANG et al., 2018).

2.2.2.3.5 Fatores agressores da mucosa gastrica

2.2.2.3.5.1 Etanol

O etanol é um dos principais agentes agressores exdgenos da mucosa
gastrica, age de maneira local e sistémica, promovendo instabilidade em todo sistema
defensivo da mucosa gastrica (LI et al., 2000; BOUTEMINE et al., 2018). As les6es
induzidas pelo etanol estdo intimamente ligadas a infiltragdo de mastécitos na mucosa
gastrica que, sob estimulo de interleucinas proé-inflamatérias, sdo degranulados e
liberam substancias quimiotaxicas responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos que,
por sua vez, liberam EROs do seu interior para a mucosa ja lesionada. O acumulo de
EROs causam estresse oxidativo nos componentes celulares, desestabilizagdo da
camada de muco e ions bicarbonato, degranulagdo de mastocitos, diminuigdo da
sintese e secregdo de prostaglandinas citoprotetoras (PGE2 e PGI) e induz alteragdes
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na expressao de interleucinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B8) que resulta em
apoptose das células epiteliais gastricas (BOEING et al., 2016; YUN et al., 2017; HUI;
FANGYU, 2017).

O etanol provoca isquemia nos pequenos vasos da mucosa gastrica
promovendo o estresse oxidativo que, juntamente com a redugdo dos niveis do
sistema antioxidante endogeno (glutationa, superdxido dismutase e catalase),
aumenta a peroxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados gerando aldeidos
altamente reativos, como o 4-hidroxinonenal (HNE) e principalmente o malondialdeido
(MDA) (LI et al., 2015; BOUTEMINE et al., 2018).

O etanol difunde-se pela camada de fosfolipidios € muco da mucosa gastrica
desestabilizando-a com consequente retrodifusdo dos H*, diminui¢cdo de produgao e
secrecdo de muco, bicarbonato e fluxo sanguineo gastrico, resultando na formagéao
de ulceras gastricas graves com presenga de infiltragdo celular, hemorragia sub-
epitelial e edema na camada submucosa (BOEING et al., 2016; BOUTEMINE et al.,
2018; DA SILVA et al., 2018).

O etanol também age de modo sistémico, penetrando rapidamente na mucosa
gastrica e na corrente sanguinea é convertido a acetaldeido pela enzima alcool
desidrogenase, diminuindo os niveis dos sistemas antioxidantes e liberagdo de
radicais livres de hidroperdxidos e anion superoxido. Esses radicais livres causam um
aumento no estresse oxidativo nos tecidos e dos niveis de malondialdeido (MDA), um
marcador de aumento da peroxidagao lipidica. Em geral, o efeito deletério induzido
pelo etanol pode se manifestar diretamente via geragdo de metabdlitos reativos ou
indiretamente via ativagdo de outros mecanismos que finalmente desencadeiam o
dano oxidativo (ZAKARIA et al., 2016).

2.2.2.3.5.2 Anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs)

O uso continuo de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) € considerado
um importante agente causador de disturbios gastrintestinais de acordo com o tipo de
medicamento, a frequéncia de uso, a dose e fatores idiopaticos (DRINI, 2017).

Os AINEs responsaveis pela injuria gastrica podem apresentar uma agao local
ou sistémica. Em contato com o pH neutro da célula epitelial, a molécula do farmaco
se ioniza e libera metabdlitos lesivos, causando retrodifusdo de ions H+ e formacao
de lesbes superficiais agudas na mucosa do estdbmago, a perda da integridade da
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mucosa € seguida pela reagéo tecidual amplificada pelo conteudo luminal, como
acido, pepsina, alimento, bile e H. pylori (LANAS et al., 2003; LANAS; CHAN, 2017).

A inibicdo sistémica das prostaglandinas deriva da COX-1 e acarreta
diminuicdo dos niveis de PGs. Esta condicdo diminui a secrecdo de muco e
bicarbonato, inibe a proliferagcédo celular e diminui o fluxo sanguineo da mucosa, que
sd0 essenciais para a manutencgao da sua integridade (BHALA et al., 2013; LANAS;
CHAN, 2017).

Os AINES exercem sua atividade por meio bloqueio das isoformas da enzima
COX-1 e COX-2, reduzindo biossintese de prostandides pela via do acido
araquidénico (AA) e consequentemente os sintomas dos processos inflamatorios
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; DRINI, 2017; ATHAYDES et al., 2018).

A isoforma COX-1 localiza-se na maioria das células (endoteliais, epiteliais do
TGI e plaquetas), tendo sua produgéo continua, enquanto que isoforma COX-2 além
de ter agao constitutiva, também é induzida em processos inflamatérios e delimitam-
se ao local da inflamagédo (FERREIRA; MONCADA, 1971; RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011; BHATTACHARYYA et al., 2014; DRINI, 2017).

A inibicdo da COX gastrica limita a secregdao de PGs e a manutencdo da
integridade da mucosa gastrica, secregdao de muco e fluxo sanguineo da mucosa,
acarretando em maior adesdo leucocitaria ao endotélio, infiltracdo neutrofilica e
desencadeamento do estresse oxidativo (DRINI, 2017), caracterizado pela produgao
excessiva de EROs, e desbalanceamento dos niveis de antioxidantes. As EROs
promovem maior oxidagdo de DNA e proteinas assim como a peroxidagao lipidica,
que tém um efeito destruidor sobre a integridade dos tecidos biologicos, mediando a
lesdo gastrica, bem como o processo inflamatério (LEE et al., 2017; ATHAYDES et
al., 2018).

Portanto, a inibigdo da prostaglandina derivada da COX, o dano vascular e os
efeitos topicos s&o os principais mecanismos envolvidos na indugéo da ulcera pelos
AINEs (DRINI, 2017; LANAS; CHAN, 2017).
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2.2.2.3.5.3 Estresse e tabagismo

A interseccao do estilo de vida com doengas do TGI € de ampla importancia
em sua génese, uma vez que fatores psicossociais e ambientais podem promover, ou
facilitar, o surgimento dessas doengas (BHATIA; TANDON, 2005). Nessa perspectiva,
fatores emocionais (estresse) e maus habitos (tabagismo, uso continuo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais e ingesta de alcool) sdo considerados algumas das
principais causas de ulcera pépticas (DEDING ET AL., 2016. TANYELI et al., 2017).

As lesdes gastricas induzidas pelo estresse reduzem os niveis de GSH, a
sintese e secregao de prostaglandinas e de muco, elevam os niveis de peroxidagéo
lipidica no tecido gastrico e induzem liberagao de citocinas proé-inflamatorias (TNF-q,
IL-6, IL-1B) (LYLE et al., 2009), bem como o NF-kB, que é estimulado rapidamente e
de forma continua (YE et al., 2013; TANYELI et al., 2017).

Em condi¢des de estresse, o sistema simpatico adrenomedular é rapidamente
estimulado, reduzindo o fluxo sanguineo para a mucosa gastrica, o que leva a hipdxia
e isquemia local (YE et al., 2013). A condigao de hipoxia/isquemia € seguida de uma
acentuada resposta inflamatéria da mucosa gastrica, o que contribui substancialmente
para a necrose epitelial e a formagéo de erosdo hemorragica (HAMAGUCHI ET AL.,
2001; YE et al., 2013).

As Ulceras induzidas em condi¢gdes de estresse estimula a liberagcdo de
catecolaminas, cortisol e ativagdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA)
(LANDEIRA-FERNANDEZ, 2004). Apos ativacdo, o eixo HPA associa-se a
desregulagédo dos hormdnios gastricos, geragcdo de radicais livres e aumento do
estresse oxidativo na mucosa gastrica (ZHEN-BIN et al., 2006). O cortisol aumentado
regula positivamente a produgcdo de TNF-a e IL-6 pelos macrofagos (RENS et al.,
1992; ELSHAZLY et al., 2018).

A pratica do tabagismo é um dos habitos mais difundidos mundialmente e esta
relacionada as ulceras gastricas (LAZAAR et al., 2015). Estudos sugerem que a sua
fumaga modula positivamente agente agressores como a secrecéo acida gastrica e
de pepsina, além de promover efeitos pré-inflamatérios com recrutamento neutrofilico
e producdo de EROs. Entretanto sugere-se que a fumaga do cigarro aumenta a
secrecgao de acido e pepsina, radicais livres e infiltragcao de neutrdfilos e liberacado de
grelina na circulagdo (que atua estimulando a liberagdo do hormdnio gastrina e a
secrecgdo de acido gastrico) ao mesmo tempo que reduz fatores protetores como fluxo
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sanguineo, secre¢cao de muco, PGs e fatores de renovagao e cicatrizagcédo celular
(LAZAAR et al., 2015; NOBLE, 2017).

2.2.2.3.5.4 Helicobacter pylori

E uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo e esta presente em mais
de 50% da populagcdo mundial e cerca de 10% das infec¢des por H. pylori estdo
associadas a ulceras pépticas e 1 a 3% evoluem para cancer gastrico (SCHUBERT,
2017).

A vulnerabilidade ao desenvolvimento de quadros mais graves da doenga
depende da relagdo conjunta entre fatores ambientais, genéticos e bacterianos
(PEEK; CRABTREE, 2006; SCHUBERT, 2017; TRAN et al., 2017).

O bacilo H. pylori tem intrinseca atividade de urease, conferindo-o a
capacidade de catalisar a hidrélise da ureia e produzir aménia e CO», o que leva a
neutralizagdo do acido, facilitando sua sobrevivéncia nas condi¢des indspitas do
lumen gastrico (WOODS; CAREY, 2017), assim como também estimula processos
inflamatdrios em resposta a sua infec¢ao, principalmente reflexo de sobrevivéncia das
células epiteliais e produgao de citocinas pro-inflamatérias, IL-18 e IL-18, servindo
como marcadores em potencial para essa infeccédo (TU et al., 2008; HITZLER et al.,
2012 TRAN et al., 2017).

Aliado ao fator de imunomodulagéo, H. pylori também inibe a secregéo acida
gastrica por varios outros mecanismos, como por repressdo da atividade da
subunidade a-H*/K*-ATPase e da ezerina (papel de trafico de TVs contendo a bomba),
rompimento de barreira da camada de muco e bicarbonato, ruptura das jungdes
comunicantes que culminam em apoptose das células epiteliais, dano ao DNA e
proliferagdo e simultaneamente estimula produg¢do de somatostatina, com inibigao da
liberacdo de secretagogos como gastrina e histamina (SCHUBERT, 2009;
SONNENBERG, 2013; SCUBERT, 2014; SHINDLER-ITSKOVITCH et al., 2018).

Os mecanismos de sinalizagdo desse bacilo podem ser por meio dos
receptores da superficie celular ou por meio dos fatores de viruléncia soluveis, como
a citotoxina vacuolizante (VacA), citotoxina associada ao gene A (CagA) que
estimulam uma resposta inflamatoria aguda com destrui¢cao das fungdes de barreira e
ulceragdes no epitélio gastrico (SCUBERT, 2014; SHINDLER-ITSKOVITCH et al.,
2018).
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2.3 Ulceras pépticas

As Uulceras pépticas compreendem um conjunto heterogéneo de disturbios
caracterizados pela presencga de inflamacao e lesbes na mucosa, as quais sao de
origem multifatorial e complexa (Figura 7) (WOODS; CAREY, 2017), caracterizadas
pelo surgimento de pontos necrotizantes e lesbes hemorragicas que acometem o
es6fago, estdmago ou duodeno, formando uma cavidade circundada por mediadores
inflamatorios, que pode se apresentar de forma aguda e crénica (NAJM, 2011; DA
SILVA et al., 2018). Elas estdo relacionadas ao desequilibrio entre os agentes
protetores da mucosa gastrica (muco, bicarbonato, prostaglandinas, éxido nitrico,
fatores de crescimento e renovagao celular) e os agentes agressores (acido cloridrico,
uso continuo de AINEs, tabagismo, estresse oxidativo e consumo de etanol) (BOEING
et al., 2016). Elas podem ser cicatrizadas porém sempre existira uma predisposi¢céo a
recidiva da doencga, em decorréncia de infecgbes por H. pylori (SIDAHMED et al.,
2018; DA SILVA et al., 2018).

A Ulcera péptica tende a agravar de acordo com o grau de acometimento da
lesdo, podendo acometer desde a camada mais superficial da mucosa até as
camadas tissulares mais profundas, como camada epitelial e muscular, com
comprometimento da funcionalidade e integridade das células lesionadas
(TARNAWSKI et al., 2013; LANAS, CHAN, 2017). Quanto a sua localizagdo, pode
acometer o es6fago, o estbmago ou o duodeno, podendo ser denominada de ulcera
esofagica, gastrica e duodenal, respectivamente (MALFERTHEINER et al., 2009;
TARNAWSKI et al., 2012; NIETO, 2012; TARNAWSKI et al., 2013; LANAS, CHAN,
2017; ELSHAZLY et al., 2018).

Morfologicamente a ulcera péptica se divide em duas regides: a margem, que
€ formada pela mucosa circundante sem area necrosada e com presenca de
componentes epiteliais, e a base da ulcera, que €& caracterizada pelo
comprometimento dos tecidos de granulagédo e conectivo, formado por macréfagos,
fibroblastos e células endoteliais de proliferacdo (TARNAWSKI et al., 2012;
KANGWAN et al., 2014).
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Figura 7. Representacao de regides anatdbmicas do trato gastrointestinal acometidas pelas
Ulceras pépticas
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Fonte: adaptado de TARNAWSKI et al., 2012

A mucosa possui um sistema de defesa eficiente contra agentes nocivos
composto por uma camada de muco e bicarbonato, sistema antioxidante, fluxo
sanguineo (DA SILVA et al., 2018), grupamentos sulfidrilas, liberagdo de NO, geracéo
de PGs e fatores de crescimento e renovacgao celular (YANDRAPU; SAROSEIK 2015;
RIBEIRO, 2017). As ulceras pépticas surgem quando o sistema de defesa da mucosa
normal é subjugado por agentes nocivos, como HCI, pepsina, bile, isquemia (WOODS;
CAREY, 2017), infeccdo por H. pylori, hipergastrinemia, estresse, tabagismo,
deficiéncias nutricionais e uso crénico de AINEs (SEPULVEDA et al., 2016;
SIDAHMED et al., 2018; DA SILVA et al., 2018).

O sintoma mais comum €& a dor epigastrica em queimagao, que aparece 2 a
3 horas apds a refeicdo ou a noite nos individuos com ulcera duodenal, e antes da
ingestao de alimentos nos individuos com ulcera gastrica, o que pode estar associada
a falta de apetite e perda de peso. A variagcado na intensidade ou na distribuicdo da dor
abdominal, bem como o inicio dos sintomas associados, como nauseas e vomitos,
pode ser indicativa de uma complicacado da ulcera, o que pode indicar perfuragéo. A
presencga de fezes escurecidas ou vomitos cor de borra de café indicam sangramento
(NIETO, 2012; VALLE, 2015).
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2.4 Epidemiologia das ulceras pépticas

A epidemiologia da ulcera péptica apresenta um carater dindmico, com dificil
precisdo da estimativa de prevaléncia devido a subjetividade dos sintomas e a
semelhancga clinica de outros tipos de doengas que também apresentam sintomas
dispépticos. Os dados epidemiolégicos tém como base as estatisticas oriundas de
atendimentos clinicos, hospitalizagbes, cirurgias e O&bitos, ndo havendo total
representacao do tipo da ulcera (FEITOSA, 2012; HAVENS et al., 2018).

A Ulcera péptica acomete cerca de 5 a 10% da populacdo mundial, com
incidéncia de 0,1 a 0,3% ao ano, equivalente a 4 milhdes de pessoas. Entretanto esse
percentual ndo é fidedigno considerando que muitos casos sdo subnotificados,
fazendo com que os dados epidemioldgicos existentes ndo corroborem com o real
quadro epidemiolégico (VENDRAMINI-COSTA et al., 2014. VALLE, 2015; LEOW et
al., 2016; LANAS, CHAN, 2017).

As ulceras pépticas acomentem mais adultos de meia-idade ou mais velhos,
entretanto, também pode ser diagnosticada na juventude (KUMAR et al., 2010; LEOW
et al., 2016) Em relagdo ao sexo, os homens s&o mais acometidos pelas ulceras
pépticas do que as mulheres, na proporcéao de 3,5:1 para ulceras duodenais e 2,5:1
para ulceras gastricas, sendo as mulheres mais acometidas durante ou apds a
menopausa A ulcera duodenal acomete mais jovens (20-50 anos) enquanto que a
ulcera gastrica é diagnosticada mais em idoso (a partir dos 55 anos). Nas ultimas
décadas foi observado uma reduc&o na incidéncia de ulceras duodenais, porém a
incidéncia de ulceras gastricas permaneceu quase inalterada (KUMAR et al., 2010;
LANAS, CHAN, 2017).

As Uulceras pépticas tém como principais complicagdes o sangramento,
perfuragcdo ou obstrugdo da saida gastrica, sendo que em 50% dos individuos, o
sangramento pode ocorrer sem nenhum sintoma de alerta. As internagbes
hospitalares tém diminuido mundialmente, porém a taxa de letalidade continua estavel
em 5-10%, e dependendo de agravantes como idade e comorbidade, a mortalidade
pode alcangar 20% desses individuos (LANAS., et al., 2011; MIN; MIN 2018).

Estudos em paises da América latina identificaram que a infecgdo pelo H.
Pylori, esta presente em ulceras duodenais e gastricas, com prevaléncia de 74,3% e
55,4, respectivamente. Em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, a relagao
entre ulcera e H. pylori tem diminuido, ao passo que ulceras relacionadas ao uso
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cronico de AINES mantém-se com taxas elevadas, com variagao de 9 a 30% para
ulceras gastricas e para o uso crénico de AINEs, a prevaléncia de ulceras gastricas
varia de 9% a 31%, e de ulceras duodenais pode chegar a 19% (KUMAR et al., 2010;
BERNARDO et al., 2017; MIN; MIN, 2018).

No Brasil, a escassez de dados atuais sobre a prevaléncia de Ulceras pépticas
configura uma imprecisao a cerca da realidade efetiva. Um dos estudos mais recentes
desenvolvido por Oliveira et al 2015, demonstrou que nos ultimos 10 anos a
prevaléncia de ulcera em mulheres e homens foi de 0,1 e 0,2%, respectivamente. A
taxa de mortalidade em nivel nacional & de 3,0/100 mil habitantes (3,6/100 mil em
homens e 2,3/100 mil em mulheres); e essas taxas progridem com a idade. No mesmo
estudo, o Nordeste apresentou indices superiores em comparacdo com indices
nacionais, com taxa de mortalidade de 3,8/100 mil habitantes (4,7/100 mil homens e
2,9/100 mil mulheres) (OLIVEIRA et al., 2015).

2.5 Terapéutica das ulceras pépticas

O tratamento das ulceras pépticas tem como objetivo reestabelecer o
equilibrio perdido em decorréncia da agao dos fatores citoprotetores frente aos fatores
agressores e tem como principais fungdes diminuir ou neutralizar a secre¢cao acida
e/ou estimular o sistema de citoprotecdo gastrica (Figura 8) (FEITOSA, 2012; BOEING
et al., 2016).

Durante um longo periodo de tempo, o unico tratamento disponivel para as
ulceras pépticas era cirurgico com a remogao do nervo vago, um meétodo invasivo que
acarretava em grande numero de mortalidade. Posteriormente como alternativa
terapéutica, iniciou-se o uso de agentes capazes de inibir diretamente a secrecéo
acida por meio de reacao de neutralizacio, a exemplo dos antiacidos, medicamentos
de carater basico que, em contato com a acidez estomacal, reagem e formam sal e
agua. Entre os antiacidos utilizados na clinica estdo o bicarbonato de calcio
(NaH2CO3), carbonato de calcio (CaCOs3), hidréxido de aluminio (AI(OH)s) e de
magnésio (Mg(OH)2) (AWAAD et al., 2013; SURDEA-BLAGA et al., 2016; BOEING et
al., 2016).
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Figura 8. Vias de sinalizac&do da secre¢ao acida gastrica e seus respectivos alvos
farmacoldgicos.
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Fonte: Adaptado de OLBE et al., 2003.
A estimulacdo da secrecdo acida gastrica ocorre por meio de trés vias distintas, a neuronal
(mediada pela acetilcolina em seu receptor muscarinico — M3), a paracrina (mediada pela
histamina em seu receptor histaminico do tipo 2 — H2) e a endécrina (mediada pela gastrina
em seus receptores de colecistocinana do tipo 2 — CCK2)

A

O efeito local e instantaneo dos antiacidos promove alivio imediato, porém de
modo paliativo, ja que ndo agem diretamente na causa da doenga, ou pelo menos em
um dos mecanismos causadores, como a secregao acida gastrica. Além de efeitos
terapéuticos de curta duragdo, alguns efeitos colaterais inviabilizaram o uso dos
antiacidos para o tratamento de uUlceras gastricas, sendo usados apenas para aliviar
sintomas dispépticos. Dentre os principais efeitos colaterais tém-se as interacoes
farmacocinéticas na absorg¢ao, metabolizagao e excrec¢ao, causadas pela mudanga do
pH estomacal, inativacdo de enzimas e formacdo de quelatos ndo absorviveis, os
quais resultam na constipacao ou diarreia, hipercalemia, insuficiéncia renal, alcalose
metabdlica e hipermagnesemia (MEJIA; KRAFT, 2009, SCHUBERT., 2014; SINGH,;
BHIMJI, 2018; PALIWAL et al., 2018).

Uma segunda classe, de medicamentos foi proposta baseada na importancia
da secrecgao de acetilcolina pela inervagao vagal, os antagonistas dos receptores Ms.

Estes foram usados na tentativa de diminuir a secregédo acida gastrica por meio do
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bloqueio de uma de suas vias, a via neuronal, e foram classificados como
antissecretorios, e os prototipos usados foram a atropina e a pirenzepina, logo
substituidos pela telenzepina. Por apresentar uma grande interagdo com diferentes
tipos de receptores muscarinicos aliada a baixa eficacia, varios efeitos colaterais
foram detectados como taquicardia, cefaleia, visdo turva, constipacdo severa e
confusdo mental. Desta forma, o uso dos antagonistas dos receptores M3 como agente
antiulcerogénico se tornou obsoleto (HOOGERWERF; PASRICHA, 2005;
SCHUBERT, 2009; BRAGA, 2011; SCHUBERT, 2014; BOEING et al., 2016).

Isso possibilitou o desenvolvimento de outros medicamentos como os
antagonista dos receptores Hz, entre os quais cimetidina, ranitidina, famotidina,
nizatidina e roxatidina. Esses medicamentos ligam-se ao receptor H> e impedem a
ligacédo da histamina, bloqueando o estimulo da secreg¢ao acida gastrica, o que leva a
reducédo do volume do suco gastrico e consequentemente da concentragcédo de ions
H* (WOLFE; SACHS, 2000; HSU et al., 2016; RANG; DALE, 2016).

Uma grande vantagem dessa classe é a segurancga de seu uso e sua eficacia,
sobretudo na secrecao basal noturna, em que a cimetidina consegue inibir cerca de
50% e ranitidina 70% da secrecéo acida, respectivamente, porém sua falta de eficacia
frente as ulceras recorrentes limita seu uso, sobretudo em tratamentos prolongados
(HSU et al., 2016).

Alguns efeitos colaterais também foram observados nessa classe, a exemplo
de cefaleia, tontura, dor muscular, prisdo de ventre, nausea, alteracdes
hematoldgicas, galactorréia (em mulheres) e ginecomastia (em homens), sendo esses
dois ultimos efeitos associados ao uso da cimetidina (STEWART; ACKROYD, 2011,
EVANGELISTA, 2013; SCHUBERT, 2014; RANG; DALE 2016).

Na tentativa de aumentar a eficacia, os medicamentos desenvolvidos nos
anos 80 tinham como alvo a H*/K*-ATPase, inibindo a secrecéo acida no final de sua
cascata. Estruturalmente, os agentes antissecretorios dessa classe sao formados por
um anel benzimidazol substituido e um anel de piridina ligados por uma cadeia de
metilsulfonilo (KANTO et al., 2005; FEITOSA, 2012; NAUNTON et al.,, 2018;
SPECHLER, 2018).

Os inibidores de bomba s&o bases fracas que se tornam ativas no baixo pH
dos canaliculos estomacais e formam ligagdes covalentes com residuos de cisteinas

expostos na subunidade a da bomba, bloqueando-a. Entre os inibidores de bomba
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tem-se 0 omeprazol, esomeprazol (isbmero geométrico do omeprazol), lansoprazol,
pantoprazol e rabeprazol (STEWART; ACKROYD, 2011; BRAGA et al., 2011;
SPECHLER, 2018).

Embora sejam a classe mais usada hoje em dia, varios efeitos colaterais foram
relatados na clinica, o que dificulta a adesdo ao tratamento além de seu uso
possibilitar o surgimento de outros disturbios tais como cefaleia, diarreia, erupgdes
cutaneas, surgimento de deméncia, osteoporose, infeccdes entéricas e polipos
gastricos (HAIGH et al., 2003; FOSSMARK et al., 2005; SPECHLER, 2018; NAITO et
al., 2018).

Aliado a essa terapia, alguns agentes farmacologicos sdo capazes de
estimular os fatores protetores da mucosa a exemplo dos compostos de bismuto como
o sucralfato que, apos liberagdo do metal € capaz de formar géis complexos com o
muco, diminuindo sua degradagao, limitando a retrodifusdo de ions H*, além de inibir
a acao da pepsina e estimular a secregao de muco, HCO3- e prostaglandinas (JAIN
et al., 2007; BRUNTON et al., 2012).

O misoprostol (analogo das PGE e PGI) atua nos receptores de
protaglandinas presentes nas células gastricas e inibe a secrecdo de acido,
aumentando o fluxo sanguineo e a secregdo de muco e de bicarbonato, entretanto
ocasiona diarreias, colicas abdominais e abortos (JAIN et al., 2007; BRUNTON et al.,
2012).

A carbenoxolona € um derivado semissintético do acido glicirrizino presente
nas raizes de Glycyrrhia glabra (alcaguz) e sua agao citoprotetora preserva a
integridade da camada de muco pela capacidade de alterar a composi¢cdo e
guantidade de mucina além de estimular a produgao, secrecédo e viscosidade do
muco. Nao € usada na terapéutica por causa da necessidade de altas doses para
conseguir o efeito esperado, além de apresentar alguns efeitos colaterais como:
hipertensido, retencdo de liquidos e hipocalemia, preconizando seu uso como
ferramenta farmacologica (BRUNTON et al., 2012; JOHN et al., 2012; KIM et al.,
2015).

Quando a ulcera esta associada a infeccéo por H. pylori € necessario fazer
uso de associagcdes de medicamentos de diferentes classes, tanto pra combater a
infeccdo, quanto para tratar as complicagdes causadas pela instalacdo do bacilo
(LANAS; CHAN, 2017; KIM et al., 2019).
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O tratamento atual para a erradicagao do H. pylori, consiste em uma terapia
tripla que combina dois antimicrobianos e um inibidor da bomba de protons (IBPs) e
também podem ser utilizados medicamentos citoprotetores no auxilio da terapéutica.
Além disso, pode ser utilizada uma terapia tripla com metronidazol em casos de
resisténcia ou alergias provocadas pelo uso de antimicrobianos B-lactamicos,
compostos bismuticos e tetraciclina ou amoxicilina por duas semanas
(MALFERTHEINER et al., 2009; LANAS; CHAN, 2017; KIM et al., 2019).

A terapia classica inclui o inibidor de bomba associado com amoxicilina e
claritromicina ou metronidazol com claritromicina administrados de 7-14 dias (WANG
etal., 2017). Entretanto o bacilo H. pyloritem desenvolvido mecanismos de resisténcia
a claritromicina, sob essas circunstancia foi prosposto como terapéutica uma terapia
tripla formada por lansoprazol (Inibidor de bomba de prétons), amoxicilina
(antimicrobiano B-lactédmico) e levofloxacino (antimicrobiano pertencentes a classe
das quinolonas) que mostrou ter uma menor eficacia que o regime terapéutico classico
(DA SILVA et al., 2016).

As Ulceras relacionadas as infec¢des por H. pylori também pode ser tratadas
por uma terapia quadrupla (IBP, bismuto, metronidazol e tetraciclina) ou (IBP,
claritromicina, amoxicilina e metronidazol), ambos os regimes tem uma taxa de
erradicagao de mais de 90% (LANAS; CHAN, 2017) e a duragao do tratamento varia
de 10 a 14 dias, o que pode ocasionar resisténcia em virtude do uso prolongado (LEE;
KIM, 2011; LANAS; CHAN, 2017). Além disso, observa-se que nauseas, dor
abdominal, vémito, diarreia, fadiga, dor de cabega, tonturas e sensag¢des amargas na
boca que constituem limitagdes a esta terapéutica (KIM et al., 2017).

A melhora na qualidade de vida dos portadores de Ulceras pépticas é bastante
evolutiva, estando intrinsicamente ligada ao desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas. Entretanto, limitacbes como o alto indice de recidiva da doenca, a
diversidade de efeitos colaterais, interacdes medicamentosas, alto custo de
internagdes dos individuos e acesso limitado aos medicamentos, remetem a
necessidade de novas alternativas terapéuticas para o tratamento das ulceras, a
exemplo dos produtos naturais, que tém demonstrado uma ampla diversidade de

composi¢ao quimica e biologicamente ativa (LI et al., 2015; BOEING et al., 2016).
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2.6 Produtos naturais

Os produtos naturas sdo compostos quimicos de origem animal, mineral,
vegetal e de microrganismos (fungos, bactérias) (DUTRA et al., 2016; WANG et al.,
2018). Apresentam uma diversidade de moléculas biologicamente ativas com grande
capacidade de se tornarem novas alternativas terapéuticas para o tratamento
convencional existente, podendo superar suas limitagdes, seja de modo individual ou
por meio de sinergismo (NEWMAN; CRAGG. 2014; SHEN, 2015; AHN, 2017).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, em seu territorio séo
encontradas cerca de 20% de todas as plantas que se tem conhecimento no mundo,
e sua populagédo usa diversas fontes naturais como forma de combater doengas de
carater agudo ou crénico, porém novas pesquisas e tecnologias s&o necessarias para
otimizacdo do uso de fontes naturais como tratamento, como forma de isolar
componentes responsaveis pelos efeitos bioldégicos a fim de minimizar possiveis
efeitos colaterais provindos da complexidade dos compostos (HARVEY et al., 2015;
DUTRA et al., 2016).

De acordo com dados da literatura cerca de 30% dos medicamentos usados
na terapéutica sdo oriundos de produtos naturais, em especial microrganismos e
plantas. Em areas como a oncologia, o uso de produtos naturais pode chegar a 60%
(NEWMAN; CRAGG., 2014; DUTRA et al., 2016; KHAN, 2018).

Os produtos naturais compreendem os metabdlitos secundarios e possuem
estruturas quimicas complexas que apresentam multiplas atividades biolégicas. Os
metabdlitos secundarios podem ser caracterizados de acordo com sua via de sintese
em diferentes classes, como os alcaloides, flavonoides (SHAO; BAO, 2019), terpenos,
esteroides, compostos fendlicos e fenilpropandides (GUO 2017).

Diversas espécies vegetais e compostos bioativos ja foram estudadas pelo
nosso grupo de pesquisa, objetivando investigar possivel atividade gastroprotetora,
antiulcerogénica, cicatrizante, antidiarreica e anti-inflamatoria intestinal. Entre as
espécies estudadas tem-se Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA et al., 2004,
BATISTA et al., 2015), Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTOS,
2008), Maytenus obtusifolia (MOTA, 2009), Praxelis clematidea (FALCAO, 2011),
Combretum duarteanum (LIMA et al., 2013), Xylopia langsdorffiana (MONTENEGRO
et al., 2014), Hyptis suaveolens (JESUS et al., 2013), Maytenus distichophylla
(CALDAS-FILHO, 2013), Syngonanthus macrolepsis (BATISTA et al.,, 2014),
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Syngonanthus bisulcatus (BATISTA et al., 2013; BATISTA et al., 2015), Cissampelos
sympodialis EICHL (SALES, 2015), Syngonanthus arthrotrichus e Syngonanthus
bisulcatus (BATISTA et al., 2016), Maytenus erythroxylon Reissek (FORMIGA et al.,
2017), bem como substancias de origem vegetal obtidas em escala de sintese como
o p-cimeno (LEITE, 2014, FORMIGA, 2017), acido rosmarinico (NASCIMENTO, 2015;
FORMIGA, 2017), (-) fenchona (GUEDES, 2018) e hesperetina (SILVA, 2018).

Alguns metabdlitos secundarios estdo sob forma de dleos essenciais, que tem
como caracteristicas a volatilidade e o forte odor. Nesses Oleos essenciais sao
encontradas misturas de substancias complexas (metabdlitos secundarios) presentes
em diversas concentragdes, tais como constituintes os terpenos, os flavonoides, os
alcaloides, os glicosideos e os fenilpropandides (BAKKALI et al., 2008; SA et al.,
2014).

Os fenilpropandides sdo uma classe de compostos produzidos pelas plantas
medicinais e sao biossintetizados a partir da fenilalanina via acido cinamico. Em sua
composi¢cao encontra-se um anel benzeno ligado a uma cadeia de 3 atomos de
carbono, sendo responsaveis pelos aromas caracteristicos de algumas plantas (SA et
al., 2014, VANIN, 2016).

Os fenilpropanoides sdo metabolizados pela enzima aménia-liase sob o
aminoacido fenilalanina e s&o classificados em &acidos hidroxicinamicos (acido
cumarico, acido caféico, acido ferulico, acido 5-hidroxiferulico e o acido sinapilico)
quando sao produzidos a partir de hidroxilagbes e metilagdes enzimaticas do acido
cindmico, ou Aldeidos cinamicos (eugenol, safrol, chavicol e o estragol) quando a
ocorre reducao do grupo funcional acido carboxilico da fenilananina, fornecendo o
aldeido correspondentes (SA et al., 2014, VANIN, 2016).

2.7 Estragol

E um fenilpropanoide que consiste em um anel de benzeno substituido por
um grupo metoxi e um grupo propenil e esta presente como constituinte de 6leos
essenciais de muitas espécies vegetais, como Ravensara anisata, Ocimum basilicum
e Croton zehntneri. Estas especies sdo amplamente utilizadas tanto na medicina
quanto na culinaria. Seus 6leos essenciais sdo muito empregados em aromaterapia e
também é utilizado como agente aromatizante nas industrias farmacéutica, cosmética
e alimenticia como conservante (SILVA-ALVES et al., 2013).
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O estragol (Figura 9) € um fenilpropanoide com férmula molecular C1oH120,
cuja sinonimia sao metil-chavicol, p-alilanisol, chavicol metiléter, 4-metoxialilbenzeno
(R&D CHEMICALS, 2017).

Figura 9. Estrutura quimica do estragol

OCH;

CH;—CH=CH;

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/8815#section=Top

O estragol possui varias atividades biologicas descritas na literatura, entre as
quais atividade antioxidante e antimicrobiana (FRIEDMAN et al., 2002; MORAIS et al.,
2006), ansiolitica (COSENTINO ET AL., 2004), contratii do musculo esquelético
(ALBURQUEQUE et al, 1995) relaxante do musculo visceral (COELHO-SE-SOUZA et
al, 1997; SOARES et al, 2007) e anti-inflamatoria nas doses de 3-30 mg/kg (PONTE
et al., 2012). Apresenta DL50 de 2800 mg/kg para ratos e 2250 mg/kg para
camundongos (SILVA-ALVES et al, 2013).

Estudos farmacocinéticos afirmam que o estragol possui rapida absorgéo por
via oral e sua metabolizagcdo é dependente de dose, sendo que em baixas doses o
radical metoxi € metabolizado e em altas doses sdo necessarias oxidagdes na cadeia
lateral (SMITH et al., 2002).

O estragol apresenta trés vias de metabolizacdo (Figura 10). A primeira € pela
via de O-desmetilacéo, a qual favorece a formagcdo de um metabdlito que pode ser
excretado com acido glicurdénico sendo considerada a principal via quando ingerido
em baixas doses; a segunda via € da epoxidagao, a qual é conduzida pela enzima
hidrolase epoxida e a terceira via € pela 1’hidroxilagdo, sendo considerada uma
sinalizagdo toxica do estragol em altas doses, de carater hepatotéxico por formar o
metabdlito toxico sulfato de 1’hidrociestragol (SMITH et al., 2002).
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Figura 10. Vias de metabolizagdo do estragol
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Fonte: adaptado de Smith et al., 2002.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar a atividade gastroprotetora do estragol em modelos animais que

mimetizam a ulcera gastrica no homem.

3.2 Objetivos especificos:

Realizar estudo comportamental por meio da toxicidade aguda e estimar a
dose letal 50% (DL50) do estragol;

Avaliar a atividade gastroprotetora do estragol em modelos classicos de
inducdo aguda de ulceras gastricas por agentes lesivos (etanol, estresse,

anti-inflamatoério ndo-esteroidal e contenséo do suco gastrico);

Realizar as analises histologicas e imunohistoquimico a partir do modelo de

ulceras gastricas induzida por etanol;

Avaliar o efeito da administragc&o oral e intraduodenal do estragol sobre os
parametros da secrecgéo gastrica (pH, concentragédo de ions H* e volume do
suco gastrico);

Elucidar os provaveis mecanismos de agdo relacionados a atividade
gastroprotetora frente ao efeito citoprotetor (grupamentos sulfidrila, 6xido
nitrico, canais de potassio sensiveis ao ATP, muco e prostaglandinas), efeito
antioxidante (GSH, MPO e MDA) e imunorregulatorio (IL-13, TNF-a e IL-10).
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Local da pesquisa

Os estudos de investigacdo da atividade gastroprotetora do estragol foram
realizados no Laboratério de Farmacologia do Trato Gastrointestinal (LFTGI), sob
orientacdo da Prof? Dr® Lebnia Maria Batista, vinculado ao Programa de Poés-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Ativos (PgPNSB/UFPB) e localizado no
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da
Paraiba (IPeFarM/UFPB) e ao) em parceria com

O Laboratorio de Farmacologia Molecular (FARMOL) do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) sob
responsabilidade das Professoras Dra. Aurigena Antunes de Araujo e Dra. Gerlane
Coelho Guerra (doseamentos de citocinas e avaliagdo do efeito antioxidante);

E o Laboratério de Investigagdo do Cancer e da Inflamagao (LAICI) do Centro
de Biociéncias da UFRN sob a responsabilidade do Prof. Dr. Raimundo Fernandes de

Araujo Junior (imunohistoquimica).

4.1.2 Substancia teste

O estragol utilizado nesse estudo foi adquirido da Sigma-Aldrich Chemical Co,
U.S.A. com as seguintes especificagdes: pureza = 98%, apresenta féormula molecular
C10H120, com massa molar de 148.20 g/mol, se configurando em um liquido incolor a
temperatura ambiente com ponto de ebulicdo 215°C e numero de CAS 140-67-0.

4.1.3 Animais

Para realizacdo dos modelos experimentais foram utilizados camundongos
(Mus musculus) albinos machos, linhagem Swiss com peso entre 25-35 g e ratos
(Rattus norvegicus) albinos, linhagem Wistar pesando entre 180-250g todos
procedentes da Unidade de Produg&o Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB). Os animais foram aclimatados as
condicbes do biotério local, por 24h, antes dos ensaios experimentais, sob
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temperatura (23 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Esse animais foram mantidos
sob rigoroso controle alimentar com uma dieta balanceada a base de ragao tipo pellets
(Presence®) com acesso a agua ad libitum, sendo distribuidos nos diferentes grupos
experimentais, ao acaso (Figura 11).

Figura 11: Animais utilizados nos modelos experimentais: camundongo Swiss (Mus
musculus) (A) e rato Wistar (Rattus norvegicus) (B). Fotos pertencentes ao arquivo do
LFTGI.

Fonte: Arquivo TGl

Os animais foram submetidos a um jejum com variacdo de 5 a 24h, a
depender do protocolo ao qual foram submetidos e foram distribuidos nos seguintes
grupos: controle negativo (tween 80 5%), controle positivo (droga de referéncia ou
ferramenta farmacoldgica) e grupos testes (Estragol em doses crescentes ou dose
mais efetiva). Esses animais foram acomodados em gaiolas com fundo falso para
evitar coprofagia, com agua ad libitum até 1 hora antes dos testes.

Os animais foram eutanasiados por método complementar apos anestesia
prévia conforme a resolugdo n° 1.000/2012, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria com as recomendacgdes da Associagdao Americana de Medicina Veterinaria
(AVMA, 2013). Apos a realizagdo do protocolo experimental os animais foram
anestesiados com cloridrato de quetamina 5% (70 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%
(10 mg/kg), por via intraperitoneal (i.p), e apos observagao da auséncia do reflexo
corneal, foi realizado o procedimento de deslocamento cervical. Todos os protocolos
experimentais seguiram os principios internacionais para o estudo com animais de
laboratério (ZIMMERNAM, 1983) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA/UFPB) sob o registro com n°® 134/2017 (Anexo A).
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4.1.4 Drogas utilizadas

Para a realizagao dos protocolos experimentais, foram utilizadas as seguintes
drogas: Acetato de sédio (SIGMA Chemical Co, U.S.A), acetonitrila (SIGMA Chemical
Co, U.S.A), (Acido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinaethanosulfénico (HEPES) (SIGMA
Chemical Co, U.S.A), acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (SIGMA Chemical
Co, U.S.A), acido cloridrico (MERCK, Germany), acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (SIGMA Chemical Co, U.S.A), albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA
Chemical Co, U.S.A), alcian blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A), acido acético glacial
(SIGMA Chemical Co, U.S.A), acido tricloroacético (SIGMA Chemical Co, U.S.A),
anticorpos para os doseamentos (RD sistems), carbenoxolona (SIGMA Chemical Co,
U.S.A), carbonato de sédio (MERK, Germany), cimetidina (SIGMA Chemical Co,
U.S.A), cloreto de potassio (SIGMA Chemical Co, U.S.A), cloreto de magnésio
(SIGMA Chemical Co, U.S.A), cloreto de sédio P.A. (QUIMEX-MERCK, Brasil), etanol
(MERCK, Germany), éter etilico (MERCK, Germany), fenolftaleina (RIEDELDE HAEN,
Germany), fosfato de sédio monobasico (SIGMA Chemical Co, U.S.A), fosfato de
sédio bibasico (SIGMA Chemical Co, U.S.A), fluoreto de sodio (SIGMA Chemical Co,
U.S.A), glibenclamida (SIGMA Chemical Co, U.S.A), hidroxido de sodio (QUIMEX-
MERCK, Brasil), indometacina (SIGMA Chemical Co, U.S.A), lansoprazol (SIGMA
Chemical Co, U.S.A), Metil-Fenilindole (SIGMA Chemical Co, U.S.A), Misoprostol
(ALVAC®) Netilmaleimida (SIGMA Chemical Co, U.S.A), N-nitro-L-arginina-metil-éster
(SIGMA Chemical Co, U.S.A), omeprazol (SIGMA Chemical Co, U.S.A), piroxicam 20
mg (HEXAL, Brasil), quetamina 5% (VETANARCOL), sacarose (SIGMA Chemical Co,
U. S. A), Tampéo Tris (Vetec ®), Tampao Trizma (SIGMA Chemical Co, U.S.A) e
xilazina 2 % (DORCIPEC).

O estragol foi solubilizado em solugdo de tween 80 5%. As substéncias
utilizadas como controle positivo, carbenoxolona, cimetidina e misoprostol, assim
como, os bloqueadores do 6xido nitrico (N-nitro-L-arginina-metil-éster - L-NAME), dos
canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) (glibenclamida) e grupamentos sulfidrilicos
(N-etilmaleimida - NEM), também foram solubilizadas em solug¢ao salina 0,9%.
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4.2 Métodos

As metodologias empregadas nesse estudo seguiram o fluxograma

experimental da Figura 12.

Figura 12. Fluxograma experimental desenvolvido no presente estudo com o estragol.
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4.2.1 Ensaio toxicolégico nao clinico agudo de estragol (OECD, 2001)

O estragol foi submetido ao protocolo de toxicidade aguda por meio do ensaio
de triagem comportamental, em busca de possiveis sinais de toxicidade e/ou
alteracbes comportamentais frente ao Sistema nervoso central (SNC) e ao Sistema
nervoso autbnomo (SNA), seguindo parametros descritos por Almeida e
colaboradores (1999) (Anexo B). Concomitantemente, foi avaliado o consumo de agua
e racao, alteragdes macroscopicas e peso dos orgaos e estimativa da DL50 conforme
preconizado pelo guia da OECD n° 423, o qual estabelece categorias de toxicidade
de acordo com o Globally Harmonized Classification System (OECD, 2001).

Os animais utilizados para este protocolo foram camundongos swiss machos
submetidos a um jejum de 5h e distribuidos em dois grupos (n=3): grupo controle
(tween 80 5% - 10 mL/kg) e grupo teste (estragol) nas doses de 300 mg/kg ou 2000
mg/kg, tratados por via oral (v.0). Apos o tratamento foram observados os efeitos
comportamentais nas primeiras quatro horas, nos intervalos de 30 minutos, 1, 2, 3 e
4 horas no primeiro dia, e uma vez ao dia até completar 72 horas sempre comparado
ao grupo controle.

Durante 14 dias apd6s a administragcdo do estragol foram avaliados outros
parametros como o consumo de agua e ragéo, com renovagao diaria do estoque. A
pesagem dos animais foi realizada no 1° dia antes da administragdo da substancia
teste e no 14° dia. No 15° dia os animais foram eutanasiados, os 6rgaos (coragao,
figado, bago e rins) foram removidos e avaliados macroscopicamente para verificar
sinais de alteracbes como hipertrofia, presenca de tumores ou coloragao atipica, em
seguida foram pesados em balanga analitica para obtencdo do indice de 6rgaos,
calculado dividindo o peso em miligrama (mg) do 6rgao pelo peso em grama (g) do

animal.

A avaliagdo comportamental foi realizada de acordo com Almeida e
colaboradores (1999) e tem por finalidade identificar possiveis altera¢gdes no sistema
nervoso central (SNC) e no sistema nervoso auténomo (SNA) apds a administragéo
da substancia teste.
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A presenca ou ndo de morte dos animais durante o desenvolvimento do
protocolo foi utilizada para estimar a DLso do estragol conforme o fluxograma da figura
13.

Figura 13. Fluxograma para determinagao da DLso
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Fonte: OECD 2011

4.2.2 Investigacao da atividade gastroprotetora

A escolha das doses testadas de estragol teve como base dados da literatura,
especialmente de atividade anti-inflamatoria (PONTE et al.,, 2012) em que foi
observada atividade na dose de 30 mg/kg, e na DL50 , desta forma, as doses
estabelecidas para a condugao do estudo foram de em 31,25, 62,5, 125 e 250 mg/kg.

Na avaliagcdo da atividade gastroprotetora foram utilizados protocolos
classicos para indugdo aguda de ulcera gastrica, tais como: modelo de etanol,
estresse por imobilizag&o e frio, anti-inflamatério ndo esteroidal (AINEs) e contens&o
do suco gastrico (ligadura do piloro).

Os mecanismos de agédo envolvidos na atividade gastroprotetora foram

avaliados frente a atividade antissecretéria ou neutralizantes da secrecdo acida
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gastrica com base em parametros bioquimicos do suco gastrico (pH, concentragéo de
H* e volume do suco gastrico) a partir do modelo de contensdo do suco gastrico. Para
0S mecanismos citoprotetores foram investigados a possivel participagdo de vias de
citoprotecéo, tais como grupamentos sulfidrilas, 6xido nitrico, canais de potassio
sensiveis ao ATP, muco e prostaglandinas. Ja para os mecanismos antioxidantes
foram avaliados por meio de determinagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH),
mieloperoxidase (MPO) e malondialdeido (MDA), os mecanismos imunorregulatérios
foram avaliados por meio do doseamento das interleucinas (IL-1B, TNF-a e IL-10), a
partir de fragmentos do tecido de estdémagos do protocolo de etanol.

Apoés a eutanasia dos animais os estdbmagos foram retirados e abertos ao
longo da grande curvatura, as lesées em camundongos foram quantificadas usando
uma lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40 (Figura 14) e macroscopicamente
quantificadas em scores, de acordo com a severidade da lesao:

= nivel 1: pontos hemorragicos e ulceragdes até 1 mm;
= nivel 2: ulceragbes com 2 mm;

= nivel 3: ulceragdes profundas com 3 mm ou mais.

Apods quantificagdo das lesdes, foi realizado um somatoério que correspondeu
ao indice de lesdo ulcerativa (ILU), servindo de parametro para calcular a
porcentagem de inibicdo das lesbes gastricas, por meio de resultados expressos como
média + desvio padrdo da média (d.p), de acordo com a seguinte equagéo:

ILU = } (lesdes nivel 1 x 1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesées nivel 3 x 3)

Figura 14. Lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40 (A) e estdmago de rato ulcerado com etanol
absoluto (B) para determinagéo do ALU

Fonte: arquivo LFTGI
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Nos modelos experimentais realizados em ratos a quantificacdo das lesdes
ulcerativas foram expressas em area de lesdo ulcerativa (ALU) obtida a partir de
fotografia do estdmago e analise no software AVSoft Bioview Spectra 4.0® (Figura
15).

Figura 15. Estdmago de rato ulcerado com etanol absoluto (A e B) e quantificacao da area
de lesao ulcerativa (B) com AVSoft Bioview Spectra 4.0® x

A B

Fonte: Arquivo LFTGI

4.2.2.1 Modelos de indugao aguda de ulcera gastrica

4.2.2.1.1 Inducao de ulceras por etanol absoluto

Na avaliacdo da atividade gastroprotetora do estragol foi utilizada a
metodologia descrita por to e colaboradores (1991), em que ratos Wistar (n=6) foram
submetidos a um jejum de 24h e distribuidos em grupos: controle normal (ndo recebeu
tratamento e foi utilizado como grupo basal para comparagdes, com os demais grupos,
para analise histologica e imunorregulatéria bem como para os doseamentos de
antioxidantes e de citocinas), controle negativo (pré-tratado com tween 80 5%
10ml/kg), controle positivo (carbenoxolona 100 mg/kg) e estragol nas doses de 31,25,
62,5, 125 e 250 mg/kg, por via oral (gavagem). Uma hora apds o pré-tratamento com
o estragol nas diferentes doses foi realizada a administragdo do agente lesivo (etanol
absoluto 4mL/kg v.0.). Apés 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os
estdbmagos foram abertos ao longo da grande curvatura e as lesées ulcerativas foram
quantificadas na forma de ALU.

Os fragmentos de tecido foram coletados, pesados, imerso imediatamente em
nitrogénio liquido e congelado a -80°C para o doseamento dos niveis de GSH, MPO,
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MDA e interleucinas, assim como para analise histologica e imunohistoquimica das

doses mais efetivas do estragol.

4.2.2.1.2 Analise histologica

A partir do modelo de etanol foram coletados fragmentos de tecido dos
estdmagos com aproximadamente 2 cm? de comprimento, fixados em solugdo ALFAC
(alcool 80% + acido acético + formol) por um periodo de 24h e posteriormente
preservados em etanol 80% até o processamento histologico.

O material coletado foi armazenado em formol tamponado para melhor
conservacgao dos constituintes celulares e teciduais, interrupcdo dos efeitos post
mortem do tecido, manutengao da sua arquitetura normal e maior resisténcia para as
proximas etapas. Os tecidos foram desidratados em ordens crescentes de
concentragéo de alcool (70, 80, 90 e 100%) e clarificados em xilol. Em seguida, os
tecidos foram incorporados em parafina histolégica e seccionados a uma espessura
de 5um. A partir dos tecidos seccionados, foram realizadas trés coloragdes:
hematoxilina e eosina (HE), acido periodico de Schiff (PAS) e azul de toluidina (ATO),
segundo protocolo de Behmer e colaboradores (1976). A analise dos tecidos foi
realizada em microscopio Optico, aleatoriamente, sem conhecimento dos grupos
analisados pelo examinador.

As laminas que melhor representarem a arquitetura tecidual foram
selecionadas para demonstrar as reais condi¢gdes histoldégicas de cada grupo sob
devidos tratamentos. As fotografias digitais foram capturadas pela camera Moticam
5.0 MP acoplada a um microscopio éptico. As imagens foram calibradas no programa
MOTIC PLUS em definigbes especificas conforme a objetiva utilizada 10x. A analise
histolégica foi realizada por um operador capacitado, o qual analisava
qualitativamente os parametros histolégicos.

4.2.2.1.4 Indugao de ulceras por estresse (Imobilizagao e frio)

Esse protocolo foi realizado conforme descrito por Levine (1971), em que
camundongos swiss machos (n=8) foram submetidos a um jejum de 24h e logo apods
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foram pré-tratados com Tween 80 5% 10 mL/kg (controle negativo), cimetidina 100
mg/kg (controle positivo) um antagonista dos receptores H2 ou estragol (31,25, 62,5,
125 ou 250 mg/kg) por via oral. Trinta minutos apds o tratamento, os camundongos
foram imobilizados pelas patas dianteiras e traserias e colocados em contensores de
PVC (9 cm de comprimento x 3,5 cm de diametro) e submetidos a uma temperatura
de 4 °C durante 3 horas para indugdo das ulceras gastricas. Apds esse tempo os
animais foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande
curvatura e as ulceras foram quantificadas para determinacdo do indice de leséo

ulcerativo (ILU).

4.2.2.1.5 Indugao de ulceras por Anti-inflamatério nao esteroidal (Piroxicam)

Esse protocolo foi realizado conforme descrito por Puscas e colaboradores
(1997). Camundongos swiss machos (n=8) foram submetidos a um jejum de 24h e
logo apds foram pré-tratados por via oral com Tween 80 5% 10mL/kg (controle
negativo), cimetidina 100 mg/kg ((controle positivo) um antagonista dos receptores H>
ou estragol (31,25, 62,5, 125 ou 250 mg/kg). Trinta minutos apos o tratamento, os
camundongos receberam piroxicam (30 mg/kg — s.c) como agente lesivo, apds 4h da
inducao das lesdes os animais foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos
ao longo da grande curvatura e as ulceragdes foram quantificadas para determinagao
do indice de lesado ulcerativo (ILU).

4.2.2.1.6 Ulceras gastricas induzidas por contensio do suco gastrico (Ligadura

do piloro)

Esse protocolo foi realizado de acordo com o protocolo desenvolvido por Shay
e colaboradores (1945) com algumas modificagdes. Os animais, ratos Wistar machos
(n=8), foram submetidos a um jejum de 24h e logo apos anestesiados com cloridrato
de quetamina 5% (70 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg), por via
intramuscular, e apds auséncia de reflexo, foram submetidos a uma inciséo
longitudinal abaixo da apofise xifdide para ligadura do piloro (contensdo do suco

gastrico) e em seguida os estdmagos foram internalizados novamente e feito o
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procedimento de sutura. Trinta minutos antes cirurgia os animais forma pré-tratados
por v.o com Tween 80 5% (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo)
ou estragol na dose mais efetiva (250 mg/kg). Outra via avaliada foi intraduodenal (i.d),
com tratamento feito logo apds a ligadura do piloro e utilizando o mesmo numero de
grupos e animais que o protocolo usado pela via oral. Apos 4h da ligadura, os ratos
foram eutanasiados, os estbmagos retirados e aberto ao longo da grande curvatura
para determinacgao do ILU.

4.2.3 Investigacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade

gastroprotetora do estragol
4.2.3.1 Mecanismo antissecretorio ou neutralizante

4.2.3.1.1 Avaliacao dos parametros bioquimicos do suco gastrico apés ligadura
do piloro (v.oli.d)

Este protocolo baseou-se na metodologia descrita por Shay e colaboradoeres
(1945). Apos a eutanasia dos animais submetidos a ligadura do piloro, os estdbmagos
foram retirados e abertos, o conteudo gastrico foi coletado em placas de petri e
determinado os seguintes parametros bioquimicos: potencial hidrogeniénico (pH),
concentragéo dos ions H* na secregao gastrica e volume, determinado indiretamente
pelo peso do conteudo gastrico, o qual foi pesado em balanga analitica, e logo apods
calculado o volume do suco gastrico em g/4h, a este conteudo foi acrescentado 10mL
de agua destilada e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos em temperatura
ambiente. A verificagcao do pH foi feita pelo pHmetro digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil).
Do sobrenadante foram retirados 10 mL e distribuidos em aliquotas de 5 mL em
erlenmeyers para o procedimento de titulagdo do conteudo e determinagcdo da
concentragéo de ions H* que foi expressa em mEq/mL/4h. Em seguida foi realizada a
titulacao utilizando bureta de vidro graduada, e como agente titulante o hidroxido de

sédio (NaOH) 0,01N e fenolftaleina como indicador de viragem.
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4.2.3.2 Mecanismos citoprotetores

4.2.3.2.1 Avaliagdao da participagao dos grupamentos sulfidrilicos (SHs) na

gastroprotecao

De acordo com protocolo descrito por Matsuda et al. (1999), ratos Wistar
machos foram submetidos a jejum de 24h e separados em seis grupos. No pré-
tratamento, trés grupos receberam por via intraperitoneal solugdo salina 0,9% (10
mL/kg) e os outros trés grupos receberam N-etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg, um
bloqueador dos grupamentos sulfidrilas, pela mesma via. Trinta minutos apds os
animais foram tratados por via oral com Tween 80 5% (controle negativo),
carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) ou estragol 250 mg/kg.

Uma hora apos o tratamento, foi administrado o agente lesivo, etanol absoluto
(4 mL/kg), por gavagem. Apdés 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os
estdbmagos removidos, abertos ao longo da grande curvatura e fotografados. A area
de lesdo ulcerativa (ALU) foi estimada pelo software AVSoft Bioview Spectra 4.0€.

4.2.3.2.2 Avaliacao da participagao do 6xido nitrico (NO) na gastroprotegao

Para investigar a participagdo do NO na atividade gastroprotetora do estragol,
seguiu-se o protocolo segundo Sikiric e colaboradores (1997), em que ratos Wistar
machos foram submetidos a jejum por 24h e separados em seis grupos. No pré-
tratamento, trés grupos receberam por via intraperitoneal solu¢do salina 0,9%
10mL/kg e os outros trés grupos receberam N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)
70mg/kg, um bloqueador da enzima sintase do Oxido nitrico, pela mesma via. Trinta
minutos apos os animais foram tratados por via oral com Tween 80 5% (controle
negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) ou estragol 250 mg/kg.

Uma hora apos o tratamento, foi administrado o agente lesivo, etanol absoluto
(4 mL/kg), por gavagem. Apos 60 minutos, os animais foram eutanasiados, estbmagos
removidos, abertos ao longo da grande curvatura e fotografados. A area de leséo
ulcerativa (ALU) foi estimada pelo software AVSoft Bioview Spectra 4.0°.
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4.2.3.2.3 Avaliacao da participagao dos canais para ions potassio sensiveis ao
ATP (Katp) na gastroprotecao

Para investigar a participagdo dos Karp na atividade gastroprotetora do
estragol, foi desenvolvido o protocolo segundo Olinda e colaboradores (2008), em que
ratos Wistar machos foram submetidos a jejum por 24h e separados em seis grupos.
No pré-tratamento, trés grupos receberam por via intraperitoneal solugéo salina 0,9%
10mL/kg e os outros trés grupos receberam glibenclamida 5mg/kg, um bloqueador de
Katp. Decorridos 30 minutos, os animais foram tratados por via oral com Tween 80 5%
(controle negativo) ou estragol 250 mg/kg e por via intraperitoneal com diazéxido
(3mg/kg), um ativador de Katp. Uma hora apds o tratamento, foi administrado o agente
lesivo, etanol absoluto (4 mL/kg — v.0). Apos 60 minutos, os animais foram
eutanasiados, os estdmagos removidos, abertos ao longo da grande curvatura e
fotografados. A area de lesdo ulcerativa (ALU) foi estimada pelo software AVSoft
Bioview Spectra 4.0®.

4.2.3.2.4 Determinagao da concentragao de muco aderido a parede gastrica

Este protocolo experimatal baseou-se no modelo descrito por Rafatullah et al.,
1990. Ratos Wistar (n=10) em jujeum por 24h foram submetidos ao pré-tratamento
com Tween 80 5% 10 mL/kg (controle negativo), carbenoxolona 200 mg/kg (controle
positivo) e estragol 250 mg/kg.

Apds 60 minutos os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina
5% e cloridrato de xilazina 2% nas doses de 70 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente,
por via intramuscular, e em seguida, o abdémen foi aberto e o piloro ligado. Apos 4
horas, os ratos foram eutanasiados, os estdbmagos removidos e abertos ao longo da
grande curvatura. A porgéo glandular do tecido foi separada e em seguida pesada e
imersa, por duas horas, em 10 mL de solu¢do de alcian blue (fixador de muco). O
excesso de alcian foi removido lavando o tecido por duas vezes seguidas com 7 mL
de solucdo sacarose 0,25 mol/L por 15 min e posteriormente 7 mL de solucdo
sacarose 0,25 mol/L por 45 minutos. O corante complexado ao muco aderido a parede
estomacal foi extraido com 10 mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L, agitando-se

intermitentemente por um minuto, a cada 30 min, durante 2 horas. Em seguida os
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fragmentos de tecidos foram retirados e as solugdes emulsificadas foram

armazenadas em refrigerador por aproximadamente 18 horas.

No dia seguinte as amostras foram resuspensas durante um minuto (1 min) e
retirada uma aliquota de 4 mL da mistura e adicionados a 4 mL de éter etilico. Em
seguida, essas solugbes foram submetidas a agitacdo por aproximadamente 2
minutos. Desta forma, a emuls&o obtida foi centrifugada por 10 minutos a 3600 rpm e
o sobrenadante foi descartado. Aliquotas de 200 uL do branco, solug¢ao padrao e dos
grupos testes foram pipetadas em placas de 96 pogos e as absorbancias foram lidas
em espectrofotometro (modelo MULTISCA, MARCA LABSYSTEMS®) com
comprimento de onda de 590 nm. A determinag¢ao da concentracéo de alcian blue foi
feita por interpolagdo em uma curva padrdo com varias concentragdes de alcian blue.

Os resultados foram expressos em mg de alcian blue/g de tecido.

4.2.3.2.5 Avaliacao da participagao das prostaglandinas na gastroprotecao

A fim de avaliar a participagcdo das prostaglandinas na atividade
gastroprotetora do estragol, foi desenvolvido o protocolo segundo Rodrigues et al.,
2010. Ratos Wistar machos foram submetidos a jejum de 24h e separados em seis
grupos. No pré-tratamento, trés grupos receberam por via oral solugéo salina 0,9% 10
mL/kg e os outros trés grupos receberam indometacina (30 mg/kg), um bloqueador de
ciclooxigenase (COX). Decorridos 30 minutos, os animais foram tratados por via oral
com Tween 80 5% (controle negativo), misoprostol 50 pug/kg (analogo da
prostaglandina — controle positivo) ou estragol 250 mg/kg. Uma hora apds o
tratamento, foi administrado o agente lesivo, etanol absoluto (4 mL/kg), por gavagem.
Apods 60 minutos, os animais foram eutanasiados, estbmagos removidos, abertos ao
longo da grande curvatura e fotografados. A area de les&o ulcerativa (ALU) foi
estimada pelo software AVSoft Bioview Spectra 4.0°.
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4.2.3.3 Atividade antioxidante
4.2.3.3.1 Determinacao dos niveis de grupamento sulfidrilico nao proteico (GSH)

Para determinar os niveis de GSH, seguiu-se o protocolo segundo Faure e
Lafond (1995). Por meio da reagdo com o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB)
as amostras de tecidos foram suspensas em EDTA 0.02M 1:10 (v/v) e picotadas com
tesoura durante 15 segundos sobre uma placa em contato com gelo. A suspenséo
resultante foi homogeneizada durante 2 minutos por meio de um homogeneizador. A
partir deste homogenato, foram retirados 400 yL e adicionou-se 320 yL de agua
destilada e 80 pL de acido tricloroacético 50%, e centrifugado a 3000 rpm a 4°C por
15 minutos. Em seguida, foram pipetados 100 pL do sobrenadante resultante em
microplaca de 96 pocos, e a estes adicionados 200 uL de Tris e 25 yL de DTNB. Esta
microplaca foi encubada a temperatura ambiente e apds 15 minutos foi realizada a
leitura em espectofotdbmetro no comprimento de onda de 412 nm. A curva de
calibragao foi feita com L-glutationa reduzida. Os valores de GSH das amostras foram
calculados pela interpolagdo dos valores com a curva padrédo e expressos em mg de
NPHS (grupos de tidis ndo protéicos)/g tecido.

4.2.3.3.2 Determinagao dos niveis de malondialdeido (MDA)

No protocolo experimental para doseamente dos niveis de MDA
(ESTERBAUER; CHEESEMAN; 1990) as amostras foram suspensas em tampao
Trizma® (tris base) 1: 5 (p/v) e cortadas com tesoura durante 15 segundos sobre uma
placa arrefecida com gelo. A suspensao resultante foi homogeneizada durante 2
minutos por meio de um de um homogeneizador e foi centrifugada a 2500 x g a 4°C
durante 10 minutos. Logo apds foram transferidos 150 pyL dos sobrenadantes para
tubos eppendorfes e adicionado 375 pyL do cromogénico (10,3 mM de1-metil-2-
fenilindol) e 113 pyL de acido cloridrico e incubados numa temperatura de 45°C em
banho maria por 30 minutos, e novamente centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 5
minutos. Em seguida foram transferidos 300 uL do sobrenadante para um microplaca
de 96 pocos e realizada a leitura no comprimento de onda 586nm. Considerando que
a cada 300 pL do sobrenadante tem-se 0,06 g de tecido, foi necessario realizar ajuste
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da concentragéo, dividindo por 0,06 e, assim, expressar os resultados como nmol de
MDA/g de tecido.

4.2.3.3.3 Determinagao dos niveis de mieloperoxidase (MPO)

Para a quantificagao da atividade da MPO foi utilizada a metodologia descrita
por Krawisz et al. (1984). Os fragmentos de tecido foram homogeneizados no tampéao
de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (0,5% em tampao fosfato sddico 50
mM, pH 6.0, 1:20 m/v) que tem fungdo de detergente, lisando os granulos dos
neutréfilos que contém a mieloperoxidase liberada na proporgcédo de 400 pL para 15
mg de tecido. O material foi centrifugado a 4500 rpm durante 12 minutos a 4°C e a
amostra submetida a um triplo processo de congelamento e descongelamento para
facilitar o rompimento das estruturas celulares e consequentemente a liberacdo da
enzima, fora isso foram coletados 50 YL do sobrenadante, ao qual adicionou-se 150
ML do tampéo de reagao (cloridrato de o-dianisidina, tampao fosfato 50 mM e H20:>
33%). A leitura foi realizada utilizando espectrofotdmetro no comprimento de onda de
460 nm, nos tempos de 0, 30 e 78 segundos e 5 minutos. A curva foi obtida com os
resultados nos tempos mencionados e selecionado o tempo de 1 minuto como aquele
que melhor representou o evento. Os resultados foram expressos como unidades de

mieloperoxidase por grama de tecido.

4.2.3.4 Mecanismo imunorregulatério

4.2.3.4.1 Determinacgao das interleucinas

Os niveis de interleucinas pré-inflamatorias (IL-18 e TNF-a) e anti-inflamatoria
(IL-10) foram determinados por meio do ensaio imunoenzimatico de ELISA (tipo
sanduiche), de acordo com Kendall et al., (1983). Os anticorpos de captura de cada
interleucina foram utilizados para sensibilizar microplacas de 96 pocos de fundo chato.
Apo6s 18h, as placas foram lavada com solugao tween 20 0,05% (tampao de lavagem)
trés vezes, bloqueada com uma solugdo de albumina sérica bovina 1% e lavada
novamente por mais trés vezes com o tampé&o de lavagem. Logo apds, um macerado
do tecido foi preparado em tampao fosfato salino (PBS) na proporgado 100 mg de tecido
para 600 yL de PBS, homogeneizado e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4°
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C. Os sobrenadantes (100 uL) foram adicionados na placa de 96 pogos e também foi
feita a curva padrdo. Essa incubada por 2h e foi realizada a lavagem da placa com
tamp&o de lavagem por trés vezes. O anticorpo secundario biotinilado (100 pL) foi
adicionado em cada pog¢o, seguido de incubagao por 2 horas e trés lavagens.

A placa foi incubada com estreptavidina durante 20 minutos e lavada trés
vezes, em seguida adicionado o substrato para revelagdo (Kit DuoSet© — R&D
Systems Catalog — DY999) seguido de incubagédo por 20 minutos. Decorrido esse
tempo, a reacgao foi interrompida adicionando 50 uL da solug¢ao de parada. Por fim, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 450 nm. Os resultados foram obtidos pela

interpolacdo com a curva padréo e expressos em pg de interleucina/mL.

4.2.3.5 Analise imunohistoquimica dos estdomagos submetidos ao modelo de

ulceras induzidas por etanol

A partir do protocolo de etanol, fragmentos de estdémago (3 ym) de 5 animais
por grupo (3 se¢des por animal) foram obtidas com um micrétomo e transferidas para
ldminas silanizadas (Dako, Glostrup, Denmark), e submetidas a processos de
desparafinizagéo e hidratagdo. Em seguida, as laminas foram lavadas com 0,3% de
Triton X-100 em tampé&o fosfato, tratadas com peroxido de hidrogénio a 3%, e
incubadas overnight a 4 °C com os seguintes anticorpos primarios e diluicoes
respectivas: ciclo-oxigenase 2 - COX-2 (1: 600); glutationa peroxidase — GPx (1: 800)
e oxido nitrico sintase - INOS (1: 500) (Santa Cruz Biotechnology, Interprise, Brasil).
Depois de lavadas com tampao fosfato, as [aminas foram incubadas com um anticorpo
secundario de estreptavidina-HRP-conjugado (Biocare médica, Concord, CA, EUA)
durante 30 minutos e a imuno reatividade para COX-2, GPx e iNOS foi realizada por
meio de um kit de detecgéo de base colorimétrica, seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante (Trek Avidina-HRP etiqueta + Kit de Biocare médica, Dako, EUA). As
amostras foram visualizadas em microscépio 6ptico (Leica DM750, Suigca) com
sistema Qwin acoplado a uma camera (Leica ICC50 HD) com lente objetiva de 400x.
A intensidade da imunocoloragao foi determinada de forma semi-quantitativa, em que
foram contadas as células marcadas da regido das lesdes (células epiteliais e da
mucosa) para a posterior analise. De cada animal foram fotografados 5 campos (area

real 327,68 x 245,76 um) dentro das definigcbes da area de analise e quantificado, pelo
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programa AVSoft Bioview® versao 4.0.1, o percentual total de células presentes

nessas regides, totalizando uma area de 1.207.959,552 ym2.

4.3 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (d.p.) ou média
+ erro padrdo (e.p.m.) (doseamentos) para os valores paramétricos, e expresos em
mediana (valor minimo - valor maximo) para dados n&o-paramétricos. Para analise
dos resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda foi realizado o teste
“1” de Student ndo pareado. Ja para os demais resultados farmacoldgicos foi utilizada
a analise de variancia de uma via “ANOVA” (dados paramétricos) ou pelo teste de
Kruskal-Wallis (dados n&o-paramétricos), seguido pelos pés testes de Dunnett e/ou
Tukey ou Dunns, respectivamente. O nivel de significancia minimo foi de p < 0,05. Os
resultados foram analisados com o software, GraphPad Prism 6.0, San Diego, CA,
EUA.

91



RESULTADOS




5.0 RESULTADOS
5.1 Ensaio toxicolégico nao clinico agudo do estragol

Apos analise dos dados, ndo foram observadas alteragcbes comportamentais
dos animais tratados com estragol nas doses 300 ou 2000 mg/kg (v.0.) quando
comparados ao grupo controle (tween 80 5%).

N&o foi verificada morte no grupo de animais (n=3) tratados com estragol (300
mg/kg). Este procedimento foi repetido com a mesma dose, e novamente ndo houve
morte dos animais. O préximo passo foi avaliar o grupo de animais tratados com
estragol a 2000 mg/kg, em que foi constatada a morte de um animal. Apds repeticéo
do tratamento sob as mesmas condi¢des, ndo foi observada morte dos animais. Com
isto, foi possivel estimar que a DL50 do estragol é maior que 2000 e menor que 5000
mg/kg, se enquadrando na categoria 5 de acordo com Sistema de Classificagéo

Harmonizada Global (GHS), como demonstrado na figura 16.

Figura 16. Estimativa da DL50 do estragol de acordo com o guia 423 da OECD

Inicio

300 mg/kg — 2000 mg/kg

3 animais 3 animais

300 mg/'kg 2000 mg/kg

3 animais 3 animais
DL:zo> 2500 mg/kg

(Categoria 5 - GHS)
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Com relagao a evolugéo ponderal e ao indice de 6rgaos nao foram observadas
alteracdes promovidas pelo estragol nas doses de 300 ou 2000 mg/kg em comparagéo
ao grupo controle. Entretanto, foram observadas alteragdes no consumo de agua e
racdo apenas no grupo tratado com estragol na dose de 2000 mg/kg quando
comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito da administragéo oral do estragol na evolugao ponderal, indice de érgaos,
consumo de agua e ragdo em camundongos Swiss machos

Parametros Tratamentos
Evolugao ponderal (g) Tween 80 5% 3E0§t:;?g;l)(lg 2503(;?1%7.'(9
Inicial 31,13+ 2,12 29,75+ 0,54 28,87 + 0,99
Final 41,90 £ 2,04 37,93+0,78 31,81+ 2,74*
indice dos 6rgaos
Figado 54,16 £ 2,77 49,72 + 4,34 56,48 + 2,52
Rins 14,02 £ 1,69 13,92+ 1,14 14,94 + 0,54
Baco 4,72 +0,95 4,09 +0,52 5,69 + 0,47
Coragéo 4,95 + 0,93 5,52 + 0,51 5,87 £ 0,35
Consumo de ragao (g)
20,57 £ 1,40 21,08 £ 1,69 12,45 + 1,68**
Consumo de agua (mL)
34,68 + 4,10 33,86 + 3,44 23,21+ 1,89*

Os resultados estdo expressos como média * d.p. (n=6). Teste “t” de Student ndo-pareado comparado
ao grupo controle (tween 80 5%), p<0,01. Para avaliagado dos 6rgaos, os valores foram expressos como
indice de 6rgaos que corresponde a divisdo do peso dos 6rgaos (mg) pelo peso dos animais (g).

5.2.1 Ulceras gastricas induzidas por etanol

Os resultados obtidos do modelo de ulcera gastrica induzida por etanol
demonstram que a administracdo oral de carbenoxolona (100 mg/kg) ou estragol
(31,25, 62,5, 125 e 250 mg/kg) reduziram significativamente (p <0,05) a area de leséo
ulcerativa (ALU) em 55 (64,49 + 5,09), 25 (108,70 £ 4,78) 69 (43,93 + 3,32), 74 (36,74
+2,34) e 95% (7,55 + 1,58) respectivamente, quando comparado com o grupo controle
negativo (Tween 80 5%), 144,2 + 12,10. Esses resultados estdo expressos no Grafico
1 e ilustrados na Figura 17.
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Grafico 1: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e estragol em ulceras gastricas
induzidas pelo etanol em ratos

Tween 80 5%
Cabernoxolona 100mg/kg
Estragol 31,25 mg/kg
Estragol 62,5 mg/kg
Estragol 125 mg/kg

Estragol 250 mg/kg

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA) F (5,34)
= 226,5; seguido do teste de Dunnett e Tukey. *** p<0,01, comparado com o grupo controle negativo
(tween 80 5%) (n= 6-8). A barra acima dos tratamentos indica a diferenga estatistica no teste de
Tukey. ALU=Area de Leséo Ulcerativa.

Figura 17. Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de ratos Wistar pré-tratados (v.0.)
com tween 80 5% (A); carbenoxolona 100 mg/kg (B); estragol 31,25 mg/kg (C), 62,5 mg/kg
(D), 125 mg/kg (E) e 250 mg/kg (F) no modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol

X T
2% &% Pe
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5.2.2 Analise histolégica
5.2.2.1 Coloragao Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes histologicos de estbmago dos grupos experimentais foram analisados
incialmente pela coloragdo HE. As camadas mucosa e submucosa do grupo normal
apresentou conservagao dos tecidos e de seus constituintes, porém a camada
muscular externa apresentou uma espessura diminuida quando comparado aos

demais grupos (figura 18A).

O grupo controle negativo apresentou perda e destruicdo de tecido epitelial na
camada mucosa, nas criptas e glandulas gastricas, com consequente diminuicdo da
espessura da camada. A muscular da mucosa apresentou-se mais delgada quando
comparada ao grupo A. Na camada submucosa os vasos sanguineos diminuiram em
numero e em varias regides desapareceram, ocorrendo também diminuig&o das fibras
colagenas e aparecimento de edema com consequente alargamento da camada. A

muscular externa apresentou caracteristicas normais (figura 18B).

O grupo tratado com carbenoxolona (100 mg/kg) apresentou preservacgéo das
camadas mucosa, submucosa e muscular externa. A camada mucosa com as criptas
gastricas, glandulas gastricas e muscular da mucosa bem preservadas, a camada
submucosa delgada e com presencga de vasos sanguineos e a muscular externa com
caracteristicas normais (figura 18C). No grupo tratado com estragol (250 mg/kg) foi
possivel identificar preservagao dos tecidos na camada mucosa, com conservagao
das criptas e glandulas gastricas e consequente recuperagdo da camada com
aumento da sua espessura. A muscular da mucosa apresenta constituicdo normal. Na
camada submucosa os vasos sanguineos estdo presentes e as fibras colagenas
preservadas com reducdo do edema. Na muscular externa os tecidos estao

preservados sem alteracao (figura 18D).
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Figura 18: Fotomicrografias coradas com HE a partir do modelo de ulceras gastricas
induzidas por etanol em ratos

Fotomicrografias representativas de estbmago dos animais dos grupos experimentais: Normal (A),
controle negativo (B), controle positivo (C), estragol 250 mg/kg (D). Camada mucosa (seta amarela),
muscular da mucosa (seta preta), camada submucosa (asterisco preto). A, B, C, e D — H&E, A.T. x10,
1500um. Fonte: CARVALHO, 2019.

5.2.2.2 Coloragao acido perioédico de Schiff (PAS)

Na coloracgéo histolégica com acido periédico de Schiff (PAS), o grupo normal
apresentou epitélio de revestimento preservado com presenga de muco sobre toda a
superficie da mucosa, criptas gastricas e glandulas gastricas na regidao do istmo
(Figura 19A).

O grupo controle negativo apresentou diminuigdo da produgdo de muco
observada pela diminuigao do depdsito de muco sobre a camada mucosa e nas criptas
gastricas. A perda do numero de células epiteliais na camada mucosa promove

redugao na produgao de muco (figura 19B).

O grupo tratado com carbenoxolona 100 mg/kg apresentou produgao de muco
protetor da mucosa gastrica normal. Esse muco € produzido pelas células mucosas

da superficie, também conhecidas por células de revestimento superficial. Com a
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preservagao do epitélio de revestimento da mucosa gastrica a produgdo de muco
ocorre normalmente podendo ser analisado pelo depdsito de muco observado sobre
a camada mucosa e nas criptas gastricas. As células produtoras de muco nao

apresentaram modificagao histoldgica (figura 19C).

O grupo tratado com estragol 250 mg/kg apresentou reconstituigdo do epitélio
de revestimento superficial e nas criptas gastricas, aumento do numero de células
mucosas e consequente estimulo na produ¢do de muco observada pelo aumento do
depdsito de muco sobre a camada mucosa, nas criptas gastricas e na porgéo inicial
das glandulas gastricas, istmo (Figura 19D).

Figura 19: Fotomicrografias coradas com PAS a partir do modelo de ulceras gastricas
induzidas por etanol em ratos

Fotomicrografias representativas de estdmago dos animais dos grupos experimentais: grupo normal
(A), grupo controle negativo (B), grupo controle positivo (C) e grupo estragol (D). Muco (cor vermelho-
purpura). A, B, Ce D - PAS, A.T.x10, 1500 um. Fonte: CARVALHO, 2019.

5.2.2.3 Coloragao Azul de Toluidina (ATO)

Nos tecidos corados com ATO observou a concentracdo dos mastocitos em

nivel de camada submucosa. O grupo normal (figura 20A) apresentou leve quantidade
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de mastdcitos, enquanto que no grupo controle negativo (figura 20B), as granulagdes
metacromaticas caracteristicas de mastdcitos diminuiram acentuadamente indicando
diminuigdo no numero de mastécitos por degranulagdo. O grupo tratado com
carbenoxolona 100 mg/kg (figura 20C) apresentou acentuada quantidade de
mastocitos presentes na camada submucosa pela observagéo dos granulos presentes
intracelularmente e no grupo tratado com estragol 250 mg/kg (figura 20D) ocorreu

reaparecimento de mastocitos na camada submucosa.

Figura 20: Fotomicrografias coradas com ATO a partir do modelo de ulceras gastricas
induzidas por etanol em ratos

Fotomicrografias representativas de estdmago dos animais dos grupos experimentais: grupo normal
(A\), grupo controle negativo (B), grupo controle positivo (C) e grupo estragol 250 mg/kg (D). Mastécitos
(cor violeta). A, B, Ce D —A.T. x10, 1500 pm. Fonte: CARVALHO, 2019.

5.2.3 Ulceras gastricas induzidas pelo estresse (Imobilizagio e frio)

Os resultados obtidos do modelo de ulcera gastrica induzida por imobilizagao
e frio demonstram que a administragéo oral de cimetidina (100 mg/kg) ou estragol

(31,25, 62,5, 125 e 250 mg/kg) reduziram o indice de lesao ulcerativa (ILU) quando
99



comparados com o controle negativo em 42, 45, 53 59 e 65%, respectivamente. Esses

resultados estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2: Efeito da administragdo oral da cimetidina e estragol em Ulceras gastricas
induzidas pelo estresse (Imobilizagdo e frio) em camundongos swiss machos

Tratamentos Doses ILU Inibigcao (%)
Tween 80 5% -- 196 + 13,5 -
Cimetidina 100 mg/kg 114 £ 4,5" 42
Estragol 31,2 mg/kg 108 £5,7" 45
62,5 mg/kg 91+7,7" 53
125 mg/kg 80+2,3" 59
250 mg/kg 697,37 65

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Anadlise de variancia de uma via (ANOVA): F(5,30)
= 210,4 seguido do teste de Dunnett: **p<0,01 e ***p<0,001, comparado com o grupo controle (Tween
80 5%) (n=8). ILU= Indice de Lesao Ulcerativo.

5.2.4 Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatério nido esteroidal

(Piroxicam)

Os resultados obtidos do modelo de ulcera gastrica induzida por AINEs
(Piroxicam) demonstraram que a administracéo oral de cimetidina (100 mg/kg) ou
estragol (31,25, 62,5, 125 e 250 mg/kg) reduziram o indice de lesdo ulcerativa (ILU)
quando comparados com o controle negativo em 42, 45, 53 59 e 65%,
respectivamente. Esses resultados estao expressos na tabela 3.

Tabela 3: Efeito da administragao oral da cimetidina e estragol em ulceras gastricas
induzidas por anti-inflamatoério ndo esteroidal (Piroxicam)

Tratamentos Doses ILU Inibigao (%)
Tween 80 5% -- 108 £ 11,3 -
Cimetidina 100 mg/kg 44 £9,6™ 59
Estragol 31,2 mg/kg 59+8,7" 46
62,5 mg/kg 57+6,6" 47
125 mgl/kg 48 £5,7 56
250 mg/kg 39+7,97 64

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F(5,36)
= 61,7 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, comparado ao grupo controle (Tween 80 5%) (n=8).
ILU= Indice de Les&o Ulcerativo.
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5.2.5 Ulceras gastricas induzidas por contensio do suco gastrico

Os resultados obtidos a partir do protocolo de ulcera gastrica induzida por
contensdo do suco gastrico demonstram que a cimetidina (100 mg/kg) ou estragol
(250 mg/kg) administrado oralmente reduziram o ILU em 42 e 52%, respectivamente,
quando comparados ao grupo controle negativo. Quando administrados pela viai.d, a
cimetidina (100 mg/kg) e o estragol (250 mg/kg) reduziram o ILU em 42 e 43%,
respectivamente, quando comparados ao controle negativo. Esses resultados estao

expressos na tabela 4.

Tabela 4: Efeito da administragao oral e intraduodenal da cimetidina e estragol, em Ulceras
gastricas induzidas por ligadura do piloro em ratos

Tratamento Via de Dose ILU Inibigcao (%)
administragao (mg/kg)
Tween 80 5% Oral - 304,90 + 19,73
Cimetidina Oral 100 175,60 £ 15,29*** 42
Estragol Oral 250 145,40 £ 9,75** 52
Tween 80 5% Intraduodenal - 340,90 £ 9,02
Cimetidina Intraduodenal 100 194,6 + 13,81%# 42
Estragol Intraduodenal 250 197,6 + 6,34 43

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA): F(2,25)
= 261,10 (v.0.) e F(2,21) = 258,90 (i.d.) seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparado ao grupo
tween 80 5% via oral e ##p<0,001 comparado ao grupo tween 80 5% via intraduodenal, (n= 10). ILU=
indice de Lesao Ulcerativo.

5.3 Investigacoes dos mecanismos de acao envolvidos no efeito gastroprotetor

do estragol

5.3.1 Mecanismo antissecretorio ou neutralizante

5.3.1.1 Avaliagao dos parametros bioquimicos do suco gastrico apés contensao
do suco gastrico (Ligadura do piloro)

A partir do protocolo de contensdo do suco gastrico foram avaliados os
parametros bioquimicos do conteudo estomacal de ratos, tais como: pH, concentracao
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de H* e volume do conteudo gastrico apds administragao de Tween 80 5%, cimetidina

100 mg/kg ou estragol 250 mg/kg pelas vias oral e intraduodenal.

De acordo com os resultados obtidos em ambas as vias em que foram
administrados o estragol ndo foram observadas alteragbes no pH nem na
concentragdo de H* em comparagdo com o grupo controle negativo. Por via
intraduodenal o estragol reduziu o volume do conteudo gastrico quando comparado
com o grupo controle negativo. Todavia, os grupos tratados com cimetidina (100
mg/kg) independente da via de administracdo, apresentaram aumento de pH,
diminuicdo da concentracdo de H* e do volume do conteudo gastrico quando
comparado com os controles negativos. Os resultados estdo expressos na tabela 5.

Tabela 5: Efeito da administracao oral e intraduodenal da cimetidina e estragol nos
parametros do conteudo gastrico apos ligadura do piloro

Tratamento Via de Dose pH [H*] Volume
administragcdo (mg/kg) (mEq/mL/4) (mL)
Tween 80 5% Oral - 3,26 £ 0,42 7,86 £ 1,42 1,59 £ 0,27
Cimetidina Oral 100 6,23 +0,73** 3,32 +1,20** 0,92 +0,16***
Estragol Oral 250 2,87 0,35 7,72 +1,46 1,81 £ 0,08
Tween 80 5% Intraduodenal - 2,56 £ 0,32 9,68 2,04 2,13 £ 0,55

Cimetidina Intraduodenal 100 4,41 +0,45"* 3,67 0,47 1,36 +0,29%

Estragol Intraduodenal 250 2,67 £ 0,26 10,32 £ 1,77 1,39 + 0,19*

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F(2,25) =
110,6, para o pH, F(2,25) = 34,57, para ions H+ e F(2,16) = 35,94, para volume (v.0.) e F(2,23) = 73,37,
para pH, F(2,23) = 41,97, para ions H+ e F(2,20) = 9,80, para volume (i.d.) seguido do teste de Dunnett: ***
p<0,001 comparado com o grupo tween 80 5% via oral e ### p<0,001, ##p<0,01, #p<0,05 comparado com
o grupo tween 80 5% via intraduodenal (n=10).

5.3.2 Mecanismos citoprotetores

5.3.2.1 Avaliagao da participagao dos grupamentos sulfidrila (SH) na atividade
gastroprotetora do estragol

A partir do modelo experimental que investiga a participagcado dos grupamentos
sufidrilas na gastroproteg&o exercida pelo estragol, foi observado que nos grupos nao
bloqueados e tratados v.o com carbenoxolona (100mg/kg) ou estragol (250 mg/kg)
ocorreu a redugcao da ALU em 94 e 98%, respectivamente, quando comparados ao

grupo controle negativo. Entretanto, nos grupos em que os animais foram pré-tratados
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com NEM (10 mg/kg - i.p), foi observado o aumento da ALU com reducé&o do efeito
gastroprotetor da carbenoxolona (100mg/kg) e estragol (250mg/kg) para 20 e 76%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle negativo. Os resultados
estdo expressos no grafico 2 e ilustrados na figura 21.

Grafico 2: Efeito da administragao oral da carbenoxolona e estragol apés pré-tratamento com
salina e NEM (i.p.) em ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F(5,31) =
328,5; seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%)
##Ht p < 0,001, comparado ao grupo NEM + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-8). A diferenga
estatistica entre os grupos ndo bloqueados e bloqueados estdo expressos nas barras horizontais acima
de cada grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibigao foi calculada em relagéo ao
respectivo controle negativo.
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Figura 21: Estdmagos de ratos pré-tratados com solucao salina 0,9% e tratados com Tween
80 5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), estragol 250mg/kg (C) ou pré-tratados com NEM e
tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e estragol 250 mg/kg (F) no
modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos grupamentos
sulfidrilas

5.3.2.2 Avaliagao da participagao do oxido nitrico (NO) na atividade
gastroprotetora do estragol

A partir do resultado obtido, foi possivel observar que nos grupos nao
bloqueados e tratados v.o com carbenoxolona (100 mg/kg) ou estragol (250 mg/kg)
ocorreram reducao da ALU em 94 e 98%, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle negativo. Porém, nos grupos pré-tratados com L-NAME (70 mg/kg) i.p,
foi observado o aumento da ALU com reducdo do efeito gastroprotetor da
carbenoxolona (100mg/kg) e estragol (250mg/kg) para 49 e 78%, respectivamente,
quando comparados com o grupo controle negativo. Os resultados estdo expressos
no grafico 3 e ilustrados na figura 22.
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Grafico 3: Efeito da administragéo oral da carbenoxolona e estragol apds pré-tratamento
com salina e L-NAME (i.p.) em ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estao expressos como média * d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA): F(5,30)
=538,9 seguido do teste de Dunnett. ~+p<0,001, comparado com o grupo controle negativo (tween 80
5%) ##p<0,001, comparado com o grupo L-NAME + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-8). A
diferenga estatistica entre os grupos ndo bloqueados e bloqueados estdo expressos nas barras
horizontais acima de cada grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibigéo foi
calculada em relag&o ao respectivo controle negativo.

Figura 22: Estdmagos de ratos pré-tratados com solucao salina 0,9% e tratados com Tween
80 5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), estragol 250mg/kg (C) ou pré-tratados com L-NAME
e tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e estragol 250 mg/kg (F) no
modelo de ulceras induzidas por etanol para avaliagdo da participacao do 6xido nitrico

A B C
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5.3.2.3 Avaliacao da participagcao dos canais para ions potassio sensiveis ao
ATP (Katp) na atividade gastroprotetora do estragol

Os resultados obtidos demonstram que a atividade gastroprotetora nos grupos
nao bloqueados e tratados i.p. com diazoxido (3 mg/kg) ou v.o com estragol (250
mg/kg) reduziram a ALU em 88 e 98%, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle negativo. Quando os animais foram pré-tratados com glibenclamida
(i.p), um bloqueador dos Katp, 0 grupo que foi tratado com estragol manteve sua
gastroprotegao, com ALU de 96%, enquanto que o grupo tratado com diazéxido, um
ativador dos Katp, teve uma reducdo da ALU para 80%, ambos comparados aos
respectivos controles negativos. Os resultados estdo expressos no grafico 4 e

ilustrados na figura 23.

Grafico 4: Efeito da administragéo oral do diazoxido e estragol apds pré-tratamento com
salina e Glibenclamida (i.p.) em ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estao expressos como média * d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F (5,30
=887,9 seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001, comparado ao grupo controle negativo (tween 80
5%), e ### p<0,001, comparado com o grupo glibenclamida + controle negativo (tween 80 5%) (n= 7-
8). A diferenca estatistica entre os grupos ndo bloqueados e bloqueados estdo expresso nas barras
horizontais acima de cada grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibi¢cao foi
calculada em relacdo ao respectivo controle negativo
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Figura 23: Estdmagos de ratos pré-tratados com solucao salina 0,9% e tratados com Tween
80 5% (A), diazéxido mg/kg (B), estragol 250mg/kg (C) ou pré-tratados com glibenclamida e
tratados com Tween 80 5%, diazoxido 3mg/kg (E) e estragol 250 mg/kg (F) no modelo de
Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis

a ATP
B c
D . E F

A

5.3.2.4 Quantificagao do muco aderido a mucosa gastrica

No modelo experimental para quantificagdo de muco gastrico, medido
indiretamente pela quantidade de alcian blue na porcao glandular estomacal, a
carbenoxolona (200 mg/kg) e o estragol (250 mg/kg) (v.0) aumentaram a quantidade
de muco aderido a mucosa gastrica em 3.247 + 152,6 e 2.723 + 299,1 pyg de alcian
blue/peso da porgao gladular (g) quando comparada com o grupo controle negativo:
2393 + 157 ug de alcian blue/peso da porgao gladular (g). Os resultados obtidos nesse
modelo estao expressos no Grafico 5.
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Grafico 5. Efeito da administragao oral da carbenoxolona e estragol na concentragédo de muco
aderido @ mucosa gastrica apés ligadura do piloro
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média * d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F(2, 19)
= 27,4 seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001 comparado com o grupo controle negativo (tween 80
5%) (n= 10).

5.3.2.5 Avaliagao da participacao das prostaglandinas no efeito gastroprotetor

do estragol

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que a atividade
gastroprotetora nos grupos ndo bloqueados e tratados v.o com misoprostol (50 pg/kg)
ou estragol (250 mg/kg) reduziram a ALU em 92 e 97%, respectivamente, quando
comparados com o grupo controle negativo. Entretanto, quando no pré-tratamento os
animais receberam indometacina (v.0),um bloqueador das COX, foi observado o
aumento da ALU com redugéo do efeito gastroprotetor do misoprostol (50ug/kg) e
estragol (250mg/kg) para 83 e 87%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo. Os resultados estdo expressos no grafico 6 e ilustrados na figura
24,

108



Grafico 6: Efeito da administragao oral de misoprostol e estragol apds pré-tratamento com
salina e Indometacina em ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Os resultados estéo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F(5,37) = 584,2
seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001, comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%), e ##p<0,001,
comparado ao grupo indometacina + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-7). A diferencga estatistica entre
os grupos nao blogueados e bloqueados esta expressa nas barras horizontais acima de cada grupo e foi
verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibigao foi calculada em relagdo ao respectivo controle

negativo.

Figura 24: Estdbmagos de ratos pré-tratados com solugéo salina 0,9% e tratados com Tween 80 5%
(A), misoprostol 50ug/kg (B), estragol 250mg/kg (C) ou pré-tratados com indometacina e tratados
com Tween 80 5% (D), Misoprostol 50ug/kg (E) e estragol 250 mg/kg (F) no modelo de ulceras
induzidas por etanol para avaliagdo da participac¢ao das prostaglandinas
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5.3.3 Atividade antioxidante

A partir do protocolo experimental de ulcera gastrica induzida por etanol foram
obtidos os tecidos para doseamento dos niveis de GSH, MDA e MPO na mucosa
gastrica.

5.3.3.1 Determinagao dos niveis de grupamentos sulfidrilicos nao proteicos
(GSH)

De acordo com os resultados obtidos foi observado que no grupo controle
negativo (19,82 + 2,4 nmol de GSH/mg de proteinas) houve reducdo dos niveis de
GSH quando comparados ao do grupo normal (41,07 + 5,1 nmol de GSH/mg de
proteinas). Entretanto, a carbenoxolona (100mg/kg) ou o estragol (125 e 250 mg/kg)
administrados por via oral aumentaram os niveis de GSH para 29,46 + 3,1 e 23,90
3,3 nmol e 28,30 £+ 2,89 de GSH/mg de proteinas, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle negativo (19,82 + 2,4 nmol de GSH/mg de proteinas).
Os resultados est&do expressos no grafico 7.

Grafico 7: Efeito da administragado oral da carbenoxolona e estragol nos niveis de GSH a
partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estéo expressos como média + e.p.m. Analise de varidncia de umavia (ANOVA): F(4,24)
= 29,1; seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80
5%) (n= 6).
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5.3.3.2 Determinacgao dos niveis de malondialdeido (MDA)

De acordo com os resultados obtidos foi observado que no grupo controle
negativo (138,50 £ 11,94 nmol de MDA/g de tecido) os niveis de MDA aumentaram
quando comparados ao do grupo normal (73,81 £ 3,9 nmol de MDA/g de tecido).
Entretanto a carbenoxolona (100 mg/kg) ou o estragol (150 e 250 mg/kg) quando
administrados via oral reduziram os niveis de MDA para 76,30 + 7,55; 73,41 £ 12,32
e 70,98 = 7,36 nmol de MDA/g de tecido, respectivamente, quando comparado ao
grupo controle negativo Tween 80 5% (138,50 £ 11,94 nmol de MDA/g de tecido). Os
resultados estdo expressos no grafico 8.

Grafico 8. Efeito da administracéo oral da carbenoxolona e estragol nos niveis de MDA a
partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estao expressos como média + e.p.m. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA): F(4,30)
= 73,7; seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%)
(n=6).

5.3.3.2 Determinacao dos niveis de mieloperoxidase (MPO)

Os resultados demonstraram que no grupo controle negativo (12,06 £ 1,20
unidade de MPO/g de tecido) os niveis de MDA aumentaram quando comparados ao
grupo normal (5,04 + 0,87 unidade de MPO/g de tecido).

Os grupos tratados v.o com carbenoxolona (100 mg/kg) e estragol (150 e 250
mg/kg), reduziram os niveis de MPO para 6,40 £ 0,97; 8,85 + 1,06 e 7,11 + 1,24
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unidade de MPO/g de tecido, respectivamente, quando comparado ao grupo controle
negativo, Tween 80 5%, 12,06 + 1,20 unidade de MPO/g de tecido. Os resultados
estdo expressos no grafico 9.

Grafico 9. Efeito da administragao oral da carbenoxolona e estragol nos niveis de MPO a
partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estéo expressos como média + e.p.m. Analise de varidncia de umavia (ANOVA): F(4,25)
= 36,8; seguido do teste de Dunnett. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%)
(n=6).

5.3.4 Investigacao da atividade imunorregulatéria
5.3.4.1 Quantificagcao das citocinas IL-1B8, TNF-a e IL-10 teciduais

De acordo com os resultados obtidos para os niveis de IL-1[3, o grupo controle
negativo (Tween 80 5%) apresentou um aumento dos niveis de IL-13 para 1.041 *
103,40 pg de IL-1B/mL quando comparado ao grupo normal (452,3 + 55,59 pg de IL-
1B/mL). Os tratamentos v.0 com carbenoxolona (100 mg/kg) ou o estragol (150 e 250
mg/kg), reduziram os niveis dessa interleucina pré-inflamatéria para 687,7 + 95,33;
877,6 +44,68 e 825,0 + 66,51 pg de IL-1B/mL, respectivamente, quando comparados
com o grupo controle negativo (Tween 80 5%), 1.041 + 103,40 pg de IL-13/mL. Esses
resultados se assemelham ao encontrado para os niveis de TNFa, no qual para o
grupo controle negativo apresentou um aumento dos niveis de TNFa para 2.628 +
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219,9 pg de TNFa/mL quando comparado ao grupo normal (1.033 + 98,33 pg de
TNFa/mL). Para os tratamentos com carbenoxolona (100 mg/kg) e o estragol (150 e
250 mg/kg) ocorreu uma redugao dos niveis do fator de necrose tumoral para 1.316
143,70; 2.338 + 222,40 e 1.527 £ 226,9 pg de TNFa/mL, respectivamente, quando
comparados ao grupo tratado apenas com Tween 80 5%, 2628 + 219,9 pg de
TNFa/mL.

A avaliagdo da capacidade imunomoduladora anti-inflamatéria foi realizada a
partir dos niveis de IL-10. O grupo controle negativo apresentou uma redugao dos
niveis de IL-10 para 48,64 + 9,88 pg de IL-10/mL quando comparado ao grupo normal
(282,8 £ 24,45 pg de IL-10/mL). Os tratamentos com carbenoxolona (100 mg/kg) ou o
estragol (150 e 250 mg/kg), aumentaram os niveis de IL-10 para 242,9 + 10,04; 150,6
+ 31,10 e 271,6 £ 14,7 pg de IL-10/mL, respectivamente, quando comparados com o
grupo tratado apenas com Tween 80 5%, 48,64 £+ 9,88 pg de IL-10/mL. Os resultados
correspondentes & imunomodulag&o estao representados no grafico 10.
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Grafico 10. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e estragol nos niveis de IL-13 (A),
TNF-a (B) e IL-10 (C) a partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Tratamentos
Os resultados estao expressos como média + e.p.m. Analise de varidncia de uma via (ANOVA): (A)

F(4,23) = 43,6; (B) F(4,22) = 50,81; (C) F(4,20) = 123,6, seguido do teste de Dunnett. * p<0,05; ***p <
0,001 comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%) (n= 6).
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5.3.5 Analise imunohistoquimica dos estomagos submetidos ao modelo de

ulceras por etanol

A partir dos resultados foi possivel observar uma reducgao da expressao de
GPx nos animais do grupo controle negativo (Tween 80 5%) para 33,15 (25,9-54,2)
quando comparado ao grupo normal 106,0 (86,3-136,5). O tratamento com o estragol
aumentou a imunomarcagéo com GPx para 80,3 (69,0-102,5) quando comparado ao
grupo controle negativo. Esses dados estao expressos na tabela 6 e representados

na figura 25.

Na avaliacdo da imunomarcagdo com iNOS os resultados mostraram que
houve um aumento da imunomarcagdo com essa enzima nos animais do controle
negativo para 415,8 (400,0-450,7) quando comparado ao grupo normal 25,32 (17,4-
38,1). O tratamento com estragol diminui a imunomarcagdo com iINOS para 346,7
(323,0-369,1) quando comparado ao grupo controle negativo, conforme representado
na tabela 6 e expressos na Figura 26.

Ja os resultados para avaliacdo da imunomarcagdo com COX-2 mostraram
um aumento da sua imunomarcagdo nos animais do grupo controle negativo para
408,6 (358,5-472,3), quando comparado ao grupo normal 130,0 (112,8-153,4). O
tratamento com estragol (250 mg/kg-v.0) aumentou a imunomarcagdo com COX-2
para 951,2 (903,4-1093,0) quando comparado aos grupo controle negativo. Conforme
apresentados na tabela 6 e expressos na figura 27.
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Tabela 6. Efeito da administragdo oral do estragol sobre a imunomarcagcdo com glutationa peroxidase (GPx), sintase do 6xido nitrico induzida
(INOS) e cicloxigenase 2 (COX-2) em amostras de estdmago de ratos

Tratamento Dose GPx (um2) iNOS (um2) COX-2 (um2)
Normal - 106,0 (86,3-136,5) 25,32 (17,4-38,1) 130,0 (112,8-153,4)
Tween 80 5% 10 mL/kg 33,15 (25,9-54,2)"# 415,8 (400,0-450,7 ) 408,6 (358,5-472,3 )
Carbenoxolona 100 mg/kg 99,1 (89,4-119,7)*** 263,2 (213,7-334,7)*** 1028 (947,6-1155,0)***
Estragol 250 mg/kg 80,3 (69,0-102,5)*** 346,7 (323,0-369,1)* 951,2 (903,4-1093,0)***

Os resultados estdo expressos em mediana (minimo-maximo) dos parametros analisados (n = 5, 3 sessdes por animal). Teste de Kruskall Walis e teste a
posterior de Dunn. ***p<0,001 *p<0,05 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%); ##p<0,001, comparado ao normal.



Figura 25. Fotomicrografias com marcacdo imunohistoquimica para glutationa peroxidase (GPx) em amostras de estdmago de ratos submetidos
ao etanol. A-Normal; B- Tween 80 5% (10 mL/kg); C- Carbenoxolona (100 mg/kg); D- Estragol (250 mg/kg). Escala: 50 ym. 400x
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Figura 26. Fotomicrografias com marcagao imunohistoquimica para sintase do 6xido nitrico induzida (iNOS) em amostras de estdbmago de ratos
submetidos ao etanol. A-Normal; B- Tween 80 5% (10 mL/kg); C- Carbenoxolona (100 mg/kg); D- Estragol (250 mg/kg). Escala: 50 um. 400x
Saline Tween 80 5%
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Figura 27. Fotomicrografias com marcagao imunohistoquimica para ciclooxigenase 2 (COX-2; ) em amostras de estbmago de ratos submetidos
ao etanol. A-Normal; B- Tween 80 5% (10 mL/kg); C- Carbenoxolona (100 mg/kg); D- Estragol (250 mg/kg). Escala: 50 ym. 400x
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6.0 DISCUSSAO

Entre os produtos naturais mais estudados estao as plantas medicinais e seus
metabdlitos, dotados de diversas atividades terapéuticas ou até efeitos tdxicos
desencadeados pelo seu uso irracional, diante disto se faz necessario pesquisas que
tanto comprovem sua atividade farmacoldgica quanto garanta seu uso seguro e eficaz
(MAJEED et al., 2012; RODRIGUES et al., 2016).

Devido as inumeras atividades biolégicas que as plantas medicinais
apresentam, cada vez mais tem sido despertado o interesse da industria farmacéutica,
servindo ora como protétipo para desenvolvimento de moléculas sintéticas
semelhantes as moléculas existente na natureza (produtos sintéticos), ou a produgao
do mesmo em escala industrial, ora como substrato pra o aperfeicoamento ou
minimizacao de custos de moléculas, devido ao complexo processo de sintese
(BRAZ-FILHO, 2010; NEWMAN; CRAGG, 2016).

O avancgo de técnicas mais modernas, a exemplo da biologia molecular e
engenharia genética, tem proporcionado uma melhor manipulagdo dos metabdlitos
secundarios com relacao a obtencao de uma maior quantidade desses compostos ou
como marcadores moleculares para a escolha de plantas medicinais com menores
propriedades toxicas, ou até mesmo clonar enzimas essenciais na via biossintética de
fenilpropanoides (LEMOS, 2006; SA et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios embora n&o participem diretamente no
crescimento e no desenvolvimento de plantas, sdo de fundamental importancia para
sua defesa diante das mais adversas condigbes (LEMOS 2006; RODRIGUES et al.,
2016) e podem ser caracterizados de acordo com sua via de sintese em diferentes
classes, como os alcaloides, flavonoides (SHAO; BAO, 2019), terpenos, esteroides,
compostos fendlicos e fenilpropandides (GUO 2017).

Os fenilpropanoides fazem parte de uma classe de compostos organicos
sintetizadas em microrganismos e organismos vegetais a partir do aminoacido
fenilalanina e composto por uma jungao do grupo fenila (anel aromatico) e uma cadeia
lateral de trés carbonos (grupo propila), que é sintetizado a partir da fenilalanina na
primeira etapa na biossintese de fenilpropanoides (GUO 2017). Sdo fontes de
pesquisas devido a ampla diversidade de atividades bioldgicas, como: antioxidante
(MATSUDA et al., 2003; SOKMEN et al., 2005; MATEEN et al., 2018; LIMA FILHO et
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al., 2018), vasodilatadora (ANDRADE et al., 2017) anti-inflamatério (WANG; ZHANG.,
2005; PONTE et al., 2012) e imunomodulador (SA et al., 2014; LEMOS et al., 2016).

O estragol é um composto orgénico de ocorréncia natural como constituinte
de dleos essenciais de muitas espécies vegetais, como Ravensara anisata, Ocimum
basilicum e Croton zehntneri. Pertencente a classe dos fenilpropanoides pela via
biossintética do acido chiquimico sendo classificado como aldeidos cindmicos
(LEVORATO et al., 2018). Varias atividades biolégicas ja foram descritas na literatura,
com destaque para atividade antioxidante (MORAIS et al., 2006) e anti-inflamatoria
(PONTES et al., 2012; IUNKLAUS; ALMEIDA 2018). Entretanto, ndo foram
encontrados estudos de atividade gastroprotetora, o que motivou o desenvolvimento
desse estudo.

Na perspectiva de validar o uso do estragol, inicialmente foi realizada uma
investigacao toxicologica de acordo com as diretrizes da Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD 423, 2001). Esses estudos sao necessarios
para prever e prevenir os efeitos colaterais e/ou adversos, bem como definir uma faixa
terapéutica segura para sua utilizacado (BRANNEN et al., 2016).

No Brasil esses estudos sdo recomendados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resoluc¢do N° 80 e no Guia para condugao
de estudos nao-clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica necessarios para o
desenvolvimento de medicamentos. Esses protocolos estabelecem a investigagao e
avaliagao de sinais téxicos provindos da administracdo de uma substancia teste por
um periodo de tempo de 24 horas, durante 14 dias apds a administragao, sob rigorosa
observacdo. E recomendada a utilizacdo de duas espécies de mamiferos e duas vias
de administragéo, a via parenteral (primaria) e a via pretendida para administragao da
droga teste em humanos, que seja também utilizado métodos alternativos para
determinagao da dose letal 50% (DL50) conforme citado no guia 423 da OECD guide
(ANVISA, 2013).

O valor da DL50 foi estimado por meio da classificacdo de substancias
quimicas (OECD, 2001). Para isso seguiu-se os anexos 2C e 2D da OECD 423, 2001
em que foram utilizados camundongos swiss machos para observagao de possiveis
sinais toxicolégicos.

A OECD 423 preconiza a avaliagdo de toxicidade aguda em duas etapas,

utiizando um numero amostral reduzido de trés animais do mesmo sexo e
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identificando se ha toxicidade pela constatacao de morte ou qualquer debilidade em
seu estado fisioldgico normal apds a administragao da substancia teste nas doses de
300 e 2000 mg/kg. Isso visa garantir a reprodutibilidade e confiabilidade do método e
auxiliar na escolha das doses para estudos farmacolégicos subsequentes (OECD,
2001).

De acordo com os parametros avaliados pelo protocolo, pode inferi que a
morte constatada no grupo tratado com a maior dose foi um caso isolado, deste modo,
a DLsp foi estimada como sendo maior que 2000 e menor que 5000 mg/kg e
enquadrada na categoria 5 do guia da OECD, podendo afirmar que o estragol tem uso
seguro, quando administrado nas condi¢bes avaliadas.

Resultados semelhantes foram observados em um estudo desenvolvido por
Silva-Alves e colaboradores (2013) que estimaram a DL50 do estragol em 2000 mg/kg
por via oral em ratos sem presenca d emortes. Outros fenilpropanoides também
possuem DL50 na categoria 5 da OECD, a exemplo do anetol (MATEEN et al., 2018),
a siringina (SA et al., 2014) e o eugenol (ANDRADE et al., 2017) quando avaliados
quanto a sua toxicidade.

Na avaliagdo ponderal dos animais foi observado que o grupo tratado com
estragol (300 mg/kg - v.0) ndo apresentou alteragcdes no indice de ganho de massa
corporal, porém, os animais tratados com estragol na dose de 2000 mg/kg
apresentaram redugdo do ganho de massa corporal em comparagdo ao grupo
controle, o que pode ser atribuido a diminuigdo do consumo de agua e ragao deste
grupo.

O indice de 6rgaos é calculado considerando a razao entre o peso do 6rgao
pelo peso do animal e vem sendo utilizado como uma ferramenta preditiva de
toxicidade, sendo considerado um parametro mais sensivel do que o peso do 6rgao
(DEMMA et al., 2007). Diante dos resultados obtidos nao foram observadas diferencas
nos indices de 6rgaos dos animais tratados com estragol nas doses de 300 e 2000
mg/kg quando comparado ao grupo Tween 80 5%, assim como também nao foram
evidenciadas mudangas macroscépicas nos orgaos apés 14 dias da administragao da
substancia teste, o que sugere que a administragdo oral do estragol possui boa
margem de seguranga, quando analisada nas condigdes avaliadas.

Os resultados observados corroboram com estudo realizado por Abdalla e

colaboradores (2018) diante da investigagcdo da toxicidade do fenilpropanoide
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acetdxichavicol em modelos de toxicidade aguda e subaguda em ratos, em que nao
houve diferenga do indice de 6rgaos dos animais tratados com a substancia teste,
quando comparado com o grupo controle.

Em relacdo ao consumo de agua e ragéo dos animais tratados via oral com
estragol (2000 mg/kg), a reducdo do consumo pode significar envolvimento da
substancia teste em alguma via de inibicdo do apetite e/ou sede, porém estudos mais
especificos se fazem necessarios.

Os resultados obtidos corroboram com os descritos por Coelho-de-Souza e
colaboradores (2018) ao investigar a toxicidade do trans-anetol (isémero de posigao
do estragol), em que foi observado uma diminuigdo da ingesta de agua e ragao dos
animais tratados com anetol e consequente diminuicdo do ganho de peso em altas
doses, sugerindo portanto uma possivel agdo de inibicdo do apetite e sede por
problemas relacionadas a palatabilidade quando adicionado a dieta.

Diante dos resultados € possivel inferir que o estragol apresentou baixo grau
de toxicidade nas condigbes avaliadas. Esses resultados indicam que existe uma
relativa margem de seguranga para o uso do estragol como possivel agente
terapéutico, embora estudos toxicoldégicos adicionais sejam necessarios,
principalmente o de doses repetidas (ANVISA, 2013).

Um estudo feito por Smith e colaboradores em 2002 demonstrou o uso seguro
para consumo de derivados do alilalcoxibenzeno (estragol e metil eugenol) como
flavorizantes de diversos produtos, sendo amplamente utilizado na industria
alimenticia.

Além disso, esses resultados corroboram com estudos descritos por
(ABDALLA et al., 2018; KOLAJ et al., 2018) que confirmam a baixa toxicidade de
fenilpropanoides em modelos murinos, a exemplo do eugenol em que foi estabelecia
a DL50 em 1,93 g/kg para ratos (OLIVEIRA et al 2014) e 3000 mg/kg para
camundongos (SAX, 2004).

Considerando a DL50 estimada do estragol, a falta de estudos da atividade
gastroprotetora e os dados existentes na literatura, especialmente referentes a
atividade anti-inflamatoria a partir da dose de 30 mg/kg (PONTE et al, 2012), serviram
como escolha das doses (31,25, 62,5, 125 e 250 mg/kg) para o desenvolvimento dos

nossos estudos farmacolégicos.
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Nessa perspectiva esse estudo foi realizado com o objetivo de investigar a
atividade gastroprotetora do estragol a partir de modelos experimentais de indugao
aguda de Ulcera gastrica pelos agentes lesivos etanol absoluto, estresse por
imobilizagao e frio, por AINEs e por contensao do suco gastrico, além de investigar os
mecanismos de agao relacionados a essa atividade gastroprotetora.

O modelo experimental a ser utilizado pata avaliar o estragol foi o de ulceras
gastricas induzidas por etanol absoluto. Esse modelo busca mimetizar as lesdes
gastricas causadas pelaingesta de bebidas alcdolicas em humanos. Embora nao seja
um modelo especifico, uma vez que esta esta relacionado com diferentes
mecanismos, a exemplo do antissecretério, citoprotetor e antioxidante, ele nos permite
uma visao geral sobre a capacidade gastroprotetora da substancia teste e sua
reprodutibilidade garante uma melhor compreensdo do surgimento dessas lesdes
gastricas (SUZUKI et al., 2011; DA SILVA et al., 2018).

A patogénese do tecido epitelial gastrico em decorréncia do uso de alcool
pode ser justificada pelo aumento da expressao de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias nos processos de peroxidagao lipidica, da geragao de espécies reativas
de oxigénio ocasionando dano oxidativo celular, altera¢gdes na permeabilidade
vascular e despolarizagdo da membrana mitocondrial e inibicdo da expressao de
proteinas envolvidas na citoprpte¢cdo (HSPs e PGE>) (IBRAHIM et al., 2016; STEVEN
et al., 2016).

O etanol causa dano a mucosa gastrica por mecanismos relacionados a
reducdo dos fatores protetores da mucosa, sendo rapidamente absorvido e em
contato direto com as células epiteliais causa necrose e desestabilizacdo da camada
de muco com retrodifusdo dos H* para a célula epitelial (CHOI et al., 2009; STEVEN
et al., 2016) resultando em processos inflamatoérios que agravam o tecido ja lesionado
(AMARAL et al 2013). Além disso, a perda da integridade vascular resulta em
infiltracdo de células inflamatdrias (leucdcitos, mastoécitos, eosinéfilo), inibicdo dos
fatores de crescimento celular, estimulacao das vias de apoptoses e peroxidacao
lipidica (STEVEN et al., 2016).

A via de metabolizacdo do etanol se da por meio da enzima hepatica do
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que induz sua oxidagao e formacao do acetaldeido.
Esse metabdlito diminui a disponibilidade do sitema antioxidante, como a glutationa
peroxidase e reduzida, o que resulta na superproducao de EROs (radical hidroxila,
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peréxido de hidrogénio e anion superdxido) (ZHENG et al., 2014). Esses produtos tém
a capacidade de inibir ou esgotar antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos
endogenos, causando estresse oxidativo e apoptose celular. Esse agente lesivo
também estimula a liberagao de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). O estimulo de modo continuo dessas
citocinas promovem disfungdes imunes e ativa a via de sinalizacao do fator nuclear
kB (NFkB), que sinaliza aumento da resposta inflamatéria e dano tecidual (HUSSEIN
et al., 2016; XU et al., 2018).

O reparo tecidual frente as lesdes no epitélio gastrico envolve mecanismos de
defesa, dentre eles a proliferacao celular, renovagao de glandulas (em especial as
células caliciformes que sdo responsaveis pela produgao e secrecdo de muco e
consequentemente neutralizagdo do HCI), formagdo de tecidos de granulagao,
angiogénese e reestruturagado da matrix extracelular. Esse processo de recuperagao
tecidual também é controlado pelas citocinas interleucina-4, interlecuina-10 e
interleucina-13; pelo fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de transformagao de crescimento-g (TGF-) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); e por hormdnios, como a gastrina, a
colecistocinina e os peptideos exdgenos (a grelina, a orexina A e a obestatina). Todos
esses mecanismos resultam na cicatrizacao do tecido lesionado, porém ocorre perda
parcial tanto da fungdo quanto da arquitetura do tecido (TARNAWSKI, 2010; SATO et
al., 2014; NIU et al., 2016; CHEN et al., 2017).

Com base dos resultados avaliados é possivel inferir que o estragol exerce
efeito gastroprotetor sobre a mucosa gastrica, e isso pode estar relacionado a
mecanismos citoprotetor, antissecretdrio, antioxidante e/ou imunorregulatério. Esses
resultados corroboram aos estudos com outros fenilpropanoides: Acetochavicol
(MATSUDA et al., 2003), acido isoferulico (MIRANDA et al., 2015) e eugenol
(CAPASSO et al., 2000), que reduziram tanto a quantidade quanto a gravidade das
lesdes gastricas quando avaliados no modelo de etanol.

Estudos realizados com o 6leo essencial de Croton zehntneri (FREIRE et al.,
2005) e com anetol (COELHO-DE-SOUZA et al., 2012) também apresentaram
atividade gastroprotetora frente ao modelo de indugao de Ulceras gastricas por etanol,

com reducao da area de lesao ulcerativa.
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O estragol reduziu a area de leséao ulcerativa (ALU) de acordo com o0 aumento
das doses testadas. A partir desse resultado foi observado que a dose mais efetiva do
estragol foi a de 250 mg/kg.

Com relagdo a andlise histolégica foi observado que os animais tratados
apenas com etanol (grupo controle negativo) foram marcados por lesbes extensas
com corpos apoptoéticos e com destruicdo da arquitetura tecidual, associado a uma
reducao e esfoliagdo da camada mucosa do estdbmago. Entretanto, o tratamento com
o estragol (250 mg/kg) reduziu os parametros inflamatérios em Idaminas coradas com
hematoxilina e eosina (HE), acido periddico de schiff (PAS) e azul de toluidina (ATO)
quando comparados ao controle negativo e péde estimular a substituicdo de granulos
de mastdcitos, sem alteragdes inflamatérias significativas nas camadas tissulares da
mucosa, com protegdo e deposicdo de muco nas paredes gastrointestinais,
protegendo a camada epitelial do estbmago contra os efeitos lesivos do conteudo
gastrico.

Estudos anteriores com os fenilpropanoides seringina (SUNDARAM; RAO,
2016) e p-cumarato (FILHO LIMA et al., 2018) demonstraram suas capacidades de
protegerem o revestimento mucoso do estdbmago dos danos oxidativos por inibi¢ao da
peroxidagao lipidica e eliminagao dos radicais livres, importantes agentes causadores
de ulceras gastricas (SAGUN et al., 2017).

Deste modo, pode-se inferir que a reducao das lesdes ulcerativas produzidas
pelo estragol pode estar intimamente relacionada com uma possivel atividade
citoprotetora, antioxidante e/ou imunorregulatéria (SINGH et al., 2016; SAGUN et al.,
2017).

Diante dos resultados promissores obtidos, o proximo passo foi investigar a
atividade do estragol sobre os reflexos vago-vagais a partir do modelo de ulcera
gastrica induzida pelo estresse por imobilizagdo e frio para investigar se a atividade
gastroprotetora pode estar relacionada a uma possivel atividade antissecretodria.

A fiosiopatologia das ulceras gastricas induzidas pelo estresse em animais
manifesta-se como lesbes gastricas hemorragicas e assemelha-se aos danos na
mucosa relacionados a condigdo de estresse em individuos que passam por cirurgias,
traumas, sepse, queimaduras graves ou outras doengas de grave intensidade
(BREGONZIO et al., 2003).
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O estresse induz lesdes na mucosa gastrica por meio de diversos fatores,
dentre eles a vulnerabilidade individual, estimulagdo de vias cerebrais especificas
reguladoras da fungédo autondmica, diminuigdo do fluxo sanguineo para a mucosa,
aumento da contratilidade muscular, degranulagdo de mastocitos, ativagdo de
leucdcitos e aumento da geragdo de radicais livres resultando em aumento da
peroxidagdo lipidica (OVERMIER; MURISON, 2000; BREGONZIO et al., 2003;
SAXENA; SINGH, 2017).

As ulceras causadas pelo protocolo de estresse por imobilizacao e frio séo
mais acentuadas na regido do fundo do estémago e apresentam semelhangas com
as Ulceras causadas por estresse no homem quando comparada a outros protocolos
experimentais a exemplo do nada forgcado. Nesse modelo, as condi¢cdes impostas de
temperatura influencia acentuadamente a diminuicdo do fluxo sanguineo, o que
resulta em isquemia seguida de reperfusdo e aumento da permeabilidade
microvascular gastrica. A isquemia seguida de reperfusdo e diminuigdo dos niveis de
hexosamina, um marcador da integridade da mucosa, sdo estados patoldgicos de
danos a mucosa gastrica (MOJZIS et al., 1996; BREGONZIO et al 2003; SAXENA;
SINGH, 2017).

Diante o processo de estresse ocorre a estimulacdo do eixo hipotalamico-
pituitario adrenal (HPA) e ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico e
parassimpatico, bem como ativagéo do sistema imunolégico central e periférico, com
consequente isquemia, estresse oxidativo, reducado dos niveis de protaglandinas,
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, aumento da secregao gastrica e diminuigao
da secrecdo de muco (MORSY et al, 2012; DOSTAL et al., 2017). Os niveis
sanguineos do horménio estimulante da tireoide (TSH) aumentam durante o estresse
por contengcédo e submissao ao frio, desempenhando um papel patogénico por meio
do aumento na secregao acida gastrica e motilidade do TGI devido a degranulagéo de
mastdcitos e liberagdo exacerbada de histamina sinergicamente com a liberagao de
acetilcolina pelo sistema parassimpatico (CHO; OGLE, 1979; TANAKA et al., 2007;
SHAH et al., 2016).

O aumento da peroxidacao lipidica, de EROs e citocinas pré-inflamatérias
(NF-kB, Mieloperoxidase e TNF-a) no tecido gastrico sdo caracteristicas da
patogénese de lesdes gastricas nesse modelo experimental, a isso também esta
associado o aumento da secregéo gastrica, motilidade intestinal, permeabilidade da
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mucosa e fungdo de barreira, sensibilidade visceral e uma alteragdo no fluxo
sanguineo mucoso, com danos estruturais da mucosa que resultam em apoptose
celular (YE et al., 2013; SHAH et al., 2016; POLAT et al., 2017).

Deste modo, considerando que o estragol reduziu as lesdes ulcerativas no
modelo de inducao de ulcera por estresse por imobilizacao e frio, pode-se inferir que
a atividade gastroprotetora do estragol possivelmente envolve os mecanismos
antissecretério (por regulagao da secregao excessiva de H*), antioxidante (por inibicao
da formagcdo de EROs e peroxidagao lipidica), bem como anti-inflamatério (por
regulagao de citocinas pré-inflamatdrias) (SHAH et al., 2016; POLAT et al., 2017).

Os resultado corroboram aos estudos realizados com o 6leo essencial de
Croton zehntneri e do anetol (Coelho-de-souza et al., 2012) nesse mesmo modelo de
estresse em que reduziram a area de lesao ulcerativa. Estudos realizado com extrato
da folha de Cinnamomum tamala (ESWARAN et al., 2010) contendo o fenilpropanoide
eugenol também apresentou atividade gastroprotetora quando avaliado no modelo de
inducao de ulcera pelo estresse por imobilizacéo e frio.

O proximo passo desse estudo foi avaliar a atividade gastroprotetora do
estragol no modelo de indugdo aguda de Ulceras gastricas pelo uso de anti-
inflamatdrio ndo esteroidal (AINE), utilizando o piroxicam como agente lesivo. A agao
gastroprotetora avaliada nesse modelo envolve possiveis atividades citoprotetora e/ou
antissecretoria.

As Ulceras gastricas resultante do uso continuo dos AINEs pode estar
relacionada aos mecanismos que incluem a permeabilizacdo da membrana celular do
epitélio gastrico, a inibigdo da enzima ciclooxigenase (COX) e consequentemente das
prostaglandinas gastroprotetoras e a produgdo de mediadores proé-inflamatorios
adicionais. Atualmente, devido ao aumento da expectativa de vida os AINEs sao
considerados um dos principais agentes etiolégicos da ulcera gastrica, e pode estar
relacionado ao tipo de medicamento usado (seletivo ou ndo seletivo), dose e tempo
de uso (SINHA et al., 2013; SOSTRES; LANAS, 2016).

A fiosiopatologia das ulceras gastricas induzidas pelo uso continuo de AINEs
pode ser justificada pela sua agao local ou sistémica. Efeitos lesivos locais podem ser
justificados pela ligagado dos AINEs a monocamada de fosfolipideos (MATSUI et al.,
2010; SINHA et al., 2013; SCHEIMAN, 2016) resultando em desestabilizagdo da
camada de muco e inibigdo da secre¢ao de bicarbonato, vasoconstricgdo (causando
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hipdxia do tecido local), atividade pro-oxidante (gerando espécies reativas de oxigénio
ROS), peroxidacéo lipidica e atenuagao dos sistemas antioxidantes enddgenos do
muco (SINHA et al., 2013; SCHEIMAN, 2016; BASTAKI et al., 2017). Ja no efeito
sistémico ocorre inibicdo das isoformas da enzima ciclooxigenase (COX), a COX-1 e
COX-2, que resulta no enfraquecimento da barreira epitelial da mucosa e consequente
lesao pela agéo corosiva do acido cloridrico e agao proteolitica (pepsina). A diminuigao
das prostaglandinas na mucosa é considerada a mais importante causa das lesdes
gastricas induzidas por AINEs, sobretudo pela inibicdo da prostaglandina da série E»
(PGE2) que tem um papel essencial na manutencdo da integridade da defesa da
mucosa gastrica, estimulando a sintese e a secre¢cdo de muco e bicarbonato,
aumentando o fluxo sanguineo da mucosa e promovendo a proliferagdo epitelial
(GUDIS; CHOITSU SAKAMOTO, 2005; MATSUI et al., 2010; ZHENG et al., 2014).

Além disso, as prostaglandinas também atuam na regulagéo dos processos
de reparo das células da mucosa e suprime os fatores agressivos, como a secregao
de acido e pepsina, inibe a infiltragdo de células pro-inflamatérias e melhora a
resisténcia das células epiteliais contra danos potenciais por citotoxinas (HEEBA et
al., 2009; ZAKARIA et al., 2016).

A inibicdo da COX e da sintese de PG pelos AINEs promove ativacao
simultdnea da via da lipooxigenase e aumento da sintese de leucotrienos do tipo B4
e de fatores quimiotaticos (GHOSH et al., 2015). Os leucotrienos causam inflamagéao
e isquemia dos tecidos levando a lesdo da mucosa gastrica, bem como aumento da
producao de mediadores pré-inflamatérios a exemplo dos fatores de necrose tumoral
(TNFs), resultando em oclusao dos microvasos gastricos, reducao do fluxo sanguineo
e liberagdo de radicais livres derivados do oxigénio mediada pelos neutréfilos. Os
radicais livres de oxigénio reagem com acidos graxos poliinsaturados da mucosa,
causando a peroxidacao lipidica e o dano tecidual (SINHA et al., 2013; ZHENG et al.,
2014; GHOSH et al., 2015; BOEING et al., 2016).

O estresse oxidativo causado pelos AINEs €& acentuado pelo dano
mitocondrial causado por sua retengao intracelularmente no interior das mitocondrias,
promovendo o desacoplamento da fosforilagcao oxidativa, liberacédo do citocromo ¢ do
espaco intracelular e liberagdo de ROS, como superdxido e perdoxido de hidrogénio,

causando ativacao de caspase 9, caspase 3 e peroxidacao lipidica celular, resultando
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em apoptose celular e ruptura da barreira epitelial (TOMISATO et al., 2001; OTT et
al., 2007; SINHA et al 2013; UTZERI; USAI, 2017).

No modelo experimental de ulceras gastricas induzidas por AINEs (piroxicam)
o estragol apresentou atividade em todas as doses avaliadas, o que sugere que um
dos mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora do estragol possa envolver
a modulagao positiva da sintese de PGs, o que pode levar ao aumento na sintese de
muco e bicarbonato, bem como ao aumento do fluxo sanguineo gastrico, da atividade
antioxidante e redugao na secregéo de acido gastrico (GHOSH et al., 2015; BOEING
et al., 2016; LANAS, 2016) .

Esse resultado corrobora com os achados para o 6leo essencial de Croton
zehntneri e anetol (COELHO-DE-SOUZA et al.,, 2012) em que em que ocorreu
redugéo da area de lesdo ulcerativa. Ja estudos realizados com o eugenol (MORSY;
FOUAD, 2008; SANTIN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014) e o acido caféico (LEE et
al., 2010) demonstraram que o pré-tratamento com as doses de 100 mg/kg e 200
mg/kg, respectivamente, também reduziram as Ulceras gastricas por reducédo da a
secrecao de acido gastrico e a atividade de pepsina e aumentou a concentragao de
mucina gastrica no modelo de ulcera induzida por indometacina em murinos.

O proximo passo deste estudo foi avaliar a atividade do estragol no modelo
agudo de ulcera gastrica induzida pela contensdo do suco gastrico pela via oral e
intraduodenal. Para isso foi utilizado o modelo de ligadura do piloro que € um
procedimento padrao para avaliar a agado do estragol sobre o suco gastrico apods
obstrucdo mecénica (DA SILVA et al., 2018).

As lesdes gastricas causadas pela ligadura do piloro sdo resultantes de
secregoes exacerbadas de acido gastrico e pepsina (XU et al., 2016), provocando
reducao do pH gastrico pelo prolongado tempo de contato com a secreg¢ao de acido.
Essa obstrucao induz a peroxidacao lipidica e dano ao DNA, resultando em estresse
oxidativo e lesdes na mucosa gastrica (BISHR, 2016, WANG et al., 2018). O modelo
escolhido simula a condi¢cdo clinica de constipacao crénica, resultando em baixo
esvaziamento gastrico e maior tempo de contato do acido com o lumen, com danos
na mucosa (SOFIDIYA et al., 2015).

A patogénese das Uulceras gastricas induzidas pela ligadura pilorica é
resultado do aumento dos reflexos vago-vagais e estimulo da secreg¢do de acido

gastrico, com redugao do esvaziamento gastrico, o que resulta na exposigao do lumen
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gastrico ao acido retido na mucosa (SHAY et al., 1945; DA SILVA et al., 2018; WANG
et al., 2018). A secregao acida excessiva estimula a liberagdo da enzima pepsina e,
em seguida, aumenta a autodigestdo da mucosa gastrica (BISHR, 2016; ZHANG et
al., 2014; WANG et al., 2018). O estimulo dos receptores de pressao
(mecanorreceptores) do lumen gastrico ocorre ativagao do reflexo vago-vagal gerando
uma hipersecre¢do de acido gastrico. A distensédo gastrica produz um sistema de
retroalimentacdo positiva, gerado pela liberagdo do horménio gastrina e do
neurotransmissor acetilcolina, responsaveis pela ativacao da célula parietal e ativacao
da bomba de prétons (SCHUBERT, 2016, DA SILVA et al., 2018; WANG et al., 2018).

As lesdes ulcerativas induzidas neste modelo também estdo associadas ao
desequilibrio nos niveis dos marcadores do estresse oxidativ (aumento de MDA e
diminui¢do de SOD e GSH) dimunuigédo da defesa da mucosa, aumento da descarga
vagal, da degranulagéo de mastocitos e da liberacdo do horménio histamina no tecido
gastrico, o que resulta em danos as células superficiais da mucosa (BAFNA;
BALARAMAN, 2011; ZAGHLOOL et al., 2015). Além disso, os danos causados pela
ligadura da regiao pildrica alteram niveis de prostaglandinas e interleucinas protetoras
da mucosa gastrica (SOFIDIYA et al., 2015).

O estragol quando administrado, tanto por via oral quanto por via
intraduodenal, reduziu o indice de lesao ulcerativa, o que sugere que essa substancia
exerce seu efeito gastroprotetor por agao local e sistémica.

Os resultados obtidos corroboram aos estudos obtidos por outros
fenilpropanoides descritos na literatura, como anetol (COELHO-DE-SOUZA et al.,
2012), seringina (SUNDARAM; RAQO, 2016) e eugenol (SANTIN et al 2010; OLIVEIRA
et al., 2014) em que também demonstraram gastroprote¢gdo quando avaliados no
modelo de contens&o do suco gastrico.

Para avaliar os mecanismos envolvidos na gastroprotecéo inicialmente foi
avaliada a atividade antissecretéria gastrica sobre os parametros bioquimicos da
secregdo acida gastrica (pH, concentragcdo de H* e volume do suco gastrico),
utilizando o modelo de ligadura do piloro pela via oral (efeito local) e via intraduodenal
(efeito sistémico).

O estragol ndo promoveu alteragdo no pH, na concentragao de ions H* e no
volume so suco gastrico quando administrado por via oral. Entretanto, o estragol

quando administrado por via intraduodenal reduziu o conteudo gastrico. Portanto
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pode-se inferir que a gastroprotegdo promovida pelo estragol ndo esta relacionada
aos mecanismos antissecretérios locais, porém esta envolvida com mecanimos
antissecretérios sistémicos, mediante as condi¢cdes avaliadas.

Um potencial candidato a farmaco deve ter a capacidade de reduzir a
secrecao acida gastrica (seja por inibicdo das vias de estimulagdo da bomba de
protons, ou por inibigdo direta da bomba) sem modular o pH e concentragdo de H*,
porque sao de fundamental importancia para a ativagao de proteinas (pepsina) e
absorgao de nutrientes essenciais (vitamina B12) (BOEING et al., 2016). Deste modo
pode-se inferir que o estragol ndo alterou a concentragdo de H* nem o pH e sua
atividade antissecretoria envolve mecanismos sistémicos.

Os fenilpropanoides acetoxichavicol (MATSUDA et al., 2003), anetol (Coelho-
de-Souza et al.,, 2012) e seringina (SUNDARAM; RAO, 2016) também nao
apresentaram alteragdes no pH e concentragdo de H*, entretanto, a seringina
(SUNDARAM; RAO, 2016) quando administrada pela via intraduodenal, conseguiu
reduzir o volume gastrico, resultado semelhante ao encontrado neste estudo.

Na avaliagdo da participagdo de mecanismos citoprotetores envolvidos na
gastroprotegdo induzida pelo estragol, foram investigadas a participagdo dos
grupamentos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH), 6xido nitrico, canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp), muco e prostaglandinas.

Na perspectiva de avaliar o envolvimento dos grupamentos sulfidrilas néo
proteicos (NP-SH) presentes na mucosa gastrica na atividade gastroprotetora do
estragol foi utilizado o agente lesivo etanol e analisado o efeito do tratamento com a
substancia teste na auséncia e na presenca do bloqueador especifico dos
grupamentos sulfidrilas, o N-etilmaleimida (NEM 10 mg/kg-i.p).

Os grupamentos sulfidrilas n&o proteicos sdo formados por grupos quimicos
denominados tidis que apresentam uma ligagéo covalente ndo-polar entre os atomos
de enxofre ligados a atomos de hidrogénio em proteinas (BIANCHI; HAENEM, 2016).
Eles sao responsaveis por aumentar a produgdao e manutengao da estabilidade do
muco, especialmente quando as espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na
formagdo danos teciduais (RADOVANOVIC et al., 2015; PARRA et al., 2015;
OCHMANN, 2017).

Os grupamentos sulfidrilas enddgenos (GSH) desempenham um papel

importate na permeabilidade da membrana celular e podem atuar como agentes
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antioxidantes, reguladores da sintese e degradacao de proteinas, na manutencéo de
proteinas estruturais da membrana e ligando-se a receptores para impedir a secregao
ou acao de mediadores lesivos da mucosa, a exemplo das aminas vasoativas (PARRA
et al., 2015; SEPULVEDA et al., 2016; HUSSEIN et al., 2016; OCHMANN, 2017).

Na mucosa gastrica sdo encontrados altos niveis de glutationa reduzida (GSH)
o0 que garante uma defesa frente ao acido gastrico e aos agentes oxidantes (PEREZ
et al., 2017). A GSH elimina EROs, peroxido de hidrogénio (H20-) e radical hidroxido
(HOe), dessa forma sua redugdo expde as células epiteliais gastricas aos danos
causados por indutores de EROs (PEREZ et al., 2017; OCHMANN, 2017).

Os niveis fisioldgicos de GSH reduz o estresse oxidativo e impede dano celular,
ja que sua adesao de forma continua a camada de muco forma uma barreira estavel
frente a agao de agente corrosivos, como o acido gastrico e a pepsina. Com a redugéo
dos grupamentos tidis ligados a mucina (que sédo responsaveis pela estabilidade do
muco) 0 muco torna-se soluvel e facilmente retirado por agente nocivos, incluindo o
etanol (CHEN et al., 2015). Desta forma, o efeito prejudicial do etanol a mucosa
gastrica esta ligado a diminui¢do dos niveis de GSH (DA SILVA et al., 2016; PEREZ
et al., 2017; OCHMANN, 2017).

O etanol em contato com a mucosa gastrica, induz a disturbio microcirculatério,
hipdxia, e, portanto, uma superproducao de EROs. As espécies reativas de oxigénio
e de nitrogénio sao os subprodutos do processo normal celular, porém, quando em
altas concentragdes, causam peroxidacao lipidica e induzem danos aos componentes
celulares (SUZUKI et al., 2012; ASOKKUMAR et al., 2014; VENDRAMINI-COSTA et
al., 2014).

Como pode ser observado nos resultados obtidos no protocolo avaliado de
ulcera induzida por etanol, previamente tratados com o bloqueador dos grupamentos
sulfidrilas (N-etilmaleimida — 10 mg/kg i.p), a atividade gastroprotetora do estragol foi
reduzida quando comparada ao grupo nao bloqueado. Com isso, pode-se inferir que
o efeito gastroprotetor desse fenilpropanoide envolve a participagdo dos grupamentos
sulfidrilas, possivelmente em decorréncia da atividade antioxidante (OCHMANN,
2017).

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram aos dados descritos na
literatura para o acetoxichavicol (MATSUDA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2014) na
presenga e auséncia do bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos, em que foi
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observada a participagcdo dos grupamentos sulfidrilas na sua atividade
gastroprotetora. Estudos com o chavicol (COINER et al., 2006) e com o eugenol
(COINER et al.,, 2006; BINU et al., 2018) também apresentaram atividade
gastroprotetora quando avaliados na auséncia do bloqueador dos grupamentos
sulfidrilicos nao-proteicos, entretanto sua agdo gastroprotetora foi diminuida na
presenca do bloqueador.

O préximo passo desse estudo foi investigar se existe a participagéo de éxido
nitrico (NO) no mecanismo de acgéo citoprotetor do estragol. Para isso foi utilizado o
modelo experimental de ulcera gastrica induzida por etanol, na auséncia ou presenga
de L-NAME, um bloqueador da ciclase de guanilil soluvel.

O o6xido nitrico € um gas lipossoluvel produzido pela enzima sintase de 6xido
nitrico (NOS) a partir da L-arginina (GULATI et al., 2017). Essa enzima esta localizada
na mucosa gastrica e apresenta-se sob trés isoformas distintas: sintase de NO
endotelial (eNOS), sintase de NO neuronal (nNOS) e sintase de NO induzivel (iINOS)
(YANDRAPU, SAROSIEK, 2015; BISHR, 2016).

O NO produzido pelas isoformas constitutivas (eNOS e nNOS) auxilia na
gastroprotecao por meio de seu efeito vasodilatador e aumento da microcirculagéo
gastrica, acelera o reparo e a cicatrizagao das Ulceras gastricas, mantém a integridade
do epitélio da mucosa do estdmago (RIBEIRO et al., 2016; HANS et al., 2017), além
de suprimir mediadores inflamatérios, inibir moléculas de adesao dos neutrdfilos,
aumentar secregdo de muco por meio da elevagao do GMPc, regular a secregao acida
gastrica e motilidade intestinal (YANDRAPU, SAROSIEK, 2015; BISHR, 2016;
GULATI et al.,, 2017, WANG et al., 2018). Com isso, a redugdo das formas
constitutivas da NOS aumenta a predisposicdo da mucosa gastrica a danos de
agentes lesivos e toxicos (HUSSEIN et al., 2016).

A isoenzima iINOS quando em processos inflamatérios produz maior
quantidade de NO por longos periodos e tem um efeito prejudicial na mucosa gastrica,
potencializando os danos causados por radicais livres e atuando como agente
citotoxico nas células da mucosa gastrica por meio de processos mediados por
macréfagos, promovendo exarcebacdo do estresse oxidativo e apoptose (BISHR,
2016; GULATI et al., 2017).

Nos sistemas neuronal, cardiovascular, gastrointestinal e outros, o NO medeia

os seus efeitos bioldgicos pela ciclase de guanilil soluvel (GCs) e estimula a sintese
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de monofosfato de guanosina (GMP:) (IGNARRO, 2002; BERRIDGE, 2016). O
aumento de GMP. ativa a proteina cinase dependente de GMP., que por sua vez
promove o declinio da concentragcao de calcio intracelular e promove relaxamento em
células musculares, além da diminuicdo da secregdo acida gastrica em células
parietais (YANDRAPU, SAROSIEK, 2015; GULATI et al., 2017, WANG et al., 2018).

As lesdes ulcerativas formadas na mucosa gastrica quando induzidas por
etanol sdo seguidas pelo aumento rapido do NO. O aumento da expressao de iNOS
na mucosa apos o tratamento com etanol pode ser suprimido apds interrupcao da
inducdo ou pela administragcdo de substancias que estimulam os fatores de
citroprotregao gastrico (AMIRSHAHROKHI et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

De acordo com os resultados obtidos foi verificado que no grupo tratado
apenas com estragol (250 mg/kg — v.0) houve redugao das lesdes ulcerativas quando
comparado ao grupo controle negativo, entretanto, na presenga de L-NG-nitro-
arginina-metil-éster (L-NAME) (inibidor da enzima NOS), a atividade gastroprotetora
do estragol foi revertida em comparagao ao grupo tratado apenas com estragol, o que
sugere a participagdo do NO na gastroprotecdo mediada pela substancia teste.

Esses resultados corroboram com o eugenol (IWAl et al., 2009; SANTIN et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2014) e com acido cinamico (KANG et al., 2011) em que
apresentaram atividade gastroprotetora quando avaliado na presenga do L-NAME e
auséncia do bloqueador da sintase do 6xido nitrico o efeito gastroprotetor foi revertido.

A préxima etapa desse estudo foi investigar a participagdo dos canais de
potassio sensiveis ao ATP (Katp), utilizando o modelo de indugao de ulcera por etanol,
no efeito gastroprotetor promovido pelo estragol.

Os canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) sdo complexos hetero-
octaméricos compostos por quatro subunidades internas (Kir) e quatro subunidades
de sulfoniluréia (SUR), responsaveis pela ligaggdo ao ATP (CURRO, 2016;
CRICHTON, 2019). Diferentes vias de sinalizacdo estdo envolvidas na
gastroprotecdo, uma delas € a sinalizagao via NO/GMP. que ativa diversos alvos
proteicos, dentre eles, a proteina quinase dependente de GMP. (PKG), a qual pode
ativar os canais para ions potassio sensiveis ao ATP (BONFANTI et al., 2015;
WALLACE et al., 2016). A abertura desses canais promove o efluxo de potassio, a
hiperpolaziragdo da membrana celular e o fechamento dos canais de calcio sensiveis

a voltagem (Cay), o qual resulta em reducéo da concentracao desse ion no interior da

136



célula muscular e relaxamento (BONFANTI et al., 2015). Nesse estado, a
microcirculagao gastrica € melhorada, o que resulta em renovagao de nutrientes, dos
fatores de crescimento e renovacao celular, ao mesmo tempo que as EROs sao
removidas (LAINE et al., 2008; TRISTE et al., 2014).

Essas proteinas favorecem mecanismos necessarios para o relaxamento das
células musculares lisas e estdo envolvidos nos mecanismos de defesa gastrica
(MEDEIROS et al., 2008; BONFANTI et al., 2015; WALLACE et al., 2016).

Os Katp sdo funcionalmente expressos nas células do musculo liso do
estbmago e quando sao bloqueados com um inibidor especifico, a exemplo da
glibenclamida, o efeito gastroprotetor de substéncias é revertido em diferentes
modelos animais, inferindo que a ativacao da via NO/GMP/Katp tem participacao nos
mecanismos de prote¢cao da mucosa gastrica (HAN et al., 2016; CRICHTON, 2019).

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, foi observado que atividade
gastroprotetora do estragol no grupo pré-tratado com um bloqueador dos Katp
(glibenclamida 5 mg/kg — i.p) ndo foi revertida, desse modo, pode-se inferir que os
Katp N@0 estao envolvidos no mecanismo de gastroprotec¢ao do estragol uma vez que
seu efeito gastroprotetor ndo foi reduzido.

Esses resultados corroboram ao estudo do 2-alilfenol (ASSIS, 2016), um
fenilpropanoide com estrutura quimica semelhante ao estragol, que, mediante
bloqueio dos Katp pela glibenclamida, continuou exercendo sua atividade
gastroprotetora. Comportamento semelhante foi observado em outros compostos, a
exemplo do Acetoxichavicol e Acetoxieugenol (MATSUDA et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2014) os quais também apresentaram atividade gastroprotetora quando avaliados
na auséncia e presencga da glibenclamida, um inibidor especifico dos canais para ions
potassio sensiveis ao ATP (Katp).

A proxima etapa foi avaliar se o estragol exerce sua atividade gastroprotetor
por meio da estimulagao da secre¢ao de muco, no lumen gastrico.

O muco gastrico é secretado por células apicais das glandulas gastricas e por
células caliciformes, o qual é constituido por 4gua em sua grande maioria (95%) e
glicoproteinas, que recobrem toda a mucosa gastrintestinal, sendo portanto, a primeira
linha de defesa (BISHR, 2016). E um importante mecanismo de prote¢do da mucosa
gastrica tanto pela sua viscosidade, protegendo de substéncias irritantes ou lesdes
mecanicas, quanto pelo seu carater alcalino, impedindo a agao proteolitica da pepsina
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e patdgenos, além de bloquear a retrodifusdo do H* para a mucosa e neutralizagao
do acido gastrico (BISHR, 2016, ELSHAMY et al., 2017; WANG et al, 2018).

A barreira de muco mantém o pH 7 (neutro) no epitélio gastrico por meio da
retengéo de ions bicarbonato (HCO?®), em contrate ao pH entre 1 e 3 (acido) do lumen
gastrico, impedindo portanto, que as células epiteliais sejam lesionadas pela alta
acidez do suco gastrico (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). Além do mais, 0 muco
também pode reduzir os danos causado na mucosa por radicais livres, por meio de
sua capacidade antioxidante (ELSAYED et al., 2016; QUINTANA-HAYASHI et al.,
2018).

A presenca de altas concentragbes de agente lesivos da mucosa gastrica, a
exemplo do etanol, destrdéi a continuidade da mucosa, com redugao de bicarbonato e
da secrecdo de muco, o que resulta na diminuigdo da circulagdo sanguinea e
surgimento de lesbes teciduais e hemorragicas na cavidade gastrica (LINDEN et al.,
2008; QUINTANA-HAYASHI et al., 2018).

De acordo com os resultados obtidos foi observado que o estragol (250 mg/kg
— v.0) aumentou os niveis de muco quando comparado ao grupo controle negativo,
comportamente também observado no grupo tratado com carbenoxolona (200 mg/kg
— v.0), uma ferramenta farmacolégica, o que pode inferir que a atividade
gastroprotetora do estragol pode ocorrer por meio da estimulagdo desse agente
citoprotetor nas condigbes avaliadas.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram aos fenilpropanoides eugenol
(SANTIN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014), acido cinamico (JUNG et al., 2011) e
anetol (COELHO-SE-SOUZA et al., 2012), em que também estimularam a secregao
de muco com diminuicdo de lesdes gastricas quando avaliados no modelo de
contensao do suco gastrico.

Diante deste resultado, o préximo passo foi avaliar a participacdo das
prostaglandinas (PGs) como agente citoprotetor na atividade gastroprotetora estragol.

As prostaglandinas enddgenas desenvolvem importante fungdo na
manutencdo integridade e protegdo da mucosa gastrica, com destaque para a
prostaglandina da série E> (BISHR, 2016; TAKEUCHI;AMAGASE, 2017; KE et al.,
2017).

As prostaglandinas possuem diversas agdes no estbmago, dentre elas a
inibicdo da secrecdo acida, a estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato, o

138



aumento do fluxo sanguineo da mucosa e a redugao do tempo de cicatrizagdo das
ulceras (SEPULVEDA et al., 2016; BISHR, 2016). Além disso, também inibem a
ativacao de mastécitos e a aderéncia de leucdcitos ao endotélio vascular, mantém e
potencializam mecanismos de defesa celular pela estabilizacdo do citoesqueleto
celular, das membranas lisossémicas, mitocondrial e celular e previnem a apoptose
(TARNAWSKI et al., 2013; SOFIDIYA et al., 2015; BISHR, 2016; KE et al., 2017).

A COX produz diversos tipos de prostaglandinas, a prostaglandina Ez (PGE>)
e a prostaglandina |2 (PGl2 ou prostaciclina) que sao as principais prostaglandinas
presentes na mucosa gastrica humana, desempenhando fungao gastroprotetora por
diversos mecanismos, tais como pelo aumento do pH gastrico (em fungéo do aumento
de secrecao de bicarbonato), diminui¢cdo da retrodifusdo de H* (devido a diminuicao
da permeabilidade epitelial), manutencdo do fluxo sanguineo normal, inibicdo de
mediadores inflamatorios como o TNF-a e interleucina-1 (IL-1) (BIRUKOVA et al.,
2015; SEPULVEDA et al., 2016).

As prostaglandinas também possuem propriedades vasodilatadoras e
promovem a angiogénese, de modo que a sua supressao torna a mucosa mais
sensivel a fatores agressivos e também induz a adesdo leucocitaria. Os efeitos
protetores de barreira gastrica das PGE> e PGI. sdo dependentes da via AMP./PKA e
pela via da Epac, contrarregulando a sinalizagdo do NFkB (BIRUKOVA et al., 2015;
SEPULVEDA et al., 2016; BISHR, 2016; KE et al., 2017).

A sintese de prostaglandinas é catalisada pela enzima ciclooxigenase (COX),
existente em duas isoformas, COX-1 e COX-2 (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).
Inicialmente, a COX-1 era considerada constitutiva e a COX-2 estava relacionada na
producdo de prostaglandinas envolvida em processos inflamatérios (STEWART;
ACKROYD, 2011). Entretanto, estudos indicam que ambas contribuem para a defesa
da mucosa gastrica (TAKEUCHI, 2010; TARNAWSKI 2013).

Entre os diferentes mecanismos de gastroprotecdo, quase todos sao
estimulados ou facilitados pelas prostaglandinas, entdo a inibigao de sua sintese pelos
AINEs torna a mucosa mais suscetivel ao aparecimento de lesbes (TARNAWSKI et
al., 2013, VENDRAMINI-COSTA et al., 2014).

Os resultados obtidos no grupo pré-tratado (v.0.) com indometacina
(bloqueador das isoformas da ciclooxigenase), demonstram que o efeito
gastroprotetor do estragol foi diminuido, quando comparado com o grupo nao
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bloqueado, o que sugere a participagdo das prostaglandinas na atividade
gastroprotetora da substancia avaliada.

Esses dados assemelham-se aos obtidos por Matsuda et al., 2003, em que
foi verificado que a atividade gastroprotetora dos fenilpropanoides acetoxichavicol e
acetoxieugenol esta relacionada a participagao das prostaglandinas, uma vez que nos
grupos pré-tratados com indometacina, o efeito gastroprotetor foi revertido. Os
estudos realizados com as mesmas condigdes com o eugenol (SANTIN et al., 2011),
e a siringina (SUNDARAM; RAO, 2016) também reduziram as lesdes ulcerativas
gastricas devido as agbes de prostaglandinas enddégenas de modo significativo,
quando comparados ao grupo controle.

Mediante aos resultados promissores frente aos mecanismos citoprotetores,
o proximo passo foi relacionar a atividade gastroprotetora do estragol a um possivel
mecanismo antioxidante. Para isso foi realizada a quantificagdo de marcadores do
estresse oxidativo, a exemplo da glutationa reduzida (GSH), da glutationa peroxidase
(GPx) e do malondialdeido (MDA), e avaliagdo de possivel modulagdo anti-
inflamatéria por meio de um marcador de infiltracdo neutrofilica, a mieloperoxidase
(MPO) na mucosa gastrica a partir do modelo agudo de ulceras gastricas induzidas
por etanol.

O sistema antioxidante auxilia na prevengcdo do surgimento de algumas
doengas, grande parte de sua produgao ocorre de modo fisioldgico e podem combater
o estresse oxidativo. Dentre eles, estdo as enzimas antioxidantes como catalase
(CAT), superdéxido dismutase (SOD), e glutationa peroxidase (GPx), além de sistemas
antioxidantes ndo enzimaticos composto pela glutationa reduzida (GSH), tioredoxinas,
acido urico e bilirrubina que sao antioxidantes endégenos (CALCABRINI et al., 2016;
KIVRAK et al., 2017; SARANGARAJAN et al., 2017).

A glutationa redizuda (GSH) € um tripeptideo regulador ndo enzimatico (L-c-
glutamil-Lcisteinil-glicina) que atua como agente protetor da mucosa gastrica por meio
da regulagcéo na homeostase redox intracelular e tem papel central na defesa contra
o estresse oxidativo, pois canaliza e neutraliza de modo direto as EROs (KIVRAK et
al., 2017). Esse antioxidante endégeno promove a inativagado das espécies reativas
de oxigénio e produtos de peroxidagao lipidica, diminuindo o dano gastrico induzido

pelo etanol. Deste modo, o aumento nos niveis de GSH pode estar relacionado a
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diminuigao na produgao de radicais livres (SARANGARAJAN et al., 2017; JAESCHKE;
RAMACHANDRAN, 2018).

A inducao de ulcera usando como agente lesivo o etanol promove o estresse
oxidativo pelo consumo excessivo de antioxidantes, bem como infiltrado de
macréfagos que, por quimiotaxia, atraem neutrofilos para o local lesionado os quais
favorecem o surgimento de EROs. As EROs sdo moléculas sinalizadoras e tém
grande importancia no desenvolvimento de processos inflamatérios, uma vez que
promovem lesao celular por meio do estresse oxidativo, além de induzirem a
peroxidagao lipidica por desregulacao do sistema antioxidante (MITTAL et al., 2014;
JAESCHKE; RAMACHANDRAN, 2018).

Desta forma, pode-se concluir que o estragol (250 mg/kg — v.0) aumenta os
niveis de GSH nas condi¢bes avaliadas quando comparados ao controle negativo e
que, possivelmente, a atividade gastroprotetora desse fenilpropanoide esta
relacionada a mecanismos antioxidantes, uma vez que ha uma possivel participacao
dos grupamentos sulfidrila promovido pelo estragol no modelo de ulcera gastrica
induzida por etanol.

Os resultados obtidos nesse estudo assemelham-se aos descritos na
literatura para o cinamaldeido e eugenol (MATEEN et al., 2018), acetoxicamicina
(MATSUDA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2014) e acido sinapinico (KHATTAB et al;
2009. ANDRADE et al., 2017) em que os tratamentos aumentaram os niveis de GSH,
quando comparados ao grupo controle.

A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima presente na superficie da
mucosa gastrica e participa da eliminacdo de peréxido de hidrogénio (H202) e
peréxidos lipidicos nas células da mucosa gastrica. Sua atividade antioxidante se da
por meio da oxidagao de duas moléculas de glutationa reduzida que pode ser reduzida
posteriormente pela glutationa redutase com NADPH como agente redutor
(LAWRENCE et al., 2016).

Diante dos resultados obtidos foi observado que no grupo controle negativo o
etanol promoveu diminuicdo dos niveis de GPx em relacao ao grupo fisiologicamente
sadio (normal), entretanto, o estragol aumentou os niveis de GPx. Desse modo, pode-
se inferir que a atividade gastroprotetora do estragol possivelmente esta relacionada

ao aumento da disponibilidade do sistema antioxidante. Esses resultados corroboram
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com a possivel participacdo da GSH promovido pelo estragol no modelo agudo de
Ulcera gastrica induzida por etanol.

Esse resultado assemelha-se ao estudo desenvolvido por Linn e
colaboradores (2018) e Kolaj e colaboradores (2018) no qual os fenilpropanoides
acido galico e acido ferulico, respectivamente, aumentaram os niveis de glutationa
peroxidase, quando avaliados sob modelos que induzam o estresse oxidativo.

O malondialdeido (MDA) é um marcador bioldgico do estresse oxidativo que
pode ser quantificado em lesdes ulcerativas e inflamatdrias do trato gastrintestinal. Ele
€ o produto da degradacao de lipideos (peroxidagao lipidica), e sua presenga em
grande quantidade reflete a severidade do estresse oxidativo (JOCHMANN et al.,
2008; SARANGARAJAN et al., 2017; JAESCHKE; RAMACHANDRAN, 2018).

A formacdo de MDA pela via ndo enzimatica baseia-se na geragao de
hidroperéxidos a partir de acidos graxos insaturados presentes na membrana
plasmatica por causa da lesao celular modulada pelos radicais livres (SIDAHMED et
al., 2013). Sua presencga causa efeitos bioldgicos nocivos sobre o DNA, lipoproteinas
e colagenos (ZULUAGA et al., 2016; SARANGARAJAN et al., 2017).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que o estragol reduziu os
niveis de MDA, inferindo que a gastroprotecdo promovida pelo estragol tem
participacdo de mecanismos antioxidantes.

Esses resultados foram semelhantes aos descritos para os fenilpropanoides
cinamaldeido e eugenol (ESWARAN et al., 2010; MATEEN et al., 2018), seringina
(WEl etal., 2017) e p-cumarato (LIMA FILHO et al., 2018) em que reduziram os niveis
de malondialdeido quando avaliado em modelos de les&o ulcerativas e inflamagao
intestinal.

A enzima mieloperoxidase (MPO) é secretada principalmente por neutréfilos
e estocada em granulos azurdfilos citoplasmaticos, porém, também é secretada em
menor quantidade por mondcitos e macrofagos. Um dos efeitos principais da MPO e
do seu produto final, o acido hipocloroso, é a formacido de espécies reativas, a
exemplo das cloroaminas que estao envolvidas na producio de citocinas e ativacao
de quinases (JONES et al., 2016; SELDERS et al., 2017). Todos esses processos
favorecem o aumento do dano na mucosa gastrica.

O presente estudo assemelha-se aos resultados observados para o p-
cumarato (LIMA FILHO et al.,, 2018), a acetoxicamicina (MATSUDA et al., 2003;
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OLIVEIRA et al., 2014) e o acido sinapinico (KHATTAB et al; 2009), em que também
reduziram os niveis de MPO e a infiltracdo neutrofilica, o que pode-se inferir a
participagdo do mecanismo antioxidante na gastroprotegcdo mediada pelo estragol.

O préximo passo do estudo foi avaliar uma possivel atividade
imunorregulatoria do estragol.

O etanol ao induzir lesbes gastricas, estimulam uma resposta inflamatéria
aguda mediada por eosindfilos e mastdcitos que por meio da liberagéo de citocinas,
quimiocinas e substancias quimicas neuroativas alteram o fluxo sanguineo, a
permeabilidade vascular, a produgao de radicais livres, a motilidade e a sensibilidade
gastrointestinal que estao envolvidos nos processos iniciais de inflamag¢ao aguda e na
formacéao de ulceras gastricas (SAGUN et al., 2017).

Uma vez que a mucosa gastrica foi lesada, o processo inflamatério foi ativado,
aumentando assim os mediadores inflamatérios, a exemplo do fator de transcrigcao
nuclear kappa B (NF-kB) que regula a expressdo de genes envolvidos na respostas
anti-inflamatoérias e imune além de intensificar a producdo de citocinas pro-
inflamatérias a exemplo do fator de necrose tumoral (TNF-a) e da interleucina 13 (IL-
1B) (WANG et al., 2018).

O TNF-a estimula a infiltracao de neutroéfilos e a apoptose de células epiteliais,
reduz a microcirculagéo gastrica em torno da regido da ulcera e atrasa a cicatrizagéo
da ulcera gastrica. A expressado exacerbada de IL-13 contribui para a formagéo de
Ulcera e estimula a produ¢ao de mais TNF-a (LIU et al., 2016; WANG et al., 2018).

A IL-10 é uma citocina que sinaliza resposta anti-inflamatéria, diminuindo as
respostas imune mediadas por células pré-inflamatérias e em respostas inflamatérias
citotoxicas (LIU et al., 2016). Seu mecanismo de agédo se da por meio da inibicdo da
retroalimentagcdo do TNF-a e consequente diminuicdo das inflamacdes do tecido
gastrico (EAMLAMNAM et al, 2006; NIU et al., 2016).

Diante dos resultados obtidos, constatou-se que no grupo controle houve um
aumento dos niveis das citocinas inflamatérias, IL-1 B e TNF-a, seguido de uma
diminuigao dos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 quando comparado ao grupo
sadio. Entretanto, quando tratado com estragol, os niveis de IL-1 B e TNF-a reduziram
enquanto que os niveis de IL-10 voltaram ao nivel basal, verificando que a substancia
teste possui efeito imunomodulador, e esse efeito esta associado com a regulagao de
citocinas pro e anti-inflamatorias (MATEEN et al., 2018).
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Esses dados corroboram aos estudos imunomoduladores de outros
fenilpropanoides como acido sinapinico (KHATTAB et al., 2010), curcumina (ZHANG
et al., 2006; WANG et al., 2010) em que foram capazes de diminuir a expressao de
citocinas pro-inflamatérias IL-1 B e TNF-a. Além disso, esse estudo também
assemelha-se aos encontrados para a acetoxicamicina (MATSUDA et al., 2003) e o
acido sinapinico (KHATTAB et al; 2009), em que promoveram o aumento de
expressao de IL-10 quando avaliados em modelos de inflamagéo. Outros estudos
conduzidos por Mateen e colaboradores (2018) demonstraram efeitos semelhantes
dos fenilpropanoides cinamaldeido e eugenol, em que reduziram os niveis das
citocinas proé-inflamatéria IL-1 B e TNF-a e restabeleceram os niveis de IL-10 e IL-4,
em um modelo de inducao de inflamacao.

Deste modo, é possivel verificar a importancia da imunomodulagdo nos
mecanismos dos fenilpropanoides, os quais sdo considerados potentes anti-
inflamatorios (MATEEN et al., 2018).

A partir desses resultados, o proximo passo foi avaliar a modulacdo do
estragol em alvos proteicos envolvidos diretamente em processos inflamatorios da
mucosa gastrica, a exemplo da sintase do 6xido nitrico induzida (iNOS) e da
ciclooxigenase 2 (COX-2)

Os processos inflamatorios da mucosa gastrica sdo desencadeados pelo
aumento da permeabilidade da barreira epitelial aos antigenos presentes no lumen,
ativando o sistema imunoldgico da mucosa de modo inadequado. Esses eventos
propiciam a ativagcdo e o influxo de neutréfilos e macréfagos com produgao de
mediadores inflamatérios, como as espécies reativas de oxigénio, citocinas e
quimiocinas, resultando na expressao de moduladores da resposta inflamatdria, a
exemplo da enzima sintase de éxido nitrico induzida (iNOS) (SINGH et al., 2016).

A enzima sintase do O6xido nitrico constitutiva (cNOS) é modulada pelo
complexo célcio-calmodulina e esta localizada nos neurdnios (hnNOS) ou no endotélio
vascular (eNOS). Essas enzimas produzem baixos niveis de NO, responsavel pela
producédo de GMP. em varios locais do organismo, incluindo o trato gastrintestinal.
Entretanto, a iINOS é induzida pelas citocinas IL-1B, TNF-a, interferon y e produz
grande quantidade de NO, que por sua vez, em altos niveis & potenciamente toxico,
estando presente no estresse oxidativo, na deficiéncia do sistema antioxidante e
apresenta potente acdo na adeséo de leucécitos e quimiotaxia (SA et al., 2014).
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Diante dos resultados obtidos, a reducao da expressao de iNOS sugere que
a atividade gastroprotetora do estragol nao estimula sua expressao, acentuando sua
atividade anti-inflamatéria. Nos resultados anteriores, foi observado a possivel
participagcdo do NO como mecanismo de gastroprote¢gdo, em consequéncia deste
resultado, pode-se inferir ainda que a estimulagdo do NO promovida pelo estragol
pode estar relacionada com a expressao de sintase do 6xido nitrico constitutiva.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram aos estudos
imunomoduladores dos fenilporpranoides acido cinamico (TUNG et al., 2008; KONG
et al., 2009), acetato de cinamilo (TUNG et al., 2008; SA et al., 2014) e anetol (KANG
et al., 2013; DOMICIANO et al., 2013) que também reduziram a expressao da iNOS
em modelos animais de inflamagao aguda.

Um sistema complexo de moduladores da mucosa gastrica contribui para o
processo de defesa da mucosa, dentre eles, destacam-se as prostaglandinas
(TAKEUCHI, 2010). Inicialmente, a COX-1 era considerada de forma constitutiva,
enquanto que a COX-2 produzia prostaglandinas pro-inflamatérias, porém estudos
demonstram que ambas isoenzimas contribuem para a defesa da mucosa gastrica
(TAKEUCHI, 2010; TARNAWSKI 2013).

A COX-2 esta envolvida na formagédo da PGE> que agem em seus receptores
nas células da mucosa gastrica, orquestrando processos como inibigdo da secregao
acida, aumento na produgao de muco e bicarbonato e aceleracao da cicatrizagao da
tlcera (TAKEUCHI, 2010; TARNAWSKI 2013), a partir disso, o préximo passo foi
avaliar se o estragol aumenta a expressdo de COX-2 na mucosa gastrica.

Diante dos resultados obtidos observou-se aumento da expressao de COX-2,
sugerindo que a atividade gastroprotetora do estragol possivelmente estimula a
expressao de COX-2. De acordo com resultados anteriores, pode-se inferir como um
dos possiveis mecanismo de agdo do estragol a via da COX, produzindo
prostaglandinas que se ligam aos receptores nas células caliciformes e aumentam a
producéo de muco e bicarbonato (via COX->PGs—->Muco).

Esses resultados corroboram aos estudos desenvolvidos por Tung e
colaboradores (2008), Kang e colaboradores (2013) e Sa e colaboradores (2014) em
que verificaram o aumento da expressdo de COX dos fenilpropanoides acido
cindmico, anetol e asarona, respectivamente, quando avaliados em modelos de

inducao de inlamagao.
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Diante dos resultados expressos, € possivel concluir que o estragol possui
atividade gastroprotetora, sendo esta atividade relacionada a mecanismos
citoprotetores, tais como a participagédo dos grupamentos sulfidrilicos, 6xido nitrico,
secrecao de muco e prostaglandinas além de apresentar efeito antissecretério,

antioxidante e imunorregulatério.
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CONCLUSAO




7.0 CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados obtidos para o fenilpropanoide estragol,
frente aos diferentes modelos de indugdo aguda que reproduzem as ulceras gastricas
no homem é possivel concluir que:

» O estragol apresentou baixo grau de toxicidade aguda quando
administrada por via oral nas condicdes experimentais avaliadas;

> Apresentou atividade gastroprotetora, nas diferentes doses testadas,
frente aos protocolos de indugdo aguda de ulcera;

» A atividade gastroprotetora do estragol pode envolver mecanismos
inibitérios da secrecéo acida gastrica (antissecretorios), entretanto nao
modifica o pH ou a concetragdo de ions H™;

» A atividade gastroprotetora do estragol esta relacionada a mecanismos
citoprotetores com a participagdo dos grupamentos sulfidrilicos, 6xido
nitrico, aumento de secregdo de muco e prostaglandinas;

» A atividade gastroprotetora do estragol também esta relacionada a
mecanismos antioxidantes e imunorregulatorios.

Na figura 28 esta esquematizado as respostas encontradas nos modelos

agudos de ulcera gastrica na investigagédo do efeito gastroprotetora do

estragol para elucidar os mecanismos de agao da substéncia testada.
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Figura 28: Representagado esquematica das atividades farmacoldgicas encontradas para o
estragol em modelos animais com ratos ou camundongos

OCH,  Estragol

CHy=—=CH=CH:
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Legenda: AINEs, Anti-inflamatérios N&o Esteroidais; GSH, Glutationa reduzida;GPx,
Glutationa reduzida; MDA, Malondialdeido; MPO, Mieloperoxidase; IL-1B, Interleucina 1 beta;
TNF-a, Fator de necrose tumoral alfa; iNOS, sintase do 6xido nitrico induzivel; IL-10,
Interleucina 10; COX-2, Ciclooxigenase 2.
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8.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Mesmo o estragol apresentando baixa toxicidade no modelo avaliado de
toxicidade aguda, se faz necessario avaliar sua toxicidade em modelos de doses
repetidas, bem como avaliar parametros hematologicos e bioquimicos para garantir a
seguranga do seu uso.

A partir dos resultados favoraveis do estragol na avaliagdo da atividade
gastroprotetora, faz-se necessario investigar outros possiveis mecanimos de acgao,
tais como:

> Investigar o efeito cicatrizante no modelo de indugdo de ulceras
gastricas por acido acético e buscar os fatores envolvidos no processo
de cicatrizagao da Ulcera;

» Quantificacido de outras citocinas pré-inflamatdérias e anti-inflamatérias;

» Quantificar outros mecanismos antioxidantes (Catalase e superdxido
dismutase).

Além disso, investigar a provavel atividade em outros modelos experimentais
de doengas que acometem o trato gastrointestinal, ja que os mecanismos discorridos

também afetam de modo positivo as outras doencas.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
GABINETE DA VICE-REITORIA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS [CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projete mtitulado “AVALIACAD D& ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO
ESTRAGOL" pratocolo n? 1343007 sab a responsabilidade da pesguisadara Dra. Lednia
Maria Batista — gue enwolve a producio, manetendds =fou 8 utilizacia de animai
pertencentes a0 file Chardata, subfile Vertebrata [exceto o homem], para fing de pesguisa
cientifica [ou &nding] — encontra-se de acards torn of preceitos da Lei nf 11,704, da 08 de
gutubro de 2008, do Decreto nd 6899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadss
pelo Coneelho Macional de controle da Experimentacio Animal (CONCEA], & foi aprovado
pela Comiwio de Etics no Uso de Animait da Universidsde Federal da Parsibs [CEUA-LIFPR)
em reunido de 01,/03/2018.

Wigéncia do Prajete HAT - 2019
Espécie/linhagem Camundongo Swiss |t muscalus)
Rasta Wistar [ Rodios r:rum.-gl'l:u:.!l
Mimers de arimais Camundongos Swiss— 162 animais
Reates Wistar — 120 anamais
Idade/peso Camundongos Swist - 6-B sernanas 1535 g
Ratod ‘Wistar - 7-B sermanas) 180-250g
Seun Machas
Origem Unidade de Produgio Anamal [UPA) do IPeFarhd - LIFFE

drne  Corn 09 )
(e

Profa. Dra. tslania Gisslia Albusquerque Gengalves
Coardenadora da CELAA-LIFPE

CEUA-LFPE = Campus 1= Railoria - 1% amdar - E-mal: oouaifualioh br = Sita: wew. ufpb b shamace 3
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ANEXO B
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