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SERAFIM, C.A.L. EFEITO GASTROPROTETOR DO MONOTERPENO (-)-
CARVEOL EM MODELOS ANIMAIS. 2021. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pés-
Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, CCS/UFPB.

RESUMO

O (-)-carveol (p-menta-6,8-dien-2-ol) é um alcool monoterpénico monociclico, encontrado nos
Oleos essencias de especies vegetais como cominho (Carum carvi), laranja (Citrus reticulata),
groselha e cha preto. Estudos farmacoldgicos mostram que o (-)-carveol apresenta atividade
antitumoral, antimicrobiana, neuroprotetora, antioxidade e anti-inflamatoria. Entretanto, nao
existem estudos na literatura sobre sua atividade gastroprotetora, motivando a escolha dessa
substancia para conduzir esse estudo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a
toxicidade aguda ndo clinica e o efeito gastroprotetor do pré-tratamento com o (-)-carveol em
modelos animais. Para alcancar esse objetivo, foi realizada uma avaliacdo comportamental,
estimativa da dose letal 50% (DLso), analise do efeito gastroprotetor com diferentes modelos de
inducdo aguda pelos agentes lesivos (etanol, estresse, AINES e ligadura do piloro) e os mecanismos
envolvidos nesse efeito (antisecretdrios, citoprotetores, antioxidantes e imunomoduladores). Os
resultados obtidos sugerem que o (-)-carveol possui baixa toxicidade, com DLsg igual ou superior
a 2.500 mg/kg conforme o guia n° 423 da OECD. No protocolo de Glcera induzida com etanol, o
(-)-carveol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) apresentou efeito gastroprotetor com 46%, 70%, 91%
e 93%, respectivamente, de inibicdo da lesdo ulcerativa em comparagdo ao grupo controle negativo
(tween 80 5%). Além disso, o (-)-carveol (100 mg/kg) restaurou os parametros histoldgicos
avaliados. Nas lesdes induzidas pelo estresse por contenséo e frio, o (-)-carveol (25, 50, 100 e 200
mg/kg, v.0.) reduziu o indice de lesdo ulcerativa (ILU) em 18%, 43%, 61% e 62%,
respectivamente, em comparagdo com o controle negativo. Na indugdo com AINEs (piroxicam),
o (-)-carveol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) reduziu o ILU em 14%, 30%, 59% e 60%,
respectivamente, quando comparado ao controle negativo. No protocolo experimental de ligadura
do piloro (contensdo do suco gastrico), o (-)-carveol (100 mg/kg) reduziu o ILU em ambas as vias
de administracdo (oral e intraduodenal), ndo alterou o pH e a [H*], mas diminuiu o volume de
secrecao gastrica. A administragdo prévia dos bloqueadores N-Etilmaleimida (NEM - bloqueador
dos grupamentos sulfidrilicos), No-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME - inibidor da sintese de
NO), glibenclamida (bloqueador do canal de potassio ATP dependente - Katp) e indometacina
(inibidor da ciclo-oxigenase), reduziu de forma significativa a gastroprotecdo exercida pelo (-)-
carveol, podendo-se inferir a participagdo dessas vias na sua atividade gastroprotetora. O (-)-
carveol também aumentou 0 muco gastrico no tecido estomacal e apresentou efeitos antioxidantes
ao aumentar a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e a atividade da superdxido dismutase
(SOD) e reduzir os niveis de malondialdeido (MDA\) e a atividade da mieloperoxidase (MPO),
como também, demonstrou efeito imunomodulador ao reduzir as citocinas inflamatorias
interleucina 1 beta (IL-1pB) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e manter os niveis basais da
citocina anti-inflamatdria interleucina 10 (IL-10).

PALAVRAS CHAVE: (-)-carveol; monoterpeno; ulcera péptica; toxicidade; gastroprotecéo.






SERAFIM, C. A. L. GASTROPROTECTIVE EFFECT MONOTERPENE (-)-CARVEOL IN
ANIMAL MODELS. 2021. Master’s thesis. Postgraduate Program in Natural and Synthetic
Bioactive Products, CCS/UFPB.

ABSTRACT

(-)-carveol (p-mentha-6,8-dien-2-ol) is a monocyclic monoterpenic alcohol, found in essential oils
of vegetable species such as cumin (Carum carvi), orange (Citrus reticulata), currant and black tea.
Pharmacological studies show that (-)-carveol has antitumor, antimicrobial, neuroprotective,
antioxidant and anti-inflammatory activity. However, there are no studies in the literature on its
gastroprotective activity, motivating the choice of this substance to conduct this study. Thus, the
objective of this study was to verify the acute non-clinical toxicity and the gastroprotective effect
of pre-treatment with (-)-carveol in animal models. To achieve this goal, a behavioral assessment
was performed, an estimated 50% lethal dose (LDso), analysis of the gastroprotective effect with
different models of acute induction by harmful agents (ethanol, stress, NSAIDs and pyloric ligation)
and the mechanisms involved effect (antisecretory, cytoprotective, antioxidant and
immunomodulators). The results obtained suggest that (-)-carveol has low toxicity, with an LDsg
equal to or greater than 2.500 mg/kg according to OECD guide n° 423. In the ethanol-induced ulcer
protocol, (-)-carveol (25, 50, 100 and 200 mg/kg, p.o) showed a gastroprotective effect with 46%,
70%, 91% and 93%, respectively, of injury inhibition ulcerative compared to the negative control
group (tween 80 5%). In addition, (-)-carveol (100 mg/kg) restored the evaluated histological
parameters. In injuries induced by stress due to contention and cold, (-)-carveol (25, 50, 100 and
200 mg/Kkg, p.o) reduced the ulcerative injury rate (ILU) by 18%, 43%, 61% and 62 %, respectively,
compared to the negative control. In induction with NSAIDs (piroxicam), (-)-carveol (25, 50, 100
and 200 mg/kg, p.o) reduced the ILU by 14%, 30%, 59% and 60%, respectively, when compared to
the control negative. In the experimental pylorus ligation protocol (containment of gastric juice), (-
)-carveol (100 mg/kg) reduced the ILU in both routes of administration (oral and intraduodenal),
did not change the pH and [H +], but decreased the volume of gastric secretion. Prior administration
of N-Ethmalemaleimide blockers (NEM - sulthydryl group blocker), No-Nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME - NO synthesis inhibitor), glibenclamide (ATP-dependent potassium channel
blocker - Katp) and indomethacin (cyclooxygenase inhibitor), significantly reduced the
gastroprotection exerted by (-)-carveol, being able to infer the participation of these pathways in its
gastroprotective activity. (-)-carveol also increased gastric mucus in the stomach tissue and showed
antioxidant effects by increasing the concentration of reduced glutathione (GSH) and the activity of
superoxide dismutase (SOD) and reducing the levels of malondialdehyde (MDA) and the activity
of myeloperoxidase (MPO), but also demonstrated an immunomodulatory effect by reducing the
inflammatory cytokines interleukin 1 beta (IL-1p) and the tumor necrosis factor alpha (TNF-a)) and
maintaining the basal levels of the anti-inflammatory cytokine interleukin 10 (IL-10).

KEY WORDS: (-)-carveol; monoterpene; peptic ulcer; toxicity; gastroprotection.



Llsta de figuras



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Regides anatémicas do trato gastrintestinal acometidas pelas Ulceras e sua etiologia

.................................................................................................................................................. 41
Figura 2. Etiologia e patogénese das UICeras PEPLICAS. ......ccceveerererererierieeee e 42
Figura 3. Anatomia do trato gastrintestinal humano ............ccoccoooi i 45
Figura 4. Divisdes anatdmicas do StOMAGO ........cceevvereeiiiiierieiie s esre e s e sre e ee e esre s 46
Figura 5. Diferentes camadas € CElulas do TGl ........ccevviiiiieiiiie e 47
Figura 6. Célula parietal no estado basal (A) € SECretor (B) .......covreirereieneneeese e 49
Figura 7. Transporte de ions H*, K* CI"e HCOz na célula parietal...........ccccoeovveerincnriennnn 50
Figura 8. Vias de ativacao da célula parietal ... 51
Figura 9. Mecanismos de agdo moleculares relacionados a secrecdo acida gastrica ............... 53
Figura 10. Mecanismos de controle da secrecao acida gastriCa ..........ccccevvevveieieeseeiesieinns 54
Figura 11. Mecanismos de defesa da mucoSa gAStriCa .........cccvvvveiieerieiiiesee e 56

Figura 12. Processos de reepitelizacdo, migracdo celular, restauracdo das glandulas gastricas,

formagéo do tecido de granulagdo € aNQgIOGENESE .......ccvevverierieriirierieriee s 58
Figura 13. Acdo enzimatica do sistema de defesa antioxidante .............ccoceovieneininenernnnn, 64
Figura 14. Classes terapéuticas das Ulceras PEPLICAS ........ccoeerererrerererieeeesieeee e 73
Figura 15. Estrutura basica da unidade de iSOPren0 ..........coeiiiieniiie e 74
Figura 16. Estrutura quimica do trans(-)-carveol e Cis-(-)-Carveol ...........ccccoevevvieieivecnennnn 76
Figura 17. Estrutura quimica do limoneno e seus derivados...........cccvevveieeiveieseesessieseenneas 77

Figura 18.Animais utilizados em ensaios farmacoldgicos: (A) camundongo Swiss (Mus

musculus) e (B) rato Wistar (Rattus NOFVEGICUS). .....c.ccveerrerrireiesiesieeseeseesieeseesreesseeseesseesees 82



Figura 19. Fluxograma experimental do estudo com o (-)-carveol ...........ccccceviiivieinenieennn. 84

Figura 20. Fluxograma para determinaGao da DLy ...........c.coveeeeeeiee oo, 85

Figura 21. Lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40 (A) e estbmago ulcerado de rato com etanol
(B) para determinaCdo dO ALU.........cccoviiii ittt 86

Figura 22. Estdmago ulcerado de rato com etanol (A) e determinacdo da ALU (B) com o
programa AVSoft BioView SPectra 4.0® .........cccuviiieiiiiiiieiie et 87

Figura 23. Esquema da estimativa da DLso d0 (-)-Carveol ..........cccocvevveieiieiieie e 98

Figura 24. Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de ratos Wistar pré-tratados (v.0.) com
tween 80 5% (A); carbenoxolona 100 mg/kg (B); (-)-carveol 25 mg/kg (C), 50 mg/kg (D), 100
mg/kg (E) e 200 mg/kg (F) no modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol ................. 100

Figura 25. Efeitos microscopicos da mucosa gastrica de ratos submetidos a lesbes gastricas

induzidas por etanol e pré-tratados ou N0 com (-)-Carveol ..........cccevveveevieviesiece e 102

Figura 26. Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucdo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com NEM e
tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no
modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos grupamentos
SUITTATTIAS ...t b et e st e e e bt e st e et e b e e nbeeneesreenbe s 108

Figura 27. Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucdo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pre-tratados com L-
NAME e tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg

(F) no modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo do 6xido nitrico

Figura 28. Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucédo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), diazdxido 3 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com glibenclamida
e tratados com Tween 80 5%, diazéxido 3 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no modelo de

Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis a



Figura 29. Estdmagos de ratos pré-tratados com solucéo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), misoprostol 50 pg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com
indometacina e tratados com Tween 80 5% (D), misoprostol 50 pg/kg (E) e (-)-carveol 100
mg/kg (F) no modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo das

PrOSEAGIANTINGS .....oveeeee ettt r ettt ae et nees 113

Figura 30. Representacdo esquematica das atividades farmacoldgicas encontradas para o (-)-

carveol em modelos animais com ratos Ou CamMUNAONQOS.......cceeveieerueerrereerieerieseesreeeeenas 137



Flstar do tadbelas



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1. Efeito da administracdo oral do (-)-carveol na evolucao ponderal, indice de 6rgéos,

consumo de &gua e racao de CAMUNAONGOS ... .cveiverierieerieieieiesie e ste e ereeseeseeseeseeseesresseereeneenes 99

Tabela 2. Efeito da administracao oral e intraduodenal da ranitidina e (-)-carveol em ulceras

gastricas induzidas por ligadura do piloro €M rat0S .........cccceveieieieiieceeese s 105

Tabela 3. Efeito da administragdo oral e intraduodenal da ranitidina e (-)-carveol nos parametros

do contetdo gastrico apos ligadura do PIHOr0........ccveveiieiieie e 106






LISTAS DE GRAFICOS

Gréafico 1. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol em Ulceras gastricas

induzidas pelo etanol BM FaLOS ..........coeiiiiii s 100

Gréafico 2. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol sobre o nimero de
mastocitos (A), matriz extracelular (B) e mucinas (C) na mucosa gastrica de ratos submetidos
ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol............ccccevveveiiiiiniieieicse e 103

Gréfico 3. Efeito da administracdo oral da ranitidina e (-)-carveol em Ulceras gastricas induzidas
pelo estresse (imobilizagao e frio) em CamuNAONGOS........ccverververiiriririeieiee e 104

Grafico 4. Efeito da administracdo oral da ranitidina e (-)-carveol em Ulceras gastricas induzidas

por anti-inflamatorio ndo esteroidal (Piroxicam) em camundongos .........cccocervererenererenennns 105

Gréfico 5. Efeito da administracao oral da carbenoxolona e (-)-carveol apds pré-tratamento com

salina e NEM (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos...........ccccceveveveevieieennnns 107

Gréfico 6. Efeito da administracédo oral da carbenoxolona e (-)-carveol apos pré-tratamento com
salina e L-NAME (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos............c.cccvevvereenenn 109

Gréfico 7. Efeito da administracdo oral do diazoxido e (-)-carveol apds pré-tratamento com

salina e glibenclamida (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos....................... 110

Gréfico 8. Efeito da administracao oral da carbenoxolona e (-)-carveol na concentracdo de muco

aderido @ mucosa gastrica apés ligadura do Piloro..........cceceveieie i s 112

Gréfico 9. Efeito da administracdo oral de misoprostol e (-)-carveol apds pré-tratamento com

salina e indometacina em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos.............ccccceeeeveiveennnnn 113

Gréfico 10. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de GSH a

partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos ...........ccccevvererieereennnn 114

Grafico 11. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de MDA a

partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos ...........cccceeevveerveeevennn, 115

Gréfico 12. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de MPO a



partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos ...........ccccceevevveeievveennenn, 115

Gréfico 13. Efeito da carbenoxolona e do (-)-carveol sobre a atividade da enzima superéxido

dismutase a partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos.................. 116

Grafico 14. Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de IL-1

(A), TNF-a (B) e IL-10 (C) a partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em



st de abreviaturas, Wa



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AA Acido araquiddnico

Ach Acetilcolina

AINE Anti-inflamatério nédo esteroidal

ALU Avrea de lesdo ulcerativa

ANOVA Anélise de variancia de uma via

ATP Adenosina trifosfato

Cag A Citotoxina associada ao gene A

cAMP 3’.5’~-monofosfato ciclico de adenosina
cGMP Monofosfato ciclico de guanosina
CAT Catalase

CCK Colecistocinina

CCK-1 Receptor de colecistocinina tipo 1
CCK-2 Receptor de colecistocinina tipo 2

CCS Centro de Ciéncias da Saude

CEUA Comissdo de Etica em Uso Animal
CGRP Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Cl- fon cloreto

CSPP-28 Fosfoproteina sensivel a concentragio de Ca?*
COX Ciclo-oxigenase

COX-1 Ciclo-oxigenase tipo 1

COX-2 Ciclo-oxigenase tipo 2

DAG Diacilglicerol

DLso Dose Letal 50%

DNA Acido desoxirribonucleico

d.p. Desvio padrdo da média

DTNB Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico
ECL Células semelhantes as enterocromafins

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético



EGF
eNOS
EP
FDA
FGF
GCs
Gi

Gs
Gg1
GPCR
GPx
GR
GSH
GSSH
H*
HCI
HCOgz
H*-K*ATPase
H:

HE
H20;
HTAB
HSP
IBP
ICAM-1
IL-1B
IL-6
IL-10
IPs3
IPeFarM
i.p.

i.d.
ILU
INOS

Fator de crescimento epidérmico
Sintase de oxido nitrico endotelial
Receptor da prostaglandina E
Food and Drug Administration
Fator de crescimento de fibroblastos
Ciclase de guanilil solavel
Proteina G inibitoria

Proteina G estimulatéria

Proteina Gq ou proteina Gi1
Receptor acoplado a proteina G
Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

fon hidrogénio
Acido cloridrico

fon bicarbonato

ATPase trocadora de Hidrogénio-Potassio (Bomba de prétons)

Receptores de histamina do tipo 2
Hematoxilina e eosina

Peroxido de hidrogénio

Brometo de hexadeciltrimetilamonio
Proteina de choque térmico

Inibidor da bomba de prétons
Molécula de adeséao do tipol
Interleucina 1 beta

Interleucina 6

Interleucina 10

1,4,5-trisfosfato de inositol

Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
Via intraperitoneal

Via intraduodenal

Indice de Lesdo Ulcerativa

Sintase de 6xido nitrico induzivel



Katp

L-NAME

MDA
MPO
Na*
NaCl
NEM
nNOS
NO
NOS
)]

OECD
OH
OMS
PAS

PG
PGE>
PGD>
PGF.a
PGI>
pH
PKA
PKG
PLA:
PLC-p1
PPgPNSB

RL
ROS
s.C.
SHs
SNA

Canais de potassio ATP-dependentes
N-nitro-L-arginina metil éster
Receptor muscarinico tipo 3
Malondialdeido
Mieloperoxidase

fon sédio

Cloreto de sodio
N-etilmaleimida

Sintase de oxido nitrico neuronal
Oxido nitrico

Sintase de 6xido nitrico
Oxigénio molecular

Anion superdxido
Organisation for Economic Cooperation and Development

Radical hidroxila

Organizagdo Mundial de Saude

Acido periddico de Schiff
Prostaglandina

Prostaglandina da série E»
Prostaglandina da série D>
Prostaglandina da série Foa.
Prostaciclina

Potencial hidrogenidnico

Proteina quinase dependente de cAMP
Proteina quinase dependente de cGMP
Fosfolipase A2

Fosfolipase C beta 1

Programa de Pds-graduacao em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos

Radical livre

Espécies reativas de oxigénio

Via Subcutanea

Grupamentos sulfidrilas

Sistema nervoso autbnomo



SNAP Sistema nervoso autbnomo parassimpatico

SNAS Sistema nervoso autbnomo simpatico
SNC Sistema nervoso central

SNE Sistema nervoso entérico

SOD Superoxido dismutase

SSTR2 Receptor de somatostatina tipo 2

TFF Peptideos da Familia do Fator Trifolio
TGI Trato gastrintestinal

TGF-a Fator de crescimento transformador alfa
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TRPV-1 Transient Receptor Potential Vanilloid 1
TXA: Tromboxano Az

Vac A Citotoxina vacuolizante A

UFPB Universidade Federal da Paraiba

UP Ulcera péptica

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular
V.0. Via oral

As abreviaturas, siglas e simbolos usados nesse trabalho e que ndo constam nessa lista,

encontram-se descritas no corpo texto ou séo convencdes adotadas universalmente.






SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE GRAFICOS

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

1. INTRODUGAD ..ottt ettt ettt s s en e enens 37
2. REVISAO DA LITERATURA . .....oooveveeeteseeeeeeesess s ses s st nassass s seesn st 40
2.1 UICEIA PEPLICA ......ocveecveceee ettt enan s 41
2.1.1 Etiologia da UICEra PEPLICA.......cc.eiviiieie ettt 41
p I = o] [o (=10 a1 o] (oo - WSS S SR 43
2.2 Anatomofisiologia gastrinteStinal ...........ccooooiiiiiiiiice s 44
2.3 Mecanismos de defesa da MUCOSA GASIIICA . .......c.ervrererieieiieeee e 55
2.3.1 Defesa Pré-epitelial..........ccooveiiiiiiiiie e 56
2.3.2 Defesa epitelial ........cooveiieiicc e 57
2.3.3 Defesa POS-EPILEIIAl ........ccooiiiiiiiie e 59
2.3.3.1 Fluxo sanguineo e iNervagao SENSOMAl.........cccriiireririrenieieere e 59
2.3.3.2 Oxido nitrico e canais de potassio ATP-0ependentes............ccooveevereereeereesseeeenens 60
2.3.3.3 Prostaglanainas ........cc.eceeieeiieiieiieerie e se et re e e 61
2.3.3.4 Grupamentos SUITIATIAS ..o 62
2.3.3.5 SiStema antiOXIAANTE .......cceiiiiieiieie e et 62
FZC TR G I O 1 (0 1o] | - LSS R PR PRRR 64
2.4 Fatores agressores da MuCOSA JASIIICA .....ocuvecveeueiierieerie et e e ste et 66
24 L ELANOL ...t b e bbbt 66
24,2 ESIIBSSE ..ottt ettt h e bbbt bt e nRb e bt e R bt et e e eabe e aeeanaeenree s 67
2.4.3 AINES ..ottt bbbt a e e ettt n et neere et 68
A o T )] o] o USSR 69
2.5 Terapéutica das UICEras PEPLICAS ......o.evrerierieieieie ettt 70
2.6 ProdULOS NATUFAIS.......eeitieiieitieiieeie sttt sttt sttt e be e be st e sbeeteeseesneenaeeneeeees 74

2.7 ()"CAIVEOL.... .ottt et raente e res 76



.0 OBIETIVOS ... 79

3.1 ODJEIVO GEIAL.....ee et 80
3.2 ODJtiVOS ESPECITICOS ......eeiiieiieieie ettt 80
4.0 MATERIAL E METODOS ...ttt n st 81
A1 MALEITAL ... bbbttt bt p e e e 82
I A I Yo | - W oLt U PSSP 82
S U o1 12 Vg (o] - (= (=TSR 82
I N o1 [0 U PSRRI 82
4.1.4 SUDSEANCIAS ULTHZAAAS .......ccviieiiiieiieieie et 83
|V 1= (oo [0 L USRS PRPRPO 84
4.2.1 Ensaio toxicologico ndo-clinico oral agudo (OECD, 2001) .......c.ccceerirerererenienieeeienen. 84
4.2.2 Investigacdo da atividade gastroprotetOra........ccccuueeiierieririieie e 86
4.2.2.1 Modelos de inducéo aguda de tlcera gastriCa .........covvveveereiiee i 87
4.2.2.1.1 Ulceras gastricas induzidas por etanol ..............cc.ccoeueeveruercurieseeeeseseeesesesssseseenenes 87
4.2.2.1.2 ANALISE NISTOIOQICA. ... ...eiuieiieiieieie ettt ne e 87

A) HE ..ottt 87

B) PAS .ottt sttt st e nrs 88

(O T I Y 3o o SRS 88

D) AZUI de TOIUIAING ... 88
4.2.2.1.2.1. Analise MOIFOMEALIICA .....cveveieiiiii it 89
4.2.2.1.3 Ulcera gastrica induzida por estresse (imobilizacao € frio)..........cccocevevirevrererrnnne. 89
4.2.2.1.4 Ulcera gastrica induzida por anti-inflamatério ndo esteroidal (piroxicam)............. 89
4.2.2.1.5 Ulcera gastrica induzida por contens&o do suco gastrico (ligadura do piloro)........ 90
4.2.3 Investigagcdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastroprotetora........... 90
4.2.3.1 Mecanismo antissecretorio ou NEULralizante...........ccoceveriieieienieeieese e 91

4.3.3.1.1 Auvaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico apos ligadura do piloro..91

4.2.3.2 MeCaniSmOS CILOPIOTEIONES .......ccueiueeieeieiesie sttt sttt 91
4.2.3.2.1 Avaliagéo da participagdo dos grupamentos sulfidrilas na gastroprotecéo............... 91
4.2.3.2.2 Avaliacdo da participacdo do éxido nitrico (NO) na gastroprotecao ..............ccceeuu... 92
4.2.3.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes............c.cccoc..... 92
4.2.3.2.4 Determinacdo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica ...........ccoccevvennenn 92
4.2.3.2.5 Avaliagdo das prostaglandinas na gastroproteGa0 ..........ccevvrereeieiieneniene s 93
4.2.3.3 Atividade antioXIAaNTE. ..........coiiiiiieiieie ettt ae s 93

4.2.3.3.1 Determinac@o dos NiVEIS A8 GSH ..o 93



4.2.3.3.2 Determinacgao dos NiVeis de MDA ..o e 94

4.2.3.3.3 Determinacgdo da atividade da MPO ... 94
4.2.3.3.4 Determinacdo da atividade da SOD..........ccceviiieiieii i 95
4.2.3.4 Mecanismos iMmuNOITEQUIALOTIOS ........cc.eieiiriiiisieieie e 95
4.2.3.4.1 DeterminaGao das INTErIEUCINGS ..........ooeiiiiiiiieieee s 95
4.3 ANALISE ESTALISTICA ...vveveevierieie ettt ettt tesreenaeneeneas 96
5.0 RESULTADOS ...ttt sttt b et et ne et st ene st 97
5.1 Ensaio toxicolgico ndo-clinico oral agUO...........cccvveriiiieniieesee e 98
5.2 Avaliacdo da atividade gastrOpPrOteIOra.........cueviiieieeieie e 99
5.2.1 Ulceras gastricas induzidas Por €taN0l.............c.coeeurvieeureieeeeeeeeeseeenes s 99

5.2.2 Efeito do (-)-carveol sobre as alteracdes histopatoldgicas em ratos com lesdo gastrica
INAUZIdA PO BTANON .........iiiiiiiicee e 101

5.2.2.1 Efeito do (-)-carveol sobre o niumero de mastocitos, matriz extracelular e mucinas em

ratos submetidos as lesdes gastricas induzida por etanol ............cccoevvevieieiic e, 102
5.2.3 Ulceras gastricas induzidas pelo estresse (imobilizagd0e frio).........c.cccccevevevrvrrnenne. 103
5.2.4 Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatorios ndo esteroidais..............c....cce...... 104
5.2.5 Ulceras gastricas induzidas por contensao do SUCO GASLIICO............ocvvveeereereeerererenns 105
53 Elucidacdo dos mecanismos de acdo envolvidos no efeito gastroprotetor..................... 106
5.3.1 Mecanismo antissecretorio ou NEULraliZante.............ccoovververeiieesieere e 106
5.3.1.1 Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos do SUCO GASLICO ........ccccvveverieriererieiieceene 106
5.3.2 MecaniSmOS CItOPIOtELOIES ........eeivieiiieiiee it eitee sttt 106
5.3.2.1 Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas na gastroprotecéo ............ 106
5.3.2.2 Avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico (NO) na gastroprotecao.............c......... 108
5.3.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de potdssio ATP-dependentes na gastroprotecao

................................................................................................................................. 110
5.3.2.4 Quantificacdo do muco aderido a muCOSa gastriCa .........cccvervvrreerverieeriesieseeree s 111
5.3.2.5 Avaliacdo da participagao das prostaglandinas na gastroproteGao.............cccceeveee. 112
5.3.3 Atividade antioXIJANTE.........ceeiuiiieiieieeie e 114
5.3.3.1 Determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)...........cccooeviviveniieniececee. 114
5.3.3.2 Determinacéo dos niveis de malondialdeido (MDA) ........ccccoveieiiieneeiiesiese e 114
5.3.3.3 Determinacéo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) .........cccocoreireniiinieneneesee 115
5.3.3.4 Determinacdo dos niveis de superdxido dismutase (SOD) .........ccocvevveviereieieiennnnn 116
5.3.4 Investigacdo da atividade imunorregulatoria............cccooveveereiieeiieese e 116

5.3.4.1 Quantificagdo das citocinas IL-1B, TNF-a e IL-10 teciduais...........ccccererereruennnn 116



B.0 DISCUSSAD ..ottt sttt es sttt 118
7.0 CONCLUSAO ......cooeeeeeeeeteeeeeet et en ettt 135
8.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......co.oveieeeeeieieseeeeesiesisessesssessessssesnsessnsessenes 138
9.0 ANEXOS ...ttt 158






1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica (UP) é uma doenga comum de incidéncia e prevaléncia global, acometendo
milhdes de pessoas no mundo todo e apresentando altas taxas de recidiva (LANAS; CHAN, 2017).
No Brasil, as taxas de letalidade estimadas sdo de trés para cada cem mil (3:100.000) habitantes
(OLIVEIRA et al., 2015).

Essa doenca é de origem complexa e multifatorial e desenvolve-se com a perda do equilibrio
entre 0s agentes agressores e protetores da mucosa do trato gastrintestinal (TGI) (YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015). Estresse, tabagismo, excesso de alcool, uso crénico de anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINEs), deficiéncias nutricionais e a infeccdo por Helicobacter pylori sdo alguns
fatores externos que podem aumentar a incidéncia das ulceras (MALFERTHEINER; SCHULZ,
2020).

Dentre as opcOes terapéuticas disponiveis para essa afeccdo estdo os antiacidos,
citoprotetores, antagonistas do receptor H> de histamina, inibidores da bomba de prétons (IBPs) e
nos casos em que had infeccdo por H. pylori, faz-se necessario utilizar medicamentos
antimicrobianos (SALAGA; MOSINSKA, 2017).

No entanto, esses medicamentos estdo associados a uma diversidade de efeitos colaterais e
adversos e a uma cicatrizacdo deficiente das Ulceras, favorecendo a recorréncia das ulceracdes e
gerando um impacto financeiro para os usuarios e sistemas publicos de saide (BYRNE et al., 2018;
KAVITT et al., 2019).

Os produtos naturais, incluindo plantas, animais, micro-organismos e minerais,
comprovaram historicamente seu valor como uma fonte de moléculas com potencial terapéutico
(RAO et al., 2019). Além disso, muitos produtos naturais estdo servindo de inspiracéo e pontos de
partida para a quimica medicinal e desenvolvimento de novas moléculas e medicamentos
(BARREIRO, 2019).

A investigacdo cientifica de produtos naturais, especialmente aqueles obtidos de espécies
vegetais, tem atraido cada vez mais a atencdo de pesquisadores e da indlstria farmacéutica,
sobretudo, devido a grande variedade quimica e estrutural de seus fitoconstituintes e a diversidade
de efeitos bioldgicos, exercendo um impacto marcante no desenvolvimento de medicamentos
(PRIETO-MARTINEZ et al., 2019).

Atualmente, aproximadamente 35% dos medicamentos langados no mercado sao oriundos
de produtos naturais. Além disso, a maioria das moléculas envolvidas em ensaios clinicos também
sdo de origem natural (NEWMAN; CRAGG, 2016). Estima-se que o mercado global desses
medicamentos gira em torno de 1,1 trilh&o de dolares (CALIXTO, 2019).

Nessa perspectiva, o Brasil se destaca, por apresentar a maior biodiversidade do mundo, com

mais de 50.000 espécies de plantas existentes nos varios biomas (Caatinga, Cerrado, Pantanal,
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Mata Atlantica, Amazonia e Pampa), correspondendo a 20-22% do total do planeta (DUTRA et
al., 2016). Essas caracteristicas favorecem o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia na producao
dos medicamentos de origem vegetal no pais, o que tem sido evidenciado com o crescente nimero
de artigos cientificos publicados internacionalmente por pesquisadores brasileiros ( DAVID et al.,
2015; BARREIRO, 2019; CALIXTO, 2019).

Vaérios extratos de plantas medicinais e seus constituintes isolados como alcaloides,
flavonoides, fenilpropandides e terpenos (DUTRA et al., 2016) ja evidenciaram muitas atividades
bioldgicas e tém sido explorados na prevencdo e tratamento das mais diversas afeccfes humanas
(TETALLI, 2019).

Os terpenos, também chamados de terpendides ou isoprenoides, compreendem a classe de
metabdlitos secundarios com maior diversidade quimica (CHRISTIANSON, 2017). As atividades
bioldgicas das varias classes de terpenos (monoterpenos, sesqui-, di-, tri- e tetraterpenos e seus
glicosideos) foram evidenciadas em estudos in vitro e in vivo e incluem efeitos anti-inflamatérios,
antioxidantes, analgésicos, antitumorais, antimicrobianos, gastroprotetores, entre outros

(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2019).

E nesse contexto, que o presente trabalho se propde avaliar o efeito gastroprotetor do
monoterpeno levdgiro (-)-carveol frente a diversos agentes indutores que mimetizam a ulcera

gastrica no homem e elucidar os mecanismos de agéo relacionados a esse efeito.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ulcera péptica
2.1.1 Etiologia da ulcera péptica

O termo Ulcera péptica é utilizado para se referir a ruptura da barreira protetora da camada
mucosa do esdfago, estbmago ou duodeno sendo caracterizada por um processo inflamatério e

oxidativo com presenca de necrose e hemorragia (LANAS; CHAN, 2017) (Figura 1).

Figura 1 - Regibes anatdmicas do trato gastrintestinal acometidas pelas uUlceras e sua etiologia
(Adaptado de: http://www.buzzle.com/articles)
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Legenda: As Ulceras pépticas sdo lesbes epiteliais caracterizadas por pontos hemorragicos que acometem a
mucosa do eséfago, estbmago ou duodeno. Além disso, podem se estender pelas camadas superficiais da
mucosa, a exemplo da camada mucosa e submucosa, bem como, progredir as camadas tissulares mais
profundas, muscular e serosa.

As Ulceras pépticas tendem a agravar de acordo com o grau de comprometimento do tecido
lesionado, podendo acometer desde as camadas mais superficiais como a mucosa até as camadas
tissulares mais profundas como as camadas musculares, com comprometimento de vasos e
ramificagdes nervosas e a perda da integridade e funcionalidade das células (RAU et al., 2019).

A etiologia dessa doenca é complexa e heterogénea e uma das principais hipoteses aceita
trata da perda do equilibrio entre os agentes protetores da mucosa como a camada de muco e
bicarbonto, prostaglandinas, 6xido nitrico, fluxo sanguineo, regeneracdo celular e o sistema
antioxidante (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015) e dos agentes agressores como a secrecdo acida
gastrica e a atividade proteolitica da pepsina, refluxo biliar, alteracbes na motilidade, reducéo do
aporte de fluxo sanguineo, ativacdo de neutrofilos e leucotrienos (MALFERTHEINER; SCHULZ,
2020). Além disso, o estresse oxidativo, apoptose das células epiteliais e inflamacdo na mucosa

estdo associados com a patogénese desta doenga (YANG et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2 — Etiologia e patogénese das Ulceras pépticas (Fonte: Arquivo LFTGI)
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Legenda: Um desequilibrio entre fatores agressores e protetores iniciam o processo ulcerogénico. A
infeccdo por Helicobacter pylori e o uso de AINEs séo importantes na perturbacdo da camada protetora da
mucosa. Expor o epitélio gastrico ao alcool, cigarro e AINEs podem aumentar o processo ulcerogénico, que
leva a erosdo e eventualmente ocorre perfuracao.

Serosa

Durante muito tempo, acreditava-se que o principal fator implicado no desenvolvimento e
progressdo da Ulcera péptica fosse 0 ambiente &cido hipersecretdrio. Mas a descoberta da infeccéo
por Helicobacter pylori e o uso generalizado de AINES na segunda metade do século XX mudou
essa percepcdo (KEMPENICH; SIRINEK, 2018; LANAS; CHAN, 2017).

Atualmente sabe-se que o desenvolvimento das ulceracGes esta relacionado a alguns fatores
exogenos associados ao estilo de vida da maioria dos individuos, como héabitos dietéticos
inadequados (consumo excessivo de café, refrigerantes e condimentos), estresse e ingestdo de
agentes quimicos a exemplo do alcool e o tabagismo (MALFERTHEINER; SCHULZ, 2020).

Ao progredir a lesdo, ja na ulcera em atividade, ha quatro camadas bem reconhecidas,
embora nem sempre bem individualizadas: 1) tecido necrotico, geralmente do tipo fibrinoide,
presente no fundo da lesdo decorrente da digestdo acido péptica; 2) exsudato inflamatério com
predominio de neutroéfilos; 3) camada constituida principalmente por tecido de granulacéo; e 4)
tecido fibroso cicatricial (BRAGA et al., 2016).

Os sintomas da Ulcera péptica sdo variaveis e inespecificos incluindo dor epigastrica,
nauseas, vomitos, eructacles, sensacao de plenitude, refluxo e azia. Além disso, tém sido relatados
muitos casos assintomaticos de Ulceras (NARAYANAN et al., 2018; VOULGARIS et al., 2019).
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Classicamente, as pessoas acometidas com Ulcera gastrica apresentam dor epigastrica pos-
prandial, associada a falta de apetite e perda peso. Por outro lado, nas ulceras duodenais ocorre
piora da dor epigastrica principalmente em jejum ou a noite (LANAS; CHAN, 2017).

Quando ndo ha um tratamento efetivo geralmente ocorrem sintomas recorrentes devido a
cicatrizagdo espontanea e recidiva das ulcera¢es enquanto o fator etioldgico persistir. Estimam-se
taxas de recidivas em 60% dos casos (STEPHEN et al., 2016). Como também, podem ocorrer
complicacdes como sangramentos, perfuracao, obstrucao e malignidade (KAVITT et al., 2019).

As complicagfes ocorrem em cerca de 10 a 20% dos individuos com Ulceras pépticas
(THORSEN et al., 2013). Estudos apontam que os usuarios de AINESs tém quatro vezes mais risco
de desenvolver complicagfes em compara¢do com os ndo usuérios (LANAS; CHAN, 2017).

O sangramento é a complicacdo mais comum, geralmente se manifesta como melena ou
hematémese e ocorre em 1/1000 individuos a cada ano. E uma das causas mais frequente de
hospitalizacdo devido doenca gastrintestinal nos Estados Unidos, sendo responsavel por mais de
507.000 hospitalizacdes e US$ 4,85 bilhdes em custos anual (LOREN, 2016) e ¢é frequentemente
associado ao H. pylori e AINEs (FAGUNDES et al., 2020; MINOZZO et al., 2016). A perfuracdo
€ uma emergéncia cirdrgica e esta associada a mortalidade média de 20% (BYRNE et al., 2018).

Além disso, a Ulcera peptica é classificada como uma doenca pré-cancerosa e de
preocupacao global pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS). Estima-se que cerca de 1% dos
casos de ulceras podem se deteriorar em cancer (LIU et al., 2017).

Apesar dos sinais e sintomas da Ulcera péptica serem pouco especificos, seu diagnostico
ocorre a partir da observacdo das apresentacOes clinicas e testes definitivos como a endoscopia
digestiva alta (AHMAD et al., 2019).

2.1.2 Epidemiologia

A epidemiologia da Ulcera péptica apresenta carater dinamico com variagdes consideraveis
ao longo do tempo, sendo dificil mensurar suas reais taxas de prevaléncia e incidéncia, sobretudo,
devido a heterogeneidade da doenca, a subjetividade dos sintomas e a semelhanca clinica com
outras afec¢bes que acometem o TGl (GREENWOOD-VAN MEERVELD et al., 2017).

Estima-se que a Ulcera péptica se desenvolve em cerca de 5% a 10% da populagdo mundial
pelo menos uma vez durante a vida, chegando a acometer 4 milhdes de pessoas no mundo
anualmente e com taxas de incidéncia de 0,1% a 0,3% (LANAS; CHAN, 2017).

E considerada uma doenca dos tempos modernos, estando associada ao estilo de vida
agitado da maioria dos individuos, com altos niveis de estresse, dieta desequilibrada, utilizacao de

substancias quimicas como o alcool, tabagismo e o uso prolongado de AINEs (YEGEN, 2018).
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Os AINEs e o H. pylori sdo considerados os mais importantes fatores predisponentes para
o desenvolvimento das Ulceras pépticas (SARRI et al., 2019). Estudos apontam que os AINES sao
responsaveis por 50% das lesGes ulcerativas (LANAS, 2016) e cerca de 70% das ulceras gastricas
(UG) e 90% das ulceras duodenais (UD) est&o associadas ao H. pylori (SVERDEN et al., 2018).

A Ulcera péptica é uma doenca progressiva e embora acometa pessoas mais jovens e adultos
de meia-idade, tende a aumentar com o processo de envelhecimento, sendo observada uma maior
incidéncia nessa populacdo (DUMIC et al., 2019).

Em relacédo ao sexo, os homens sdo frequentemente mais acometidos do que as mulheres,
na proporcao de 3,5:1 e 2,5:1, para Ulceras gastricas e duodenais respectivamente. No que tange o
tipo de Ulcera, as lesGes duodenais sdo mais prevalentes que as gastricas. Entretanto, tém-se
observado uma reducdo gradual na incidéncia de Ulceras duodenais nos ultimos anos, enquanto
que, a incidéncia das Ulceras gastricas permanece quase que inalterada (LANAS; CHAN, 2017).

No Brasil, apesar de ser uma doenca bastante frequente, sua real prevaléncia ainda é
desconhecida, pois sdo poucos os estudos de base populacional que quantificam sua magnitude.
Um estudo conduzido em ambito nacional revelou uma prevaléncia de 0,2% em homens e 0,1%
em mulheres, com taxa de mortalidade de 3,0/100 mil habitantes (3,6/100 mil em homens; 2,3/100
mil em mulheres). Esse estudo tambeém demonstrou que a regido Nordeste apresenta valores
superiores a média nacional, 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).

Entretanto, devido as subnotificacdes, ha auséncia de dados epidemioldgicos que reportem
verdadeiramente 0s casos de Ulcera péptica no pais, evidenciando-se a necessidade de pesquisas

para estimativas mais precisas de sua ocorréncia.

2.2 Anatomofisiologia gastrintestinal

O trato gastrintestinal (TGI) é um tubo alimentar longo e oco que se inicia na cavidade oral
(boca) e se estende até a cavidade pélvica (&nus), medindo cerca de 6-9 metros de comprimento e
com diametro variavel em suas diferentes se¢cdes (ASHFORD, 2017).

E formado pela cavidade oral, faringe, esdfago, estdmago, intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, colon e reto) e anus associados com 6rgdos glandulares e
anexos (dentes, lingua, glandulas salivares, figado, pancreas exocrino e vesicula biliar) que atuam
em conjunto para realizar importantes processos fisiolégicos como ingerir e digerir os alimentos,
absorver nutrientes e eliminar os residuos do que nao foi absorvido. O TGI contém um dos maiores
reservatorios de tecido linféide do organismo (GALT) e um sistema nervoso entérico (SNE) com
mais neurdnios que a medula espinhal (PEATE, 2018) (Figura 3).
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Figura 3 - Anatomia do trato gastrintestinal humano (Fonte: Digestive System, 2016)
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Legenda: O TGI é um sistema integrado de 6rgdos responsaveis pela ingestdo de alimentos, digestdo,
absorgdo de nutrientes e eliminagdo de residuos ndo absorviveis. E dividido em estruturas superiores e
inferiores, formando os 6rgdos digestivos e acessorios. As principais estruturas incluem: boca, faringe,
es6fago, estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, cdlon e reto) e anus.
Os 6rgdos acessorios contribuem para a funcdo do TGI. Esses 6rgdos sdo: glandulas salivares, figado,
vesicula biliar e pancreas.

O estdmago consiste na por¢do mais dilatada do TGI, correspondendo a um compartimento
em formato de “J”, semelhante a uma bolsa, que se inicia apds o esofago limitando-se
inferiormente com o duodeno, com sua maior porcao localizada a esquerda do plano mediano
corporeo. E o local de armazenamento temporério do alimento ingerido durante a refeicéo,
podendo comportar até 1,5-2L de conteddo alimentar em um individuo adulto, para que seja
fracionado e misturado as secrec¢des gastricas. O produto resultante desse processo é chamado de
quimo que passa do estbmago para o duodeno na forma de um liquido viscoso (ASHFORD, 2017).

E um 6rgdo oco e curvo, com a borda direita denominada de curvatura menor e a borda
esquerda de curvatura maior. A regido entre o estbmago e o es6fago é chamada de cardia e a regido
entre o0 estdbmago e o duodeno é marcada pelo piloro (SCHNEIDER; FEUSSNER, 2017).

O estdmago pode ser dividido em quatro regides anatémicas: cardia, fundo, corpo e antro,
sendo limitado em suas extremidades pelos esfincteres esofagiano (na parte superior) e pildrico

(na parte inferior), que controlam a passagem dos alimentos (LANDA et al., 2019) (Figura 4).
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Figura 4 - DivisGes anatdmicas do estdmago (Fonte: Adaptado de Shen; Fox, 2013)
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Legenda: Regifes anatbmicas do estdbmago (cardia, fundo, corpo e antro); curvatura menor e maior.

A cérdia é a regido pela qual o estbmago se une ao eséfago. O fundo esté localizado na
porcao superior do estdbmago se estendendo acima da jungdo gastroesofagica. O corpo é a parte
mediana do estdmago, fica entre o fundo e o antro, correspondendo a maior parte do 6rgdo. O
ultimo segmento € o antro, que se estende do corpo até a regido do esfincter pilérico, uma valvula
muscular espessa que separa o antro do duodeno (LANDA et al., 2019).

O estdbmago também pode ser subdivido em mais duas regides segundo a sua
funcionalidade: 1) regido proximal (composta pela cardia, fundo e aproximadamente 1/3 do
corpo), cuja funcdo principal é o armazenamento dos alimentos e 2) a regido distal (2/3 do corpo,
antro e piloro) cuja funcdo estd associada a atividade contratil da musculatura do estémago, o
auxilio na homogeneizacdo dos alimentos com as enzimas digestivas e a propulsdo do bolo
alimentar ao longo do TGl (CAMPBELL, 2015; MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

O estbmago pode ser compartimentado em quatro camadas distintas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa ou adventicia, sendo diferenciadas pelo tipo de tecido que as compde, 0s quais
védo determinar a funcionalidade de cada camada (Figura 5) (KIM; SHIVDASANI, 2016).
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Figura 5 - Diferentes camadas e células do TGI (Fonte: Boron; Boupaep, 2012)
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Legenda: Revestimento da mucosa gastrica (mucosa, muscular da mucosa, submucosa, muscular e serosa);
fenda; glandula gastrica do corpo; célula mucosa do pescogo; célula regenerativa; célula parietal ou
oxintica; célula principal; célula endécrina.

A camada mucosa esta voltada para a regido do Iimen e realiza todo o revestimento interno
desse 6rgdo. E constituida por uma unica camada de epitélio colunar simples que secreta fatores
protetores para a mucosa, como muco e bicarbonato, lamina propria coberta de tecido conjuntivo
subepitelial que sustenta e mantém o epitélio no lugar e uma camada fina de musculo liso
(muscular da mucosa). Na submucosa, camada de tecido conjuntivo, rica em vasos sanguineos e
linfaticos, encontra-se o plexo submucoso (Meissner) que modula os processos de secre¢do e fluxo
sanguineo gastrintestinal (SAUER; MERCHANT, 2018).

A regido muscular é formada por trés camadas: obliqua interna, circular média e
longitudinal externa. O plexo mioentérico (Auerbach) fica entre a camada circular média e
longitudinal externa, sendo responsavel pelas contragdes segmentares e movimentos peristalticos
ao longo do TGI e o masculo liso circular sofre modificacdes em algumas regides do TGI para
formar os esfincteres. A camada serosa é a camada mais externa da parede do tubo digestivo e se
estende continuamente com o peritonio (PEATE, 2018; LANDA et al., 2019).

O epitélio da mucosa emite projecbes em direcdo a ldmina prépria formando estruturas

invaginadas denominadas fossetas, também conhecidas como criptas gastricas. A partir destas
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fossetas se formam diversas glandulas tubulares: oxinticas ou gastricas e piloricas que podem ser
diferenciadas quanto a distribuicdo, constituicdo e funcionalidade (THOMPSON et al., 2018).

As glandulas oxinticas se localizam no corpo e fundo do estbmago, correspondem ao tipo
glandular mais abundante, ocupando cerca de 80% da mucosa desse 6rgdo. Ja as glandulas
piloricas estdo presentes no antro ou na regido pilérica e correspondem aos outros 20% restantes
do estbmago. Ambas as glandulas oxinticas e piléricas possuem células mucosas (produtoras de
muco), células D (produtoras de somatostatina) e células enterocromafins (ECL - liberam
histamina). Além disso, as glandulas oxinticas possuem células parietais (produtoras de fator
intrinseco e HCI) e células principais (produtoras de pepsinogénio), ja as glandulas piléricas
possuem células G (produtoras de gastrina) (SAUER; MERCHANT, 2018).

O suco gastrico € constituido principalmente por &cido cloridrico (HCI), pepsina, ions
bicarbonato (HCO3"), muco livre, eletrélitos (Na*, Cl e K*) e fator intrinseco. Acredita-se que
sejam secretados de 1-3L de secrecdo acida gastrica diariamente, com pH aproximadamente 1
(MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

O é&cido gastrico participa da digestdo de proteinas por meio da ativacdo enzimatica do
pepsinogénio em pepsina, atua na absorcao do ferro, calcio, vitamina B1, e alguns medicamentos
(tiroxina e cetoconazol). Ele funciona também como um mecanismo protetor contra patdgenos,
dificultando o crescimento da maioria dos micro-organismos nessa regido (LANDA et al., 2019).

A secrecdo gastrica é tradicionalmente dividida em trés fases: cefalica, gastrica e intestinal.
Na fase cefalica se inicia a secrecao gastrica através da liberagdo do neurotransmissor acetilcolina
(Ach) pelas fibras eferentes vagais, em resposta aos sinais sensoriais como 0s estimulos visuais,
olfatérios e gustativos, associados a antecipacdao do alimento no limen do estdmago (SAUER;
MERCHANT, 2018). A face cefélica é responsavel por aproximadamente um terco (1/3) da
producdo total de &cido (WILSON; STEVENSON, 2017; LANDA et al., 2019).

A fase géstrica é considerada a fase mais importante da digestdo. Nessa etapa, a secrecéo
gastrica é amplificada por estimulos quimicos e mecanicos desencadeados pela chegada do
alimento no estdbmago. Os alimentos, particularmente peptideos e aminoacidos séo os principais
fatores estimulantes para a secrecdo da gastrina. A distensdo da parede do estbmago promovida
pela entrada do alimento no limen, ativa receptores sensiveis ao estiramento, resultando na maior
liberacdo da acetilcolina, histamina e gastrina nas proximidades das células parietais. Ha também
um aumento no aporte sanguineo dessa regido para suprir as necessidades metabolicas das células
secretoras de acido (SAUER; MERCHANT, 2018). Essa fase é responsavel por pelo menos
metade da secrec¢do estimulada (WILSON; STEVENSON, 2017; LANDA et al., 2019).

Na fase intestinal ocorre uma diminui¢do na secrecdo gastrica em decorréncia da chegada
do quimo ao duodeno (SCHUBERT, 2016), resultando na ativacdo de quimiorreceptores e

liberacdo neural do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), levando a liberacéo de
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somatostatina. A gastrina liberada durante as fases anteriores exerce uma regulagéo negativa sob
a secrecdo acida gastrica por estimular as células D a liberarem somatostatina, com a inibicdo
subsequente da liberagdo da gastrina. O duodeno também envia sinais para o estomago (via SNE)
e medula que atuam inibindo os nucleos vagais, exercendo uma resposta inibitoria no estbmago.
A presenca do quimo na porc¢do inicial do intestino delgado estimula ainda a liberagéo de secretina
e colecistoquinina, que modulam a secrecdo acida gastrica (WILSON; STEVENSON, 2017).

Além disso, as células parietais também mantém a liberacdo de H™ de forma continua e
independente, ou seja, mesmo sem que ocorram estimulos externos, caracterizando a fase basal da
secrecdo (SCHUBERT, 2016).

As células parietais localizam-se predominantemente na parte média das glandulas gastricas
e secretam fator intrinseco e HCI. Morfologicamente sdo arredondadas, com nucleo esférico e
central, citoplasma eosinofilico e apresentam caracteristicas estruturais tipicas como uma grande
incidéncia de mitocdndrias (cerca de 35% do volume celular total), tubulovesiculas (TVs — onde
se encontram as H~-K--ATPases) e canaliculos secretores (WILSON; STEVENSON, 2017).

A morfologia das células parietais se diferenciam de acordo com o seu grau de atividade em
estado basal (estado de repouso) e estado secretor (no qual ocorre secrecdo de HCI) (SAUER;
MERCHANT, 2018), conforme esta representado na Figura 6.

Figura 6 — Célula parietal no estado basal (A) e secretor (B) (Adaptado de Sauer; Merchant, 2018)
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Legenda: Alteragdes na morfologia das células parietais nos estados (A) basal e (B) secretor. Pode-se
observar alteragdes como o aumento da atividade mitocondrial e a exposi¢éo dos canaliculos secretores.

No estado de repouso, as H~-K:-ATPases estdo localizadas em TVs citoplasmaticas na
célula parietal. Quando essa célula recebe o estimulo secretor ocorrem algumas alteragdes
morfoldgicas, como o remodelamento da membrana de forma dependente de proteinas SNARES

e a reorganizacdo do citoesqueleto dependente de actina. As TVs se movem ao longo dos
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filamentos de actina para se fundirem com canaliculos secretores na membrana apical, resultando
em uma superficie invaginada com grande capacidade secretora (10 x mais) (SAHOO et al., 2018).

A bomba de protons é uma proteina de membrana heterodimérica contendo uma
subunidade o e uma subunidade 3. A subunidade o contém o sitio catalitico e ¢ responsavel pela
troca de ions K* luminal por ions H* citoplasmaticos (proporcédo 1:1). Esse transporte é do tipo
ativo, dependente de energia, conduzido pela hidrdlise do trifosfato de adenosina (ATP) em
difosfato de adenosina (ADP) proveniente das numerosas mitocondrias presentes na célula
parietal. A subunidade B ¢é altamente glicosilada e atua protegendo a bomba de prétons da
degradacdo e € necessaria para o deslocamento da bomba nas TVs até a regido apical
(SCHUBERT, 2016). A meia-vida da bomba de protons é cerca de 50 horas (HAN et al., 2016).

Os ions H* sdo obtidos por meio da enzima anidrase carbonica Il presente no citoplasma
das células parietais. Essa enzima catalisa a reacdo do dioxido de carbono (COz2) e agua (H20) para
formar o &cido carbdnico (H2COs) que é rapidamente dissociado em suas espécies idnicas, dando
origem aos ions H* e bicarbonato (HCOz). O bicarbonato formado a partir desta reacdo é
transportado para fora desta célula em troca de ions CI-, por meio do trocador CI/HCOs presente
na membrana basolateral. Os ions cloreto sdo direcionados da corrente sanguinea para o citoplasma
das células parietais, de onde séo transportados por difusdo facilitada para o limen géstrico se
associando com o H" para formar o HCI (MCDONALD; MACFARLANE, 2018; SAUER;
MERCHANT, 2018; WILSON; STEVENSON, 2017). A representacédo da fisiologia da secre¢édo

de HCI pela célula parietal pode ser visualizada na Figura 7.

Figura 7 - Transporte de ions H*, K" CI" e HCO3™ na célula parietal (Adaptado de Sauer; Merchant,
2018)

Legenda: Formagdo do HCI pela agdo da enzima anidrase carbénica Il a partir do &cido carbénico. O H*
oriundo da dissociagdo do acido carbdnico se junta aos ions Cl- provenientes do trocador CI/HCO3 no
limen gastrico, formando o HCI.
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A célula parietal é regulada por estimulos neurais, hormonais e paracrinos, que atuam
estimulando a secrecdo diretamente ou indiretamente. A acetilcolina, histamina e gastrina sdo
considerados 0s secretagogos mais importantes no estimulo da secrecdo acida gastrica (LANDA
et al., 2019) (Figura 8).

Figura 8 — Vias de ativacdo da célula parietal (Adaptado de Helgadottir; Bjornsson, 2019)
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Legenda: Interacdo dos secretagogos acetilcolina e gastrina nos receptores Mz e CCK-2 levam a ativagao do
sistema efetor fosfolipase C com aumento de IP; e Ca?* e a intera¢do da histamina com o receptor H; leva a
ativacdo da via da adenilil ciclase com aumento de cAMP. Ambas as vias culminam na ativacdo da bomba
de prétons e liberagdo de HCI.

A gastrina, liberada pelas células G do antro, é o principal horménio envolvido no estimulo
da secre¢do &cida géstrica, agindo diretamente na célula parietal ao se ligar ao receptor de
colecistocinina do tipo 2 (CCK-2) e indiretamente, por estimular a liberacdo de histamina via
CCK-2 presente nas ECL (WALDUM et al., 2019).

A acetilcolina (Ach) € um neurotransmissor liberado pelas fibras pos-sinapticas de
neurénios do sistema nervo central (SNC) e entérico (SNE) responsavel pela mediacdo das
diversas func¢Bes do TGI, quando se liga aos receptores muscarinicos, especialmente o receptor
Ms, por ser o mais expresso e distribuido no estbmago. A Ach atua no estimulo da secrecéo de
acido ao agir diretamente na célula parietal via receptor Mz e indiretamente nas ECL via receptor
My, resultando no aumento da secrecdo de histamina (LANDA et al., 2019), além de ativar os
receptores M, e M4 das células D inibindo a liberag¢do de somatostatina (SCHUBERT, 2016).
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Os receptores M3 da acetilcolina e CCK-2 para ligagédo de gastrina sdo receptores do tipo
metabotropicos ou acoplados a proteina G (GPCR) e ancoram a proteina heterotrimérica Gg/11 em
sua regido intracelular, compartilhando a mesma via de sinalizagdo (SCHUBERT, 2016).

Em seu estado de repouso, a proteina G encontra-se como um trimero, composta por uma
subunidade a (alfa), B (beta) e y (gama), com 0 nucleotideo difosfato de guanosina (GDP) ligado
na subunidade a, formando o complexo a-GDP ligado. Quando ha a interagdo desses receptores
com seus respectivos ligantes e sua consequente ativacdo, ocorrem alteracdes conformacionais,
que resultam na troca do difosfato de guanosina pelo trifosfato de guanosina (GDP/GTP) no sitio
da subunidade a da proteina G. Dessa forma, por impedimento estérico ocorre a dissociagdo da
subunidade a-GTP do dimero By. A subunidade a-GTP fosforila e ativa a fosfolipase C-B1 (PLC-
B1), enzima responsavel por hidrolisar o fosfolipidio de membrana 4-5 bisfosfato de fosfatidil
inositol (PIP2) gerando como produto dois segundos mensageiros: 1-4-5 trifosfato de inositol (1P3)
e diacilglicerol (DAG). O DAG devido ao seu caréater lipofilico permanece retido na membrana,
enquanto que o IPs por ser hidrossolivel se difunde pelo citosol, até chegar ao reticulo
endoplasmatico, onde interage com canais de liberacdo de fons Ca?* (célcio) sensiveis ao IPs,
resultando na mobilizacdo desses ions dos estoques intracelulares, aumentando rapidamente sua
concentragdo citosolica. O aumento das concentracdes de Ca?* citosdlico é o principal estimulo
para a translocacéo e fusdo de tubulovesiculas contendo a H*-K"-ATPase para a regido apical das
células parietais. O DAG atua como um cofator junto com o Ca?" para ativacéo da proteina cinase
dependente de célcio (PKC), resultando na fosforilagdo de alvos intracelulares como a
fosfoproteina sensivel ao Ca?* de 28 kDa (CSPP-28) e a consequente ativagdo da bomba de prétons
e secrecdo de HCI (BERRIDGE, 2014).

A histamina é a principal substancia paracrina estimuladora da secrecdo &cida gastrica
(LANDA et al., 2019). A histamina é uma amina biogénica biossintetizada a partir da L-histidina
pela acdo enzimética da histidina descarboxilase (SCHUBERT, 2016). Essa amina fica
armazenada em vesiculas secretoras no citoplasma das células enterocromafins e quando liberadas
atuam diretamente em células parietais adjacentes por meio da interagdo com receptores H>
presentes na membrana basolateral destas células (WALDUM et al., 2019) e indiretamente através
dos receptores Hs inibindo a somatostatina (SCHUBERT, 2016).

Os receptores Hz de histamina também sdo receptores do tipo GPCRs e estdo acoplados a
proteina G estimulatoria (Gs). A ativacdo desse receptor leva a estimulagdo da enzima adenilil
ciclase (AC), que catalisa a conversdao do trifosfato de adenosina (ATP) em 3°,5°-monofosfato
ciclico de adenosina (CAMP). O aumento das concentracdes intracelulares desse segundo
mensageiro, ativa a proteina cinase dependente de cAMP (PKA) que fosforila diversos alvos
protéicos como a ezerina, parcorina e Lasp-1 desencadeando uma cascata de sinalizacéo
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intracelular que culmina em mudancas morfoldgicas da célula parietal e aumento na atividade da
bomba de prétons (BERRIDGE, 2014).

A ezerina (proteina de ligagéo a actina) esté localizada na membrana canalicular da célula
parietal 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 ligacdo inibe o acoplamento da H*-K*-
ATPase & membrana apical com reducao da secregdo gastrica. A Lasp-1 é uma proteina adaptadora
e foi identificada em células parietais como uma fosfoproteina de ligagdo a actina que esta
relacionada a ativacdo de secrecdo acida mediada por cAMP, com sitios de fosforilacdo
dependentes de PKA localizados nos amino&cidos serina (Ser99 e Ser146). A parcorina, uma vez
fosforilada pela PKA, transloca-se para membrana apical, onde ativa diretamente a bomba de
prétons e modula positivamente sua atividade (SCHUBERT, 2016)

Até pouco tempo se sabia que a ACh e gastrina levavam ao estimulo das células parietais
formando o Ca?* como segundo mensageiro e que histamina levaria respostas mediadas pelo
cAMP. Entretanto, recentemente foi identificado canais para calcio nas tubulovesiculas das células

parietais ativados pela interacdo da histamina com o receptor H2 (SAHOO et al., 2018).

Figura 9 - Mecanismos de acdo moleculares relacionados a secrecdo &cida gastrica (Fonte:
Adaptado de Berridge, 2014)
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Legenda: sstR2- receptor de somatostatina tipo 2; Gi-Proteina G inibitdria; Gs-Proteina G estimulatéria; AC-ciclase
de adenilil; Gg-Proteina Gq ou Proteina 11; PLC-fosfolipase C; M3-receptor muscarinico tipo 3; CCKB Receptor de
colecistocinina tipo B; PKA- Proteina quinase A; ER-reticulo endoplasmatico; CSPP-28- Fosfoproteina sensivel a
concentragdo de Ca?*; CO, -didxido de carbono; ATP-trifosfato de adenosina; H*-ionhidrogénio; HCOs - fon
bicarbonato; CI- - jon cloreto; IPs - 1,4,5 trisfosfato de inositol; cAMP - monofosfato ciclico de adenosina; Ca®* ion
calcio; PKC- proteina quinase C; H+/K+-ATPase - bomba de prétons; HCI - acido cloridrico.
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Os mecanismos envolvidos no controle da secrecédo gastrica sdo essenciais para manutencao
da homeostase, ja que, 0 aumento excessivo da acidez estomacal pode suplantar as barreiras
protetoras e levar ao desenvolvimento de danos teciduais e funcionais (SCHUBERT, 2016).

A somatostatina liberada pelas células D é considerada um dos mais potentes inibidores
enddgenos da secrec¢do &cida gastrica. Embora exista cinco subtipos de receptores de somatostatina
(SST1-5), sua acéo sobre o subtipo 2 (SST2), acoplado a proteina G inibitoria (G;) resulta na reducéo
dos niveis de cCAMP e consequentemente da secrecdo gastrica (GONKOWSKI; RYTEL, 2019). O
SSTR:; esta localizado principalmente em células G e parietais (SCHUBERT, 2016) (Figura 10).

Figura 10 — Mecanismos de controle da secrecdo acida gastrica (Adaptado de Helgadottir;

Bjornsson, 2019)
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O principal estimulo para liberagdo de somatostatina € o baixo pH (cerca de 3),
ainda que varios hormonios, neurotransmissores (como as catecolaminas), nutrientes e a prépria
distensdo do estdbmago possam exercer controle sobre a sua liberagdo. Entretanto, possui uma
meia-vida de cerca de 2 minutos, sendo rapidamente degradada por proteases. Dessa forma, seu
modo de acdo € basicamente paracrino, sendo liberada no meio intersticial proximo a célula-alvo
(SAUER; MERCHANT, 2018).

A compreensdo desse mecanismo é fundamental para entender a ocorréncia de
hipergastrinemia em individuos que utilizam de forma crénica os IBPs e em menor instancia 0s

antagonistas de receptores Hz. Como o principal estimulo para a liberagcdo de somatostatina é o
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acido luminal, quando este esta atenuado pelo uso de IBPs ou antagonistas H», a secre¢do da
somatostatina € também suprimida. Devido a diminuicdo da producdo de somatostatina, ocorre um
bloqueio no mecanismo de feedback negativo exercido pela gastrina, fazendo com que a liberacéo
da gastrina seja exacerbada, levando a hipergastrinemia (DACHA et al., 2015).

Também é importante salientar que a acdo da gastrina ndo € exclusiva sobre a secre¢do
gastrica, mas, ela também exerce efeito trofico nas células da mucosa gastrica, intestinal e
colbnica. Devido a esse efeito trofico sobre as células ECL, a exposicdo prolongada destas células
a gastrina pode iniciar um quadro de hiperplasia, por isso, se tem dado bastante atencdo ao
potencial neoplésico da hipergastrinemia (WALDUM; REHFELD, 2019).

As prostaglandinas das séries E (PGE>) e | (PGI.) também inibem a secrecao gastrica, por
meio da inibicdo da atividade da enzima adenilil ciclase e consequentemente a reducdo das
concentrages intracelulares de cCAMP (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

Nesse contexto, € de fundamental importancia a manutencdo da regulacéo fisioldgica da
secrecao acida gastrica, a fim de evitar possiveis distdrbios desse sistema. Para isso, 0 organismo
possui mecanismos que atuam estimulando vias compensatdrias e fatores de protecdo responsaveis

pela integridade da mucosa gastrica.

2.3 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

Os mecanismos de defesa se dividem em: fatores pré-epiteliais, epiteliais e subepiteliais.
Os fatores pré-epiteliais consistem na primeira linha de defesa e incluem o muco, bicarbonato e
fosfolipidios. A defesa epitelial compreende as proprias células epiteliais conectadas por jungdes
estreitas e os fatores de crescimento e renovacgéo celular. O componente sub-epitelial, constitui o
fluxo sanguineo, inervacdo sensorial e os moduladores da barreira gastrica como as
prostaglandinas citoproteroras, os niveis 0xido nitrico e o sistema antioxidante (Figura 11)
(TARNAWSKI et al., 2012).
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Figura 11 — Mecanismos de defesa da mucosa gastrica (Fonte: Adaptado de Tarnawski &
Ahluwalia, 2012; Yandrapu & Sarosiek, 2015)
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Legenda: Os fatores de defesa pré-epiteliais sdo formados pelo muco e bicarbonato. A defesa epitelial é
constituida das células epiteliais e fatores de crescimento e renovacéo celular. Os fatores sub-epiteliais
compreendem a microcirculacdo, nervos sensoriais, 6xido nitrico, prostaglandinas e antioxidantes.

2.3.1 Defesa pré-epitelial

A primeira linha de defesa é formada pelo muco, ions bicarbonato e fosfolipidios de
membrana que conferem uma barreira protetora entre as células epiteliais da mucosa e o limen
gastrico (TARNAWSKI et al., 2012).

O muco é um gel transparente, viscoso e aderente, composto por aproximadamente 95% de
agua e 5% de mucinas que sdo glicoproteinas de alto peso molecular e altamente glicosiladas, o
que confere a propriedade de serem protegidas da degradacdo por proteases, além de favorecer a
atracdo de agua e assim gerar a tipica propriedade de gel (BIRCHENOUGH et al., 2015).

Diferentemente de outras por¢des do TGI, o estdbmago possui duas camadas de muco, uma
camada interna firmemente aderida a mucosa e uma camada externa, frouxamente aderida, que fica
em contato direto com o lumen (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

As mucinas sdo provenientes de varios genes (MUC1, MUC2, MUC5AC, MUC5AB e
MUCS6), sendo os genes MUC2, MUC5AC e MUCG6 das mucinas mais expressas no estbmago, que
diferem em seus tamanhos, grau de glicosilagéo e distribuicdto (NAMULEMA et al., 2018).

No estdbmago, a citoprotecdo desempenhada pelo muco esta intimamente ligada a
capacidade de formar uma barreira fisica que protege a mucosa das forgas mecanicas da digestéo,

da secrecdo de cido cloridrico e da agdo proteolitica da pepsina. Além disso, 0 muco retém os ions
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bicarbonato secretados pelo epitélio na superficie mucosa, formando uma barreira quimica,
mantendo um microambiente com um pH (6-7) proximo da neutralidade frente ao pH (1-2)
extremamente &cido do limen (JIN et al., 2017).

O aumento das concentragdes de célcio e do monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), séo
0s eventos moleculares responsaveis pela secrecdo de bicarbonato. Essa reacdo inicial é realizada
pela PGE> gerada a partir da prostaglandina E sintase (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

O bicarbonato é secretado simultaneamente ao &cido cloridrico no intersticio da mucosa,
formando a corrente ou maré alcalina. Dessa forma, a camada muco-bicarbonato colabora na
manutencdo de um pH favoravel na superficie do epitélio, além de dificultar a atividade proteolitica
da pepsina. A secrecdo do muco e bicarbonato ocorre ao longo do TGI em resposta aos diferentes
estimulos, sendo a PGE: a principal estimuladora da secre¢cdo (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Além disso, o gel mucoso pode desempenhar efeitos antioxidantes, minimizando a acao
prejudicial dos radicais livres na mucosa gastrica. Também, comporta-se como um ambiente
favoravel para a retencdo de moléculas antimicrobianas, como as B-defensinas, que atuam na
resposta imune em superficies mucosas, evitando a colonizacdo bacteriana (NIV, 2016).

Os fosfolipidios de membrana formam uma espécie de pelicula na superficie luminal do
muco e devido a presenca de grupos hidrofébicos em sua estrutura dificultam a difusdo de ions H*
do limen para as células epiteliais e outros agentes agressores sollveis em agua (MCDONALD;
MACFARLANE, 2018).

O 4acido cloridrico é importante para a digestdo de proteinas, absorcdo de célcio, ferro e
vitamina B1o, além de atuar na inativacdo de toxinas e eliminacdo de muitos micro-organismos
ingeridos junto com os alimentos. No entanto, o excesso de sua producédo é considerado um agente
agressor enddgeno para a mucosa do estbmago (SCHUBERT, 2016).

2.3.2 Defesa epitelial

A segunda linha de defesa é formada por uma camada continua de células epiteliais unidas
fortemente por gap junctions. Os complexos juncionais intercelulares exercem um importante
papel na manutencdo da arquitetura do epitélio gastrintestinal e englobam a zona de ocluséo, zona
de adesdo e desmossomos. Dessa maneira, as células que constituem a mucosa gastrica estdo
firmemente aderidas entre si por jungdes oclusivas e aderentes que tém funcdes de manter a adeséo
célula-a-célula, impossibilitando o transporte de substancias pelo espaco intercelular e assim
contribuindo contra a difusdo dos ions H* (GUPTA et al., 2017).

Diversos compostos que provocam danos na mucosa gastrica, como etanol e AINEs, atuam
aumentando a permeabilidade desta barreira e favorecendo com que haja uma maior difusdo de H,

com consequente desenvolvimento de hemorragia e erosao da mucosa (BJARNASON et al., 2018).
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Além disso, as células secretam elementos citoprotetores como 0 muco, ions bicarbonato,
prostaglandinas, B-defensinas, “Heat Shock Protein” (HSP - proteinas de choque térmico) e
peptideos da familia do fator trefoil (TFFs) (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

A integridade estrutural e funcional do epitélio da mucosa é mantida pela constante
renovacao celular. O epitélio é renovado por uma proliferacdo bem coordenada e controlada de
células progenitoras. Esse processo se da pela troca de células envelhecidas ou danificadas por
meio da translocacédo de células jovens presentes na regido das glandulas gastricas a cada 3-7 dias.
As células-mée se encontram em constante proliferacdo e recebem influéncia de diferentes fatores
de crescimento: fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), entre outros. Esses fatores produzidos localmente protegem a mucosa contra
agentes injuriantes, estimulam a proliferacdo e migracdo de células epiteliais, exercendo uma acao
tréfica sobre a mucosa, proliferagdo de fibroblastos e angiogénese, sendo importantes ainda na
cicatrizacdo das Ulceras (ROOSTAEE et al., 2016; FAGUNDES et al., 2020).

Figura 12 - Processos de reepitelizacdo, migracdo celular, restauracdo das glandulas gastricas,
formacdo do tecido de granulagéo e angiogénese (Fonte: Arquivo LFTGI)
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Legenda — EGF: fator de crescimento epidérmico; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; HGF: fator de
crescimento de hepatocitos; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; VEGF: fator de crescimento
do endotélio vascular; TGF: fator transformador do crescimento; NO: 6xido nitrico; COX: ciclo-oxigenase;
IL: interleucina; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.

Os Peptideos da Familia de Fatores Trefoil (TFFs) estdo presentes nas vesiculas que
secretam mucina e envolvem a montagem intracelular e 0 empacotamento das mucinas. S&o
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expressos no estdmago trés desses peptideos: 1) TFF1 que é co-secretado com a mucina MUC5AC
em células epiteliais gastricas; 2) TFF2 com a mucina MUCS nas glandulas do estémago e duodeno
e 3) TFF3 com a mucina MUC2 em células caliciformes (CLYNE; MAY, 2019; HOFFMANN,
2015; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). Esses fatores atuam aumentando a viscosidade do muco e
estabilizando a camada de muco-gel (AZIZ et al., 2019).

As proteinas de choque térmico (HSPs) compreendem um grupo de proteinas que reprimem
a desnaturacdo de moléculas frente a diversos estimulos estressantes como exercicio fisico intenso,
gravidade, pH baixo, temperatura elevada, EROs e Ca?". Estas proteinas sio classificadas segundo
sua massa molecular em seis familias cujos membros variam de 10 a 170 kDa (JEE, 2016).

As HSPs, especialmente a chaperona HSP7o, tm como principal fun¢do impedir os eventos
apoptoticos de morte celular, por meio da prevencao da desnaturacdo proteica, estabilizacdo dos
filamentos de actina e inibicdo de enzimas-chaves envolvidas nos processos de apoptose.

Alteracdes nesse metabolismo pode induzir injurias na mucosa (GUPTA et al., 2017).

2.3.3 Defesa pds-epitelial

A defesa pés-epitelial é dada principalmente por dois componentes que trabalham em
sintonia: 1) a microcirculagdo sanguinea, fundamental para o fornecimento de nutrientes, oxigénio,
bicarbonato, NO e remocdo de substancias toxicas e 2) a inervacdo sensitiva da mucosa
contribuindo com a liberacdo de neurotransmissores que promovem a vasodilatacdo e o0 aumento
do fluxo de sangue na camada submucosa. A defesa gastrica também envolve mecanismos de
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio, liberagcdo de citocinas, respostas imune inata e
adaptativa e inibicdo da apoptose (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

2.3.3.1 Fluxo sanguineo e inervacao sensorial

O fluxo de sangue adequado é um agente determinante para manter a integridade das células
epiteliais da mucosa gastrica. O fluxo sanguineo exerce seu efeito protetor da mucosa do estbmago
por meio do fornecimento do oxigénio, nutrientes e bicarbonato e pela remoc¢édo de fons H* e
metabolitos toxicos que se difundem do limen para mucosa. O fluxo de sangue aumenta quando
hd o estimulo da secrecdo &cida pelos secretagogos gastricos, por meio dos mediadores
vasodilatadores como o NO, PGEs, prostaciclinas (PGIs), sulfeto de hidrogénio e mondéxido de
carbono (CO) produzidos por células epiteliais da mucosa e células endoteliais que revestem 0s
microvasos, que se opdem a agentes vasoconstritores como leucotrienos C4, tromboxano A;
(TXA:) e endotelina, levando a hiperemia gastrica. Desta maneira, pode-se afirmar que a reducao
do fluxo de sangue predispde a instalacdo de danos na mucosa (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).
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Os vasos sanguineos das camadas mucosa e submucosa sdo inervados por neurdnios
sensoriais aferentes e nervos, formando um plexo denso na base da mucosa. Esses neurbnios
quando ativados desempenham um papel protetor local na mucosa, ao sinalizar reagdes vasculares,
secretoras e motoras visando a manutencéo da integridade, motilidade e reparo da mucosa géstrica.
Tal efeito ocorre através de neuropeptidios, como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e as taquicininas (substancia P e neurocinina A) que sdo liberados das terminacgdes
periféricas dos neurdnios sensoriais apos o estimulo nocivo por meio da vasodilatacdo mediada
pelo NO. Dessa forma, o estimulo das terminac@es nervosas sensoriais aumenta o fluxo sanguineo
e a permeabilidade vascular. Este processo é conhecido como inflamacéo neurogénica e acredita-
se em sua capacidade de reparar o tecido lesado (HOLZER, 2015).

A definicdo de inflamacdo neurogénica conduziu novas pesquisas que buscassem a
possibilidade de mecanismos protetores semelhantes. Assim, testou-se a capsaicina (responsavel
pelo ardor das pimentas), uma substadncia que excita agudamente os neurdnios aferentes
nociceptivos, atuando de forma especifica no receptor transiente do tipo 1 vaniloide (TRPV-1). No
entanto, quando administrada em doses crénicas provoca uma ablacdo funcional desses neurénios,

prejudicando a resposta hiperémica e tornando a mucosa vulneravel a lesées (HOLZER, 2015).

2.3.3.2 Oxido nitrico (NO) e canais de potassio ATP-dependentes (Katp)

O oxido nitrico é considerado um dos mais importantes mediadores intracelulares. Trata-se
de um gas incolor, lipossolivel e muito instavel, com meia vida de 5 segundos, originado a partir
da L-arginina e O pela a¢do enzimatica da sintase de 6xido nitrico (NOS) (KITAY et al., 2017).

Existem diferentes subtipos de NOS, que variam quanto a sua expressao, distribuigéo e
funcdo: eNOS (NOS-3) é expressa no endotélio e participa da regulacdo da pressdo arterial e
angiogénese; NNOS (NOS-1) € expressa em neur6nios e esta envolvida na neurotransmissao, nos
processos de aprendizagem e na plasticidade sinaptica e a INOS (NOS-2), uma forma induzivel, é
expressa em macrofagos e mondcitos, exercendo um importante papel nas respostas imunes durante
infecgdes (virus e bactérias) e no desenvolvimento tumoral (BRUNEL et al., 2016).

O NO também é considerado um importante agente na defesa da mucosa do estbmago. Ele
ndo somente melhora o fluxo sanguineo gastrico e estimula a angiogénese, mas também aumenta
a secrecdo do muco e ions bicarbonato, potencializa a agdo da maré alcalina e exibe acéo
antioxidante devido a rapida reatividade com varias espécies radicalares (WALLACE, 2019).

Apos sua producao pelas células endoteliais (e-NOS), o NO se difunde para a camada
muscular estimulando a enzima ciclase de guanilil solivel (CGs). A CGs & um receptor
heterodimérico com duas subunidades (o e B) e quatro isoformas (a1, o2, B1e B2). Esses receptores

sdo ativados pelo NO, convertendo o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de
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guanosina (cGMP), que ativa a proteina cinase dependente de cGMP (PKG), fosfodiesterases
(PDEs) e canais ibnicos para obter respostas celulares (como vasodilatacdo, regulacdo da apoptose
e angiogénese) que irdo contribuir para a manutencdo da homeostase (BERRIDGE, 2014).

Essa sinalizacdo NO/cGMP pode ativar diferentes alvos proteicos, como o0s canais de
potéassio ATP-dependentes (Katp). Os Katp s&0 funcionalmente expressos em células do musculo
liso e 0 aumento citosolico de cGMP promove a abertura desses canais favorecendo o efluxo de
fons K*, alterando o potencial elétrico da membrana, reduzindo a entrada de Ca?" pelos canais de
calcio dependentes de voltagem (Cay), culminando na hiperpolarizacdo da membrana celular,
promovendo vasodilatacdo e aumento da microcirculagdo gastrica (WALLACE, 2019).

Tem sido discutido o papel bifasico que o NO pode desempenhar, protegendo ou agredindo
a mucosa do estbmago, de acordo com seus niveis de producado e o tipo de enzima envolvida na
sua sintese (BRUNEL et al., 2016; SIES; JONES, 2020).

2.3.3.3 Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos oriundos do acido araquidénico (AA), um
acido graxo insaturado de 20 atomos de carbonos, liberado da membrana plasmaética pela acao
enzimaética da fosfolipase A (PLA>) e metabolizado pelas enzimas ciclo-oxigenases (COX) dando
origem & quatro tipos de prostaglandinas: PGD2, PGE;, PGFza ¢ PGI2 (BERRIDGE, 2014).

Existem duas isoformas da ciclo-oxigenase: COX-1, constitutiva, envolvida com a
homeostase de diversos tecidos e a COX-2, induzida, expressa principalmente em certas condi¢fes
patofisioldgicas como nos processos inflamatorios e de dano tecidual (AMAGASE et al., 2014).
Alguns trabalhos sugerem a existéncia de uma terceira isoforma (COX-3 ou COX-1b), estando
envolvida em processos de dor e febre, mas ainda ndo existem dados conclusivos sobre suas
funcdes fisioldgicas (OKSUZ et al., 2016).

As prostaglandinas provenientes da COX-1 exercem um papel protetor na mucosa gastrica
por atuarem inibindo a secre¢do acida gastrica e estimularem a producdo de muco e bicarbonato.
Além disso, aumentam o fluxo de sangue local e regulam a motilidade (AMAGASE et al., 2014).

Ja as PGs formadas sob a acdo da COX-2, embora contribuam com 0S processos
inflamatorios, também participam do processo de angiogénese e regeneracado epitelial por meio dos
fatores de crescimento na regido das margens das Ulceras, acelerando a cicatrizagdao. Dessa forma,
ambas as enzimas COX exercem efeitos benéficos para a mucosa (MORAES et al., 2013).

Os receptores para PGE> sdo acoplados a proteina G e estdo classificados em 4 subtipos
especificos (EP1-EP4). Os receptores EP; estdo acoplados ao sistema efetor fosfolipase C-p1,
aumentando os niveis de IP; e a concentragdo de Ca?* intracelular (estimula a motilidade).

Enquanto que os receptores EP, e EP4 sdo acoplados a proteina Gs e sua ativagdo conduz ao
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aumento dos niveis intracelulares de cCAMP (aumento da secrecdo de muco e bicarbonato). Os
receptores EPs sdo acoplados a proteina Gi, levando a diminuigdo dos niveis intracelulares de
CAMP (inibicdo da secrecdo de HCI). As PGl interagem com receptores IP, acoplados a proteina
Gs, levando a producdo de cAMP e regulacgéo do tonus vascular (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

Alem disso, a PGE; atua acelerando a cicatrizacdo das Ulceras por meio do estimulo da
angiogénese via aumento da expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular ao atuar nos
receptores EP4 (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

2.3.3.4 Grupamentos sulfidrilas (SHs)

Os grupamentos sulfidrilas sdo formados por grupos quimicos tiéis que contém um atomo
de enxofre em sua estrutura e estdo presentes no muco e em diversas enzimas do sistema
antioxidante. Podem ser classificados em ndo-proteicos (glutationa) e proteicos (enzimas)
(OUYANG et al., 2018).

Estes compostos participam da protecdo da mucosa gastrica por meio da formacéo de pontes
dissulfeto entre as células do epitélio da mucosa, fortalecendo a barreia muco-bicarbonato e
mantendo consequentemente a integridade do epitélio. Além disso, sua acao citoprotetora envolve
efeitos antioxidantes pela reducéo dos radicais livres (OUYANG et al., 2018).

Os compostos SHs sdo considerados as moléculas antioxidantes ndo enzimaticas mais
abundantes encontrada nos tecidos. Dentre eles pode-se destacar a glutationa reduzida (GSH), que
atua como substrato da enzima glutationa peroxidase (GPx), que remove o peroxido de hidrogénio
(H20>) e radicais livres das células (NARAYANANKUTTY et al., 2019).

Em relacdo ao potencial antioxidante e sequestrador de radicais livres, a GSH se comporta
como um nucleofilo, doando elétrons a outros compostos, 0 que a torna um excelente redutor.
Dessa forma, a diminuicdo da disponibilidade deste composto piora o quadro de estresse oxidativo

e favorece o desenvolvimento dos danos oxidativos na mucosa (PEREZ et al., 2017).

2.3.3.5 Sistema antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs) consistem em atomos ou moléculas produzidas
durante o metabolismo aerdbio e atuam como moléculas sinalizadoras, participando de diversos
processos celulares importantes para o metabolismo normal (SIES, 2015).

As EROs sdo classificadas em dois tipos diferentes: 1) as espécies radicalares como o
radical superoxido (O2"), radical hidroxila (OH"), hidroperoxila (HOQO), peroxila (ROO") e alcoxila
(RO") e 2) as espécies que ndo apresentam radicais a exemplo do perdxido de hidrogénio (H20>),
oxigénio singlet (*02), ozdnio (O3) e acido hipocloroso (HOCI) (SIES; JONES, 2020).
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A producdo das EROs é um processo continuo, cumprindo com fungdes fisiologicas
importantes como no processo de respiracdo celular, que ocorre nas mitocéndrias a fim de gerar
ATP e os radicais produzidos pelos macréfagos e neutréfilos que sdo usados contra micro-
organismos patogénicos, atuando como um mecanismo de defesa. Alem disso, diversos fatores
externos desencadeiam a produgdo das EROs a exemplo do tabagismo, poluentes ambientais,
radiacéo ultravioleta (UV), pesticidas e solventes industriais (KOUNTOURAS et al., 2017).

Assim, o equilibrio entre os processos de producéo e eliminagdo das EROs é de extrema
importancia, pois o desequilibrio entre esses processos causa 0 estresse oxidativo, levando ao
desenvolvimento de danos oxidativos em diversas macromoléculas como nas membranas
biolégicas produzindo perdxidos lipidicos, em proteinas com desnaturagdo de sua estrutura
tridimensional e modificacBes oxidativas em aminoacidos e acidos nucleicos (DNA/RNA)
conduzindo processos de modificacGes cromossomicas e mutacdes (PISOSCHI; POP, 2015).

Para evitar, controlar ou remover a capacidade oxidativa das EROs, o organismo
desenvolveu um sistema de defesa antioxidante, que é comumente dividido em enzimatico e nao-
enzimatico. O sistema antioxidante enzimatico compreende as enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que tém como funcdo a manutencdo das
concentracfes de EROs dentro dos limites fisiologicos. J& o sistema ndo-enzimatico € composto
por varias substancias antioxidantes, como vitaminas lipossoluveis (vitamina A, vitamina E, beta-
caroteno), vitaminas hidrossoltveis (vitamina C e vitaminas do complexo B) e oligoelementos
(zinco, cobre, selénio, magnésio) (PISOSCHI; POP, 2015).

A SOD catalisa a dismutacéo do radical superoxido em oxigénio molecular e perdxido de
hidrogénio (PEREZ et al., 2017). A principal funcdo da CAT ¢ a decomposicio e reducio dos
niveis de peroxido de hidrogénio, gerado na reacdo catalisada pela SOD, formando agua e oxigénio.
Existe ainda uma segunda via do metabolismo do perdxido de hidrogénio que depende da GPx
(SIES; JONES, 2020).

A GPx é uma enzima dependente de selénio (Se) que necessita de cofatores para
desempenhar suas fungbes como a glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). Dessa forma, a GPx catalisa a
degradacéo do H202 em &gua por meio da conversdo da GSH para a forma oxidada (GSSH), que
pode ser reconvertida em GSH pela acdo da GR, utilizando o NADPH como doador de elétrons
(KOUNTOURAS et al., 2017) (Figura 13).
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Figura 13 - A¢do enzimética do sistema de defesa antioxidante (Fonte: Viana, 2017)
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Legenda: Superoxido (Oz ), superdxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio (H20.), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSH), glutationa redutase

(GR), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidada (NADP+).

O estresse oxidativo exerce um papel significativo na indugdo e desenvolvimento da
ulceragdo gastrica. O fator nuclear relacionado ao eritroide 2 (Nrf2) atua na protecdo do TGl frente
aos danos teciduais ocasionados pelo estresse oxidativo (BADR et al., 2019).

O Nrf2 é um fator de transcricdo responsavel pelo controle do balanco redox celular,
regulando a expressdo de genes que possuem elementos de resposta antioxidante, como ferritina e
heme oxigenase-1 (HO-1). Na presenca de NADPH, a HO-1 catalisa a etapa de quebra do grupo
heme em bilirrubina, liberando Fe?* e CO,, juntamente com a biliverdina, que é metabolizada pela
biliverdina redutase liberando a bilirrubina (BADR er al., 2019). O efeito antioxidante do HO-1
esta ligado a essa capacidade de gerar bilirrubina, que é conhecida por remover EROS (CHOI et
al., 2018; FRANCISQUETI-FERRON et al., 2019). Dessa forma, a via Nrf2/HO-1 possui um papel
chave no controle das respostas antioxidantes (XIONG et al., 2017).

2.3.3.6 Citocinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular (15 a 20 kDa) que estdo envolvidas na
sinalizacdo autocrina, paracrina e enddcrina, coordenando processos fisioldgicos como a atividade
do sistema imune e a resposta inflamatdria. Dentro dessa grande classe de proteinas estdo inseridas
as interleucinas, os fatores de necrose tumorais, interferons e quimiocinas (ROSE-JOHN, 2018).

As citocinas estdo intrinsecamente envolvidas em todas as reagdes imunes, podendo ter
efeitos pro-inflamatorios ou imunossupressores. Diversas citocinas estdo envolvidas na modulagéo
das respostas inflamatdrias agudas como a IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-11, fator estimulador de

colbnias de granulocitos (G-CSF), fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos
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(GM-CSF), entre outras. Dentre essas citocinas, a IL-1p e o TNF-a se destacam como as moléculas
mais potentes em estimular o processo inflamatério (GUAN; ZHANG, 2017).

A IL-1B e o TNF-a sdo consideradas as primeiras citocinas liberadas em resposta a infeccdo
ou danos na mucosa gastrica. Essas citocinas sao sintetizadas por células do sistema imune como
0s mondcitos, macrofagos e neutrofilos, além de células endoteliais e fribroblastos. Em situacfes
de injdria tecidual ocorre 0 aumento da expressao de genes pro-inflamatérios que codificam essas
citocinas e outras moléculas efetoras (como as moléculas de adesdo) que iniciam, sustentam e
propagam o processo inflamatorio (GUAN; ZHANG, 2017; MANTOVANI et al., 2020).

Os mecanismos pro-inflamatérios mediados pela IL-1p ocorrem em resposta da interacao
com seu receptor IL-1R, promovendo a ativacao da via do NF-xB e a ativagdo das proteinas cinases
ativadas por mitogénio (MAPKS), JNK e p38 (YAZDI; GHORESCHI, 2016). Esses eventos
moleculares levam a indugédo da expressédo de genes pré-inflamatorios (CHO et al., 2016).

O TNF-o é uma citocina pleiotrépica que exerce controle sob os mais variados eventos
celulares sendo produzida principalmente por macrofagos ativados e outros tipos de células imunes,
como linfocitos T, células NK e neutrofilos. De acordo com o microambiente e o contexto celular,
pode induzir efeitos tdo variados como atividade promotora ou inibitoria de crescimento celular,
necrose ou angiogénese, podendo sustentar ou prevenir a diferenciacdo e migracdo celular
(BOSHTAM et al., 2017; GUAN; ZHANG, 2017).

Essa citocina pode ativar macréfagos nos tecidos inflamados, induzindo a liberacdo
de outras citocinas pré-inflamatorias, como IL-1pB e o proprio TNF-a, que exacerbam o processo
inflamatorio. A atividade do TNF-a nas células epiteliais gastricas prejudica a funcdo de barreira e
favorece o aumento da permeabilidade as bactérias comensais. Nos fibroblastos, 0 TNF-a leva a
expressao de metaloproteinases da matriz (MMPs). Nas células endoteliais, 0 TNF-a atua no
aumento das moléculas de adesdo nos vasos sanguineos, levando ao aumento subsequente da
infiltracdo de leucadcitos e pode ainda induzir a apoptose das células (BERRAONDO et al., 2019).

Nas Ulceras géastricas, a expressao e a atividade dessas citocinas encontram-se desreguladas,
contribuindo para o estado inflamatorio cronico. Estudos experimentais demonstraram que essas
moléculas desempenham um papel significativo na formacao das ulcera¢6es por atuarem induzindo
um aumento na expressdao de moléculas de adesdo em leucdcitos e células endoteliais e
promoverem a infiltracdo neutrofilica na mucosa inflamada. Esses fatores sdo cruciais para geragdo
de lesOes gastrintestinais e a recorréncia das ulceragdes (MOUSA et al., 2019).

O NF-xB atua na regulacao dos genes que governam o inicio da reacdo inflamatdria aguda
nas células epiteliais gastricas. No estado inativado, 0 NF-kB ¢ retido dentro do citoplasma e
vinculado a proteina IkB. Apds a exposi¢do aos estimulos inflamatorios, a enzima IkB quinase

causa fosforilagdo da proteina IkB e posterior degradacdo do complexo IkB. Esses eventos levam
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a ativacdo do NF-xB que se transloca para o nucleo e causa a ativagdo transcricional de outras
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 (AZIZ et al., 2019).

O processo inflamatorio € modulado negativamente pela acdo da interleucina-10 (I1L-10),
produzida por células da imunidade inata e adaptativa, incluindo celulas dendriticas,
macréfagos, mastdcitos, células NK, eosinéfilos, neutrdfilos, células B e subtipos de
células T, especialmente as Treg (MOLLAZADEH et al., 2019).

A resposta anti-inflamatoria mediada pela IL-10 representa um mecanismo homeostatico
importante que controla o inicio, o grau e a duracdo da inflamacdo gastrintestinal. A IL-10
desempenha um papel protetor devido a suas propriedades imunomoduladoras, regulando o sistema
imunoldgico da mucosa gastrica, reduzindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias, inibindo a
infiltracdo neutrofilica e a apresentacdo antigénica (BOSHTAM et al., 2017).

Além da IL-10, o fator transformador do crescimento beta (TGF-8) € um produto das células
Treg que tem como principal fungdo a modulacdo da resposta inflamatéria por meio da regulacédo
das respostas inata e adaptativa. Além de participar do processo de cicatrizacdo das Ulceras
(MOLLAZADEH et al., 2019).

2.4 Fatores agressores da mucosa gastrica
2.4.1 Alcool (Etanol)

O consumo excessivo de alcool ainda é considerado um dos mais importantes fatores de
risco para o desenvolvimento das lesdes ulcerativas no homem. O &lcool é um dos agentes
agressores exdgenos mais irritantes da mucosa, devido a sua agdo multifatorial, causando danos em
todos os sistemas de defesa da mucosa do estobmago (BADR et al., 2019).

O alcool penetra rapidamente na mucosa e leva a desestabilizacdo da camada de muco-
bicarbonato-fosfolipidios. A diminuicdo das defesas pré-epiteliais deixa as células da superficie do
estdbmago vulneraveis a acdo do acido gastrico favorecendo a redifusdo de H*. Além disso, causa
disturbios no endotélio vascular, levando a reducdo da permeabilidade, que por sua vez causa a
supressdo do fluxo adequado de sangue para mucosa e reducdo do suprimento de oxigénio e
nutrientes. Esses eventos sdo seguidos por hipoxia e necrose hemorragica e sao atribuidos a
diminuicdo dos niveis de NO (LI et al., 2018; MOUSA et al., 2019).

Esse quadro isquémico gera grandes quantidades de EROs que reduzem as defesas
antioxidantes (como os grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos) e aumentam o0s niveis de
malondialdeido, um marcador da peroxidacao lipidica, resultando em alteracGes em nivel celular
como danos as membranas, erosdo epitelial e morte celular (BRITO et al., 2018).

As lesdes necroticas induzidas pelo etanol sdo consequéncia da ativacdo de uma resposta

inflamatoria aguda que envolve degranulagdo de mastdcitos e liberagdo da histamina, recrutamento
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de neutrofilos e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B e TNF-a), aumento da expresséo
do NF-xB e down-regulation da citocina anti-inflamatéria IL-10 (LI et al., 2018; AZIZ et al., 2019).

Apos ser absorvido no estdmago e duodeno, o alcool € metabolizado pela enzima alcool
desidrogenase no figado gerando o acetaldeido, um metabdlito citotoxico que induz disfuncédo
mitocondrial, mudanga no estado redox da célula e reducdo de GSH, agravando o estresse oxidativo

e a ocorréncia de mais danos teciduais (LIJU et al., 2015).

2.4.2 Estresse

O estresse ¢é considerado um importante agente predisponente para o desenvolvimento das
ulceracbes no homem. Existem diversos agentes estressores fisicos e psicologicos que favorecem
a lesdo na mucosa gastrica (HUANG et al., 2018).

As lesBes causadas pelo estresse podem ser agudas, erosivas e inflamatorias, normalmente
acometendo a porcao superior do TGI. Essas lesdes sdo geralmente superficiais e assintomaticas,
mas podem se estender para a camada submucosa e muscular, atingindo vasos sanguineos e
causando sangramentos evidentes e clinicamente significativos. Esse fato confirma que, 0s
principais danos causados pelo estresse na mucosa gastrica estdo associados a mudancas na
microcirculacdo e hipoxia (XIE et al., 2019).

O estresse estimula a ativacao do eixo hipotalamico-pituitario adrenal (HPA) e a liberacéo
de grandes quantidades de catecolaminas e cortisol, 0 que influencia o sistema imunoldgico e,
consequentemente, a resposta inflamatdria por meio da producéo de citocinas pelos macréfagos.
Além de causar reducdo do fluxo sanguineo, levando a hipdxia e isquemia local. Esses efeitos
contribuem para formacéo de erosdo hemorragica e necrose epitelial (SZABO et al., 2017).

Ocorre ainda uma desregulacdo em nivel de SNA. A estimulacdo simpatica acarreta em
vasoconstri¢cdo, por meio da acdo da noradrenalina em seus receptores aj-adrenérgicos presentes
nos vasos que irrigam a mucosa gastrica, o que favorece um quadro isquémico e hipoxia.
Paralelamente hd um grande aumento de EROs, peroxidacao lipidica e reducdo dos niveis de GSH.
O dano nas células da mucosa leva a uma diminuicdo das PGE2 e PGl e da camada de muco e
aumento da sintese das citocinas TNF-a, IL-1p ¢ IL-6, que induzem o aumento na expressao da
ICAM-1, responséavel pela migracdo e infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica. J& as acOes
mediadas pela ativagdo do SNP envolvem o aumento da motilidade e secrecéo &cida por meio da
ligacdo da ACh ao receptor M3 (ELSHAZLY et al., 2018).
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2.4.3 Anti-inflamatdérios ndo esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) tém sido amplamente utilizados na pratica
clinica para o manejo da dor (aguda e cronica), processos inflamatérios e febre. S&o classificados
em dois tipos: inibidores ndo-seletivos da ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2) e inibidores seletivos
COX-2 (KHAN et al., 2016). Exemplos desses agentes incluem o acido acetilsalicilico (AAS),
diclofenaco, indometacina, naproxeno e cetoprofeno (CHENG et al., 2016).

O TGl é o principal 6rgdo alvo da toxicidade induzida pelos AINEs. Estima-se que cerca
de 30 milhdes de individuos fazem uso de AINEs diariamente no mundo e aproximadamente 50%
desses usuérios desenvolvem algum problema géastrico. Acredita-se que a utilizacdo de AINEs
aumenta em 4 vezes a ocorréncia de complicacdes gastrintestinais (BJARNASON et al., 2018).

O uso de AINEs aumentou bastante nos ultimos anos, tanto pela facilidade de acesso a esses
medicamentos como pelo envelhecimento populacional, o que levou ao aumento da incidéncia de
doencas inflamatorias crénicas. A utilizacdo a longo prazo dos AINEs tornou essa classe
farmacologica um dos agentes etiol6gicos mais comuns das Ulceras pépticas (DUMIC et al., 2019).

Os AINEs, principalmente os ndo-seletivos ou tradicionais, causam erosdo na mucosa do
estdbmago por meio de efeitos local e sistémico. Esse efeito local estd associado com as
caracteristicas quimicas da estrutura dessas moléculas, que em geral sdo &cidos fracos. A
propriedade &cida em conjunto com a baixa polaridade desses compostos confere uma acgao
detergente, que quando em contato com a mucosa gastrica, leva a desestabilizacdo da camada de
fosfolipideos e danos a camada de muco, afetando as células epiteliais levando a morte celular
(BJARNASON et al., 2018).

De forma sistémica, levam a reducdo da sintese de prostaglandinas, como PGE; e PGlo,
pela inibicdo da atividade da COX comprometendo 0s eventos citoprotetores dessas moléculas.
Com a inibicéo da atividade da COX, o seu substrato AA, é desviado para a via da lipoxigenase
(LOX) que resulta na formag&o de leucotrienos B4 e fatores quimiotaticos para neutrofilos que séo
importantes agentes liberadores de EROs e interleucinas pré-inflamatérias (BRUNTON, 2018).

Alem disso, os AINEs exercem um efeito direto nas mitocondrias, induzindo estresse
oxidativo, ativacdo da cascata intrinseca da apoptose e morte celular (Bindu et al., 2020). Dessa
forma, os avancos mais recentes na quimica farmacéutica dos AINEs incluem a modificacéo
estrutural dessas moléculas com a incorporagdo de grupos doadores de gases vasoativos como NO

e HaS que reduzem os efeitos colaterais desses medicamentos (KWIECIEN et al., 2015).
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2.4.4 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa, microaerofilica, flagelada e em forma
de espiral que coloniza o estbmago humano (DIACONU et al., 2017). A infeccdo por H. pylori é
cosmopolita sendo considerada uma das principais infec¢fes cronicas no mundo (PANDYA et al.,
2017).

Estima-se que a prevaléncia da infeccdo por H. pylori seja de 40 a 50% em paises
desenvolvidos e entre 70 a 90% em paises em desenvolvimento, onde as condi¢es de saneamento
béasico sdo insatisfatorias (PANDYA et al., 2017). Essa infeccdo é geralmente adquirida na infancia
e pode persistir por toda vida na auséncia de tratamento (COELHO et al., 2018).

A infeccdo por H. pylori esta associada ao desenvolvimento de distdrbios do TGI, incluindo
dispepsias, gastrite crénica e Ulcera péptica (FERNANDES et al., 2016), além de ser um importante
fator na patogénese do cancer gastrico (MCCLAIN et al., 2017).

Estudos epidemioldgicos apontam que aproximadamente 15% dos individuos colonizados
por H. pylori poderdo desenvolver lesdes na mucosa gastrica, ja as outras parcelas que apresentam
cepas da bactéria sdo assintomaticas e podem permanecer assim ao longo de suas vidas. O
desenvolvimento das lesdes gastricas vai depender de alguns fatores, como a vulnerabilidade
individual de cada hospedeiro e a viruléncia das cepas (OPPONG et al., 2015).

Os mecanismos envolvidos na adaptagdo, sobrevivéncia e proliferacdo de H. pylori no
estdmago ja foram amplamente descritos: (1) atividade enzimatica da urease, que metaboliza a
ureia presente no suco gastrico em dioxido de carbono e aménia (NHs), a difusdo de NHz no
periplasma cria um ambiente com pH mais alto, essencial para a sobrevivéncia dessa bactéria; (2)
capacidade de penetracdo através da camada de muco (forma espiral, presenca de flagelos e
enzimas mucoliticas) e (3) ligacdo a receptores presentes nas células epiteliais gastricas. Essa
interacdo com esses receptores pode explicar por que H. pylori coloniza exclusivamente o epitélio
gastrico. Além disso, as cepas de H. pylori também possuem diversas variacfes gendémicas que
codificam fatores de viruléncia relacionados a sua permanéncia e ao aumento da sua capacidade
invasora e destrutiva, como a citotoxina associada ao gene A (Cag A) e a citotoxina vacuolante
(Vac A) (CAMILO et al., 2017; PANDYA et al., 2017; BRITO et al., 2019).

Essa bactéria produz hipergastrinemia por meio da producdo de amdnia no antro gastrico,
interferindo na sensibilidade das células D aos niveis reais de acidez na mucosa antral do estbmago,
resultando na inibicdo da producdo de somatostatina e consequente aumento da liberacdo de

gastrina, levando a hipersecrecédo acida e formacdo das lesdes (WALDUM; REHFELD, 2019).
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2.5 Terapéutica das Ulceras pépticas

No inicio do século XX o Unico tratamento disponivel para a Ulcera péptica era cirurgico.
Procedimentos como a remocdo do nervo vago, remogdo da porcdo antral do estbmago e
gastrotomias parciais eram realizados frequentemente, porém, com altas taxas de
morbimortalidade. Os procedimentos cirlrgicos agora sdo amplamente restritos ao cenario de
emergéncia para manejo das complicacOes da Ulcera péptica (BYRNE et al., 2018).

Dentre as opgdes terapéuticas estdo os antiacidos, citoprotetores, antagonistas do receptor
H. de histamina, inibidores da bomba de prétons e nos casos em que hé infeccdo por Helicobacter
pylori, se faz necessario utilizar antimicrobianos (SALAGA; MOSINSKA, 2017).

Os antiacidos foram os primeiros medicamentos utilizados no tratamento da Ulcera. Esses
agentes fornecem um alivio rapido dos sintomas da doenca, porém, néo séo eficazes na cicatrizacéo
da lesdo. Isso ocorre porque nao atuam alterando a secre¢do de acido cloridrico, mas alterando o
pH do estbmago, por neutralizar o HCI, reduzindo a acidez. Entretanto, esses medicamentos
apresentam efeitos indesejaveis como o curto periodo de duracdo de seu efeito, diarreia,
constipacdo, alcalose metabdlica e formacdo de complexos quelatos insollveis que alteram a
biodisponibilidade de alguns medicamentos (tetraciclinas e fluoroquinolonas). Exemplos desses
agentes sdo bicarbonato de célcio (NaH2COs), carbonato de calcio (CaCOs), hidréxido de aluminio
(AI(OH)3) e de magnésio (Mg(OH)2) ou associagdes (SALAGA; MOSINSKA, 2017).

Os medicamentos citoprotetores (sucralfato e bismuto) estimulam os mecanismos de defesa
da mucosa. O sucralfato (sal complexo de sulfato de sacarose e hidroxido de aluminio) quando em
contato com o ambiente &cido do estbmago forma um polimero viscoso e pegajoso que adere as
células epiteliais, atuando como um agente de revestimento, levando a redugédo da degradacgéo da
camada de muco pela pepsina e H*. A constipacdo e a interacdo com alguns medicamentos como
antimicrobianos, fenitoina e varfarina, sdo os seus principais efeitos colaterais (SIERRA et al.,
2018). Outro agente de revestimento sdo 0s compostos a base de bismuto, frequentemente
utilizados em combinagGes no tratamento da erradicagdo do H. pylori (ALKIM et al., 2017).

O misoprostol (analogo da prostaglandina E1) ap6s ser administrado se desesterifica a forma
ativa, acido misoprostdlico, que atua diretamente nos receptores EP, e EP3 expressos na célula
parietal. Seu efeito citoprotetor se da pela inibi¢do da secrecdo gastrica, estimulo da liberacdo de
muco e bicarbonato e a melhora do fluxo de sangue, fortalecendo a integridade da mucosa e
cicatrizacdo. Mas, pode levar a efeitos colaterais como dor abdominal e diarreia. Além disso,
devido sua propriedade de estimulacdo da contratilidade uterina tem sido relacionado a casos de
aborto, o que restringiu seu uso (SALAGA; MOSINSKA, 2017).

A carbenoxolona é um produto semissintético derivado do &cido glicirrizico encontrado nas

raizes de Glycyrrhiza glabra (alcaguz), tradicionalmente utilizada pelos indigenas no tratamento
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de Ulceras gastricas. E considerado um agente citoprotetor, atuando na manutencio da camada de
muco pela inibicdo de enzimas que degradam as PGs (15-hidroxiprostaglandina-desidrogenase).
No entanto, possui efeitos colaterais como hipertenséo, retencéo de sodio e liquidos e supressao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Além disso, necessita de altas doses para conseguir 0
efeito terapéutico, sendo utilizada apenas como ferramenta farmacologica (SHARMA et al., 2018).

Os anticolinérgicos (atropina, pirenzepina e telenzepina) atuam antagonizando 0s
receptores Mz da ACh, presentes na célula parietal que modulam diretamente a secregdo acida
gastrica. Esses medicamentos apresentam efeitos indesejaveis que limitam seu uso, como a baixa
efetividade (30-40% de inibicdo da secre¢do acida) e os efeitos colaterais extragastrintestinais pela
interacdo com receptores M1 em diferentes locais (boca seca, visdo turva, arritmias cardiacas e
retencdo urinaria). Dessa forma, assim como os antagonistas dos receptores de colecistocinina 2
(CCK-2) esses agentes tiveram seu desenvolvimento descontinuado (SCHUBERT, 2016).

Os antagonistas dos receptores de histamina (Hz) (ranitidina, cimetidina, famotidina,
nizatidina e roxatidina), exercem seus efeitos anti-secretérios por inibir de forma competitiva e
reversivel a ligacdo da histamina ao seu receptor na célula parietal, além de reduzir indiretamente
a secrecdo induzida pela gastrina e acetilcolina (TAKAHASHI; KATAYAMA, 2010).

O grau e duracao da supressdo acida é dose dependente, variando de 50-70% durante 6-12
horas e seus efeitos colaterais incluem diarreia, cefaleia, tontura, fadiga, dor muscular, constipacao,
nduseas, erupgdes cuténeas, sonoléncia, alteracbes hematoldgicas e na funcdo do sistema
imunoldgico, bem como podem desenvolver ginecomastia (homens) e galactorréia (mulheres)
devido a seus efeitos androgénicos. Sua principal vantagem € a inibicéo da secrecéo de acido basal
noturna, entretanto, na Ulcera cronica e recorrente sua eficacia é limitada, sendo assim, cada vez
mais substituidos pelos IBPs (SIERRA et al., 2018).

Uma limitacdo adicional a esses medicamentos € a reducao dos seus efeitos supressores
pela ingestdo de alimentos e o desenvolvimento de tolerancia, que pode aparecer apos alguns dias
de uso continuo desses agentes terapéuticos. Essa sensibilidade reduzida a esses farmacos pode ser
resultado do efeito da hipergastrinemia secundaria, que estimula a liberacdo de histamina pelas
células enterocromafins (TAKAHASHI; KATAYAMA, 2010).

O desenvolvimento dos IBPs representou um avanco terapéutico pelo fato da H*-K*-
ATPase ser o alvo final da via de secrecdo acida gastrica. Os IBPs foram introduzidos na clinica
no final da década de 1980 e atualmente estdo entre os 10 medicamentos mais utilizados no mundo.
Sdo indicados no tratamento de diversas condi¢des associadas ao acido, como Ulceras pépticas,
sindrome de Zollinger-Ellison e doenca do refluxo gastroesofagico. Também sdo indicados para
profilaxia de Glceras em UTI, em individuos em uso de polifarmacia e na erradicagéo de H. pylori
(HELGADOTTIR; BJORNSSON, 2019).
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Atualmente, as diretrizes clinicas recomendam os IBPs como os medicamentos de primeira
escolha para o tratamento da Ulcera, apoiados em revisdes sistematicas e metanalises em contextos
clinicos especificos (SCALLY et al., 2018).

Os 1BPs, omeprazol, esomeprazol (isomero do omeprazol), lansoprazol, pantoprazol,
rabeprazol e tenatoprazol, aliviam os sintomas e ajudam na cicatrizacdo das lesdes gastricas de
maneira mais eficaz que os antagonistas dos receptores H», pois inibem a bomba de prétons
independente da natureza do estimulo que gera a secrecao (XIE et al., 2019).

Esses medicamentos sdo precurssores inativos que na presenca do ambiente acido dos
canaliculos secretores da célula parietal sdo rapidamente protonados e convertidos em sua forma
ativa (sulfenamida tetraciclica), que se liga aos residuos de cisteina, por ligacéo dissulfeto covalente
e irreversivel na subunidade o da bomba de prétons. Essa ligacdo impede a ativacdo da bomba,
permitindo a inibicdo prolongada da secre¢do acida, mesmo depois que a concentracdo da droga
no sangue diminui, sendo necessario a sintese de novas bombas para que retorne a atividade
secretoria (SCHUBERT, 2016).

Embora seja a classe terapéutica mais utilizada atualmente no tratamento das Ulceras, esses
medicamentos apresentam consideraveis efeitos colaterais principalmente quando utilizados por
longos periodos. Entre os efeitos indesejaveis estéo as deficiéncias nutricionais como a diminuicéo
da absorcdo de célcio, podendo levar ao surgimento de osteoporose e aumento do risco de fraturas
oOsseas e deficiéncia na absorcao de ferro, favorecendo quadros de anemia ferropriva. Além disso,
a reducéo da vitamina B1> pode manifestar-se como anormalidades hematologicas e neurologicas.
Essas manifestacGes podem ser mais comuns na populacédo idosa pelo fato de ja apresentarem risco
acrescido dessas condi¢des (GOMM et al., 2016).

Evidéncias apontam que o uso de IBPs podem causar hiperplasia (WALDUM et al., 2016)
e formacéo de pdlipos gastricos (TRAN-DUY et al., 2016) devido a hipergastrinemia secundaria
em individuos em terapia mais prolongada (HELGADOTTIR et al., 2020). Além disso, a elevagéo
do pH no contetdo luminal gastrico pode causar um quadro de disbiose (BRUNO et al., 2019),
favorecendo infeccBes entéricas como por C. difficille (YU et al., 2017).

Atualmente, um novo IBP (vonoprazan) tem sido avaliado em uma série de estudos no
tratamento de doencas relacionadas a acidez gastrica, apresentando um inicio mais rapido de acéo
e um controle mais prolongado da acidez intragastrica do que os IBPs convencionais (YANG et
al., 2018). O vonoprazan ndo requer um ambiente acido para sua ativagdo e exerce uma inibicao
da bomba de prétons de maneira reversivel e competitiva com o potassio (KUNA et al., 2019).

O vonoprazan (Takecab®) foi aprovado no Japdo em 2015 para o tratamento de pacientes
adultos com doencas relacionadas a secrecdo de acido gastrico, incluindo Ulcera gastrica ou

duodenal, bem como adjuvante no tratamento da erradicacdo de H. pylori. Esse medicamento

72



apresentou alguns efeitos adversos semelhantes aos IBPs convencionais, mas geralmente é bem
tolerado nas triagens clinicas (GARNOCK-JONES, 2015).

Além disso, os IBPs trabalham sinergicamente com os antimicrobianos para erradicar H.
pylori. Quando a Ulcera esta associada ao H. pylori sdo utilizados esquemas terapéuticos com a
combinacao de agentes antissecretorios e antimicrobianos (MALFERTHEINER et al., 2017).

A terapia tripla é a primeira linha para erradicacdo de H. pylori e inclui um IBP e dois
antimicrobianos como a claritromicina e amoxicilina (ou metronidazol para alérgicos a penicilina).
Em situagdes de resisténcia a claritromicina, recomenda-se a terapia quadrupla que inclui IBP +
metronidazol + subsalicilato de bismuto + tetraciclina. Todos os regimes terapéuticos devem ser
administrados durante 14 dias (MALFERTHEINER et al., 2017).

Entretanto, devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos nos ultimos anos, o
tratamento tornou-se mais dificil e a eficacia da terapia tripla caiu abaixo de 70% em muitos paises
(CHACON et al., 2017). Atualmente, uma vacina para prevencao primaria contra H. pylori estd em
desenvolvimento (LEHOURS; FERRERO, 2019).

Figura 14 — Classes terapéuticas das Ulceras pépticas (Fonte: Adaptado de Olbe et al., 2003)
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Legenda: Dentre as classes terapéuticas para as Ulceras pépticas tém-se os antissecretorios como 0s
antagonistas dos receptores M3 da acetilcolina, antagonistas dos receptores H, da histamina e os
inibidores da bomba de protons.

Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de pesquisas que visem buscar moléculas cada
vez mais especificas para o tratamento das ulceragdes gastricas, visto que os medicamentos
disponiveis atualmente na prética clinica ndo séo capazes de promover totalmente a cura da doenca,
apresentando alto indice de recidiva, uma variedade de efeitos adversos e colaterais, interaces
medicamentosas e alto custo (BOEING et al., 2016).
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Diversas plantas possuem efeito gastroprotetor como a Glycyrrhiza glabra (alcaguz) que
contém a glicirrizina (&cido glicirrizico), uma saponina triterpénica, que inibe uma enzima
inativadora de prostaglandinas (15-hidroxiprostaglandina-desidrogenase), aumentando assim 0s
niveis das prostaglandinas endogenas. Esse constituinte é comercializado como carbenoxolona, a

primeira droga de origem natural efetiva contra Glceras (MOUSTAFA et al., 2013).
2.6 Produtos naturais como alternativa terapéutica

Os produtos naturais sdo substancias quimicas oriundas de vegetais, animais, minerais e
micro-organismos, os quais possuem atividades bioldgicas, sendo uma das fontes mais importantes
de novas substancias utilizadas como agentes medicinais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

O interesse pelos produtos naturais, especialmente as espécies vegetais, € datado de
milhares de anos e vem demonstrando cada vez mais um papel de destaque como fonte de
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais (substancias puras ou fitoterapicos).
Além disso, atuam como marcadores taxonémicos para descoberta de novos medicamentos
(CALIXTO et al., 2019) e fornecem protétipos base que atuam como modelos para modificacdes
estruturais, visando otimizagdo das propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e seletivas das
moléculas, servindo de inspiracdo para a quimica medicinal e estimulando a sintese de novas
substancias tendo como base os produtos naturais (BARREIRO, 2019).

A grande utilizacao das plantas medicinais se da, sobretudo, devido a vasta diversidade de
compostos sintetizados como flavonoides, alcaloides, fenilpropanoides e terpenos. Assim, nas
ultimas décadas tem aumentado os estudos dos metabdlitos vegetais (DUTRA et al., 2016).

Os terpenos constituem a maior classe de metabdlitos secundarios existentes na natureza,
constituidos das combinacfes de varias unidades de 5 atomos de carbono (isopreno), sendo
biossintetizados nos organismos vegetais a partir da via do acido mevalonico, que tem como
precursor a acetil co-enzima A (Acetil Co A) (FRANK; GROLL, 2017) (Figura 15).

Figura 15 — Estrutura basica da unidade de isopreno (Fonte: Joca et al., 2012)

4

Legenda: Esqueleto basico da unidade de isopreno, apresentando 5 &tomos de carbono em sua estrutura, que
se combinam para formar os subtipos de terpenos (mono, sesqui, di, tri e tetraterpenos).
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Esses metabdlitos podem ser classificados quanto ao nimero de unidades isoprénicas
presentes na sua estrutura em: monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao),
triterpenos (Cao) e tetraterpenos ou carotenodides (Cao). Além disso, 0s monoterpenos também sao
classificados em compostos aciclicos, como mirceno e geraniol; compostos ciclicos, tais como
timol e carvacrol e compostos biciclicos, como borneol e eucaliptol (BERGMAN et al., 2019).

Os monoterpenos sdo um grupo bastante diverso de compostos quimicos e podem ser
classificados ainda de acordo com o grupo funcional que apresentam. Alguns compostos incluem
hidrocarbonetos (limoneno, felandreno, p-cimeno, a-pineno e a-terpineno) e monoterpenos
oxigenados, como alcoois (linalol, geraniol, citronelol, terpineol, mentol, borneol, bisabolol e
carveol), aldeidos (citral e citronelal), fenol (timol e carvacrol), cetona (carvona e grupos canfora)
e éter (eucaliptol). Um terpeno com oxigénio € chamado de terpendide (CLOMBURG et al., 2019).

Os terpenos sdo encontrados na maioria das espécies de vegetais e sdo importantes para
diversas funcdes relacionadas ao desenvolvimento das plantas. Eles estdo presentes nas estruturas
de membranas (esterdis Cso), funcionam como pigmentos fotossintéticos (carotendides Cao) €
atuam como fitohorménios (giberelinas Czo). Muitos terpenos sédo conhecidos por desempenharem
importantes fungdes nas interagcdes planta-ambiente e planta-planta (BERGMAN et al., 2019).

A diversidade quimica dos terpenos € especialmente alta em plantas e reflete uma histéria
natural marcada pelo estresse e outras pressdes seletivas imposta pelos animais, resultando em uma
ampla variedade de constituintes no reino vegetal com alta afinidade por proteinas animais e
potentes efeitos bioldgicos. Assim, metabdlitos secundarios vegetais com atividade bioldgica para
animais podem ter uma base evolutiva e bioquimica (BERGMAN et al., 2019).

Aproximadamente 40.000 terpenos ja foram identificados, sendo uma grande parte
comercialmente importantes para a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (Dutra et al.,
2016). Dentre os produtos farmacéuticos a base de terpenos tem-se 0 Artezine® (antimalarico),
Taxol® (antitumoral) e Salonpas® (analgésico local) (GUIMARAES et al., 2014).

Entre todos os terpenos, 0s monoterpenos e sesquiterpenos séo as classes mais estudadas,
devido sua extensa distribuicdo no reino vegetal, seu papel central nas fungdes essenciais das
plantas e sua potencial atividade farmacologica em modelos experimentais (DUTRA et al., 2016).

Os monoterpenos e monoterpendides, sdo 0s componentes majoritarios dos 6leos essenciais
aromaticos, chegando a constituir cerca de 90% desses 6leos, com grande variedade de estruturas
quimicas e atividades biologicas (ASBAHANI et al., 2015; GUIMARAES et al., 2019). Algumas
dessas substancias ja demonstraram efeitos gastroprotetores e essa atividade tem sido atribuida a
efeitos antisecretores, citoprotetores e/ou propriedades antioxidantes (PERICO et al., 2020).

Varios estudos ja investigaram a correlacdo entre a estrutura quimica dos monoterpenos e a
atividade farmacoldgica. Sabe-se que a presenca e a posi¢do de grupos funcionais, como hidroxila,
pode influenciar a poténcia e a eficacia farmacoldgica (CARDOSO-TEIXEIRA et al., 2018).
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Em geral, os monoterpenos sdo extraidos de espécies vegetais e o0 isolamento destes
compostos com alto grau de pureza € dificil e dispendioso devido a obtencdo de baixas quantidades.
Além disso, a disponibilidade do material vegetal é limitada, principalmente devido as variagdes
sazonais e pragas que acometem as plantagdes. Assim, uma forma de obter monoterpenos de
interesse farmacéutico com maiores rendimentos é pela sintese quimica, além de evitar

consequéncias danosas na natureza pelo extrativismo vegetal (BARREIRO, 2019).

2.7 Substancia teste: (-)-Carveol

O (-)-carveol é um alcool monoterpénico monociclico insaturado natural, com férmula
molecular C10H160 e sinonimia p-menta-6,8-dien-2-ol, podendo ser encontrado na natureza na
forma de dois diastereoisdmeros o cis e o trans (HRITCU et al., 2020). Alguns monoterpenos sdo

encontrados na natureza como misturas de isdbmeros cis e trans, como o (z)-citronelol.

Figura 16 — Estrutura quimica do trans(-)-carveol e cis-(-)-carveol (Fonte: Elaborada pelo autor.

Programa de desenho quimico - ChemDraw)
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Esse constituinte é encontrado em dleos essenciais de muitas plantas da familia Lamiaceae,
que inclui os géneros Thymbra, Origanum, Corydothymus e Saturejae Thymus (RAHMAN et al.,
2021). Além disso, estd presente abundantemente no 6leo essencial das sementes de cominho
(Carum carvi) (FANG et al., 2010), cascas da laranja (Citrus reticulata), frutos de groselha e cha
preto (MALIK et al., 2020) e é utilizado como agente aromatizante na indUstria farmacéutica,
cosmética e alimenticia (BHATIA et al., 2008).

Outro monoterpeno importante correlacionado estruturalmente ao (-)-carveol € o limoneno,
em que, a distin¢do estrutural consiste na presenca de um grupamento hidroxila no (-)-carveol.
Assim, o (-)-carveol é um derivado hidroxilado do limoneno (CARDOSO-TEIXEIRA et al., 2018).
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O limoneno é um monoterpeno monociclico constituinte de varios 6leos essenciais citricos
(CARDOSO-TEIXEIRA et al., 2018), com propriedades anti-inflamatoérias (HIROTA et al., 2010)
e gastroprotetoras na Ulcera induzida por etanol e indometacina (ROZZA et al., 2011) (Figura 17).

Além disso, o (-)-carveol apresenta estrutura quimica similar ao alcool perilico que ja
demonstrou efeito benéfico na prevencdo da toxicidade hepatica induzida pelo etanol pela inibi¢éo

de citocinas inflamatorias e inibicdo da peroxidacéo lipidica (KHAN et al., 2011).

Figura 17 — Estrutura quimica do limoneno e seus derivados (Fonte: Elaborada pelo autor.
Programa de desenho quimico - ChemDraw).
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Para garantir a seguranca do (-)-carveol nas formulagbes da inddstria cosmética foi
realizado um estudo de toxicidade aguda. Este estudo mostrou que a dose letal do (-)-carveol, capaz
de matar 50% dos animais em experimentacdo (DLso), administrado oralmente é 3.000 mg/kg em
ratos (BHATIA et al., 2008). Entretanto, ainda ndo existem resultados na literatura cientifica da
avaliacdo da toxicidade aguda do (-)-carveol em camundongos.

As plantas medicinais a base de (-)-carveol tém sido Uteis no manejo de diversas doencas
(ALEKSUNES et al., 2008; MAHBOUBI, 2019). Carum carvi, que possui o (-)-carveol como um
dos principais constituintes quimicos, tem sido relatada hd muito tempo na medicina tradicional
chinesa como antiespasmddica, carminativa e adstringente (SACHAN; DAS; KUMAR, 2016) e
foi avaliada no tratamento da indigestdo e dispepsia (GUO; WHITE, 2016).

Estudos conduzidos com animais de laboratorios utilizando o extrato de Carum carvi tem
evidenciado atividade gastroprotetora nas doses de 100 e 300 mg/kg, com 81 e 88% de inibicdo
das lesGes ulcerativas respectivamente (BAANANOU et al., 2013).

O fitoconstituinte (-)-carveol apresentou algumas atividades farmacolégicas in vivo e in
vitro, como repelente contra Anopheles gambiae (OMOLO et al., 2004), nematicida contra
Meloidogyne incognita (ECHEVERRIGARAY et al., 2010) e antitumoral quando administrada na

dieta de ratos com cancer de mama (WAGNER; ELMADFA, 2003). Também apresentou efeito
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anticolinérgico (LOZON et al., 2016) e relaxante de musculos lisos (CARDOSO-TEIXEIRA et al.,
2018), antibacteriano (GUIMARAES et al., 2019), antifingico frente a cepas de C. albicans
(MONTENEGRO et al., 2019), neuroprotetor (HRITCU et al., 2020) e hepatoprotetor em modelo
de toxicidade induzida por tetraclorito de carbono em camundongos (PATTERSON et al., 2013) e
por acetaminofeno em ratos (RAHMAN et al., 2021).

O (-)-carveol possui atividade antioxidante por diminuir a produgéo do ion superéxido (O
) (KAUR et al., 2019) e estimular mecanismos antioxidantes enddgenos, como a translocacéo
nuclear do gene Nrf2 (MALIK et al., 2020) e efeito anti-inflamatorio por suprimir a atividade do
NF-xB (MARQUES et al., 2019). Além disso, estudos apontam que o carveol inibe a ativacéo da
COX-2 e seus efeitos anti-inflamatérios sdo comparaveis ao da aspirina (KAWATA; KAMEDA,;
MIYAZAWA, 2008). Entretanto, ndo existem estudos sobre sua atividade gastroprotetora,

motivando sua escolha para conduzir este trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito gastroprotetor do monoterpeno

levorigo (-)-carveol em modelos animais e elucidar os mecanismos de agéo envolvidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a toxicidade oral aguda ndo-clinica e estimar a dose letal 50% (DLs) do (-)-
carveol em camundongos;

e ldentificar o efeito do (-)-carveol no peso corporeo, peso dos 6rgaos e no consumo de agua
e racao;

e Averiguar o efeito do (-)-carveol frente aos parametros comportamentais e possiveis
alteracdes no sistema nervoso central (SNC) e autbnomo (SNA);

e Determinar o efeito do (-)-carveol frente a protocolos classicos de inducdo aguda de
Ulceras gastricas (etanol, estresse, AINEs e ligadura do piloro) em roedores;

e Demonstrar o efeito do (-)-carveol nas alteragdes histopatoldgicas do tecido gastrico apds
leséo promovida pelo etanol;

e Avaliar o efeito do (-)-carveol na contagem de mastdcitos teciduais, matriz extracelular e
mucinas em tecido gastrico apds lesdo induzida pelo etanol;

e Mensurar o efeito da administracdo do (-)-carveol (v.o. e i.d.) sobre os pardmetros
bioquimicos da secrecdo acida gastrica (pH, concentracdo de H* e volume gastrico),
utilizando o modelo de ligadura do piloro;

e Elucidar os mecanismos de acdo envolvidos com o efeito gastroprotetor do (-)-carveol:
efeitos citoprotetores (SHs, NO, Katp, muco e PGs), antioxidantes (SOD, GSH, MPO e
MDA) e imunomodulador (IL-1B, TNF-a e IL-10).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1 Local da pesquisa

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia do Trato
Gastrintestinal - LFTGI/IPeFarM/UFPB em parceira com o Laboratorio de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular - LAFECC/CCS/UFPB e com o Laboratdrio de Farmacologia
Molecular do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte -
FARMOL/UFRN.

4.1.2 Substancia teste

O (-)-carveol (p-menta-6,8-dien-2-ol) (mistura de isémeros) utilizado nesse estudo foi
adquirido da Sigma-Aldrich Chemical Co, U.S.A. sob as seguintes especifica¢des: pureza >
97%, formula molecular C1oH160, massa molar de 152,23 g/mol, ponto de ebuli¢do 226 - 227
°C, densidade relativa 0.958 gr/cm®e niimero de CAS 99-48-9. Se configura como um liquido

incolor a temperatura ambiente.

4.1.3 Animais

Para realizacdo desses experimentos foram utilizados camundongos Mus musculus,
linhagem Swiss, albinos machos (Figura 18A), com 6-8 semanas, pesando 25-35g e ratos
Rattus norvegicus, linhagem Wistar, albinos machos (Figura 18B), com 7-8 semanas, pesando
180-2509, ambos provenientes da Unidade de Producdo Animal — UPA/IPeFarM/UFPB.

Figura 18 - Animais utilizados em ensaios farmacoldgicos: (A) camundongo Swiss (Mus
musculus) e (B) rato Wistar (Rattus norvegicus) - Fonte: Arquivo LFTGI

Os animais foram aclimatados a temperatura de 23 + 2°C e ciclo claro-escuro de 12 h,
alimentados com racdo industrial do tipo pellets e agua ad libium, submetidos a restrigdo

alimentar, com variacéo de 4 a 24 h, segundo cada metodologia em que a via oral foi utilizada
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para a absor¢do do fa&rmaco ou acéo da droga. Esses animais foram distribuidos (n= 3-10) ao
acaso nos diferentes grupos experimentais: grupo normal ou sadio (animais que nao foram
submetidos a lesdo géstrica), controle negativo (tween 80 5% - veiculo que solubiliza a
substancia teste), controle positivo (droga padrdo ou ferramenta farmacoldgica) ou grupos
testes (-)-carveol em doses crescentes ou dose mais efetiva, por via oral — gavagem e
acomodados em caixas de plastico com fundo falso para evitar coprofagia (n= 5 animais
por caixa), com livre acesso adgua até 1 hora antes dos experimentos.

Todos os procedimentos experimentais tiveram inicio pela manhd, seguiram os
principios internacionais para o estudo com animais de laboratorio (Zimmermann, 1983) e
foram submetidos a apreciacio e aprovacdo pela Comissdo de Etica em Uso Animal
Institucional (UFPB) sob o seguinte n°: 4881190619 (Anexo A). Todos os esfor¢os foram
realizados no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados, a dor, o sofrimento e o estresse

dos mesmos.

4.1.4 Substancias utilizadas

Foram utilizadas as seguintes substancias e reagentes: acetonitrila (SIGMA-
ALDRICH), acido 5,5°-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (SIGMA-ALDRICH), 4&cido
cloridrico (MERCK, Germany), 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (SIGMA-
ALDRICH), &cido periodico de Schiff (LEICA), acido sulfarico (SIGMA-ALDRICH),
albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA-ALDRICH), alcian blue (SIGMA-ALDRICH),
anticorpo de captura —IL-1p, IL-10 e TNF-a (R & D SYSTEMS), anticorpo secundario
biotinilado (R & D SYSTEMS), carbenoxolona (SIGMA-ALDRICH), carbonato de sodio
(SIGMA-ALDRICH), cloreto de magnésio (SIGMA-ALDRICH), cloreto de potassio
(SIGMA-ALDRICH), cloreto de sodio P.A. (QUIMEX - MERCK, Brasil), corante eosina
(LEICA), corante hematoxilina (LEICA), estreptavidina (SIGMA-ALDRICH), -etanol
absoluto (MERCK, Germany), éter etilico (SIGMA-ALDRICH), fenolftaleina (RIEDEL-DE
HAEN, Germany), fosfato de sédio bibasico (SIGMA-ALDRICH), fosfato de sodio
monobasico (SIGMA-ALDRICH), glibenclamida (SIGMA-ALDRICH), hidréxido de sodio
(QUIMEX-MERCK, Brasil), indometacina (SIGMA-ALDRICH), L-glutationa reduzida
(SIGMA-ALDRICH), misoprostol (PROSTOKOS), N-etilmaleimida (SIGMA-ALDRICH),
ranitidina  (SIGMA-ALDRICH), N-nitro-L-arginina-metil-éster (SIGMA-ALDRICH),
piroxicam 20 mg (HEXAL, Brasil), quetamina 5% (VETANARCOL), sacarose (SIGMA-
ALDRICH), solucéo glicosada (EUROFARMA), tampédo TRIS (VETEC), trizma (SIGMA-
ALDRICH), tween 80 (MERCK, Germany), xilazina 2% (DORCIPEC) e xilol (LEICA).

O (-)-carveol foi solubilizado em solucdo tween 80 5%. As drogas padéo

carbenoxolona, ranitidina, misoprostol, Nw-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) e N-
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etilmaleimida (NEM) foram solubilizadas em solucdo salina 0,9%. A indometacina foi

solubilizada em carbonato de sédio 0,5% e a glibenclamida em solucdo de NaOH 0,02N em
solucéo glicosada 4%.

4.2 METODOS

Todas as metodologias utilizadas no presente trabalho estdo representadas no
fluxograma abaixo (Figura 19).

Figura 19 - Fluxograma experimental do estudo com o (-)-carveol. Arquivo LFTGI
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4.2.1 Ensaio toxicoldgico ndo-clinico oral agudo

O (-)-carveol foi submetido ao ensaio de toxicidade oral aguda com o intuito de identificar
possiveis sinais de toxicidade e avaliar alteragdes comportamentais frente ao sistema nervoso
central (SNC) e sistema nervoso autdnomo (SNA), utilizando como protocolo experimental o

modelo descrito por Almeida et al (1999) (Anexo B), além de mensurar o consumo de racéo e a
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ingesta de agua, o peso e alteracdes nos 6rgaos e estimar a dose letal 50% (DLso) de acordo com
0 preconizado pelo guia da OECD n° 423 (OECD, 2001).

Os camundongos submetidos a jejum de 4 h foram distribuidos em 2 grupos de 3 animais:
solucéo tween 80 5% (controle negativo) ou (-)-carveol (substancia teste) nas doses de 300 mg/kg
e 2000 mg/kg por via oral (gavagem). Ap6s a administracdo das substancias foram avaliados os
efeitos gerais nas primeiras quatro horas, no tempo de 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas no primeiro
dia, e uma vez ao dia, durante 14 dias de experimentacdo, comparado ao seu respectivo grupo
controle negativo (tween 80 5 %).

Pardmetros como consumo de ragdo e ingesta de agua também foram avaliados, durante
14 dias, ap0s a administracdo do (-)-carveol. A ragao foi colocada diariamente e, no dia seguinte
foi avaliado o consumo (em gramas com o auxilio de uma balanca analitica). A ingesta de agua
também foi avaliada da mesma forma (em mL com uma proveta). O peso dos animais foi
verificado antes da administracdo do (-)-carveol e no 14° dia ap6s a sua administracdo. Ao final
desse periodo os animais foram eutanasiados e retirado os principais 6rgédos (coracao, figado, baco
e rins) os quais foram pesados em balanca analitica para o calculo do indice de 6rgdos que é
mensurado por meio do peso do 6rgdo em miligrama (mg) pelo peso do animal em grama (g).
Tambem foi realizada a avaliagdo macroscopica desses 6rgdos em busca de sinais de toxicidade
como coloragdo atipica e presencga de tumores. O nimero de morte dos animais durante o periodo

experimental foi utilizado para estimar a DLso.

Figura 20 - Fluxograma para determinacgdo da DLs, (Fonte: OECD 2011)
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4.2.2 Avaliacéo da atividade gastroprotetora

Para avaliar o potencial efeito gastroprotetor do monoterpeno (-)-carveol foram utilizados
diferentes protocolos de inducdo aguda de Ulceras gastricas: etanol, estresse, anti-inflamatério ndo
esteroidal e ligadura do piloro. Para isso, foram administradas por via oral quatro doses crescentes
(25, 50, 100 ou 200 mg/kg) da substancia teste. Apos a eutanasia dos animais, 0s estbmagos foram
retirados e abertos ao longo da grande curvatura para realizar a avaliacdo das ulceracfes na
mucosa gastrica.

No modelo experimental com camundongos, as lesdes ulcerativas foram quantificadas
com auxilio de uma lupa (OLYMPUS Optical TL3 — SZ4) e expressas como indice de Les&o
Ulcerativa (ILU). O calculo do ILU foi realizado a partir do nimero de lesdes e sua severidade
(SZELENY; THIEMER, 1978), conforme a férumla a seguir:

e Nivel 1: pontos hemorragicos e ulceracfes até 1 mm;
e Nivel 2: ulceragbes com 2 mm,;

¢ Nivel 3: ulceragdes profundas a partir de 3 mm.

ILU =X (n° de lesdes nivel 1 x 1) + (n° de lesbes nivel 2 x 2) + (n° de lesdes nivel 3 x 3)

Figura 21 — Lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40 (A) e estobmago ulcerado de rato com
etanol (B) para determinacdo do ALU - Fonte: Arquivo LFTGI

Nos modelos experimentais realizados com ratos, as lesGes gastricas foram expressas
como Area de Lesdo Ulcerativa (ALU). Para determinar a ALU, os estdmagos foram fotografados
(dimensdo de 12 mega pixels) e a area da lesdo avaliada com auxilio do programa AVSoft
Bioview Spectra 4.0® (Figura 22).
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Figura 22 - Estbmago ulcerado de rato com etanol (A) e quantificacao da area de lesdo ulcerativa
(B) com o proframa AVSoft Bioview Spectra 4.0® - Fonte: Arquivo LFTGI

4.2.2.1 Protocolos de inducdo aguda de Ulcera gastrica
4.2.2.1.1 Ulcera géstrica induzida por etanol

O primeiro modelo experimental realizado para avaliar a atividade gastroprotetora do
monoterpeno (-)-carveol foi o de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto, conforme
preconizado por Morimoto et al., 1991. Para isso, ratos Wistar (n = 7), submetidos a um jejum de
24 horas foram pré-tratados (v.0.) com solucao de tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo);
carbenoxolona (100 mg/kg - controle positivo) ou (-)-carveol (25, 50, 100 ou 200 mg/kg),
acrescido de um grupo normal que ndo recebeu tratamento. Apos 60 minutos, foi realizada a
inducdo da leséo ulcerativa pela administracdo do agente lesivo (etanol absoluto — 4 mL/kg — v.0.).
Decorridos 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os estbmagos retirados e abertos ao longo
da grande curvatura para determinacéo da area de lesdo ulcerativa (ALU). Além disso, fragmentos
do material biolégico foram coletados, imersos imediatamente em nitrogénio liquido e congelados
(- 80 °C) para posterior avalicdo dos mecanismos antioxidantes e imunorregulatorios. Outra
porcdo do tecido gastrico foi acondicionada em frascos contendo solucéo de formol tamponado a

10% e utilizada nos estudos morfologicos.

4.2.2.1.2 Anélise histoldgica dos estbmagos submetidos ao modelo de Ulceras induzidas por
etanol

A) Técnica da Hematoxilina e Eosina — H&E

Para andlise geral da histoarquitetura, as amostras de fragmentos de estdbmago incluidos em
parafina foram cortadas em micro6tomo na espessura de 4um, montadas em laminas histologicas e
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em alcoois em concentracdes decrescentes

por 25 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos, e apos, lavadas em agua destilada. As
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amostras entdo foram tratadas pela hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas novamente em
agua destilada por 5 minutos e novamente coradas pela eosina por 3 minutos e posteriormente
também lavadas em agua corrente durante mais 30 segundos. Finalmente as laminas foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e montadas com

Entellan.

B) Técnica do PAS - Perodic Acid Shiff

Para avaliacdo da distribuicdo, localizacdo e presenca das mucinas bésicas, as amostras de
fragmentos de estdmago incluidos em parafina foram cortadas em micrétomo na espessura de
4um, desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em alcoois em concentracdes
decrescentes por 25 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos, e apés, lavadas em agua
destilada. As amostras entdo foram tratadas pelo acido periédico por cinco minutos, lavadas
novamente em agua destilada e tratadas pelo reativo de Schiff por 10 minutos, posteriormente
foram lavadas em agua corrente durante mais cinco minutos, contra coradas com Hematoxilina de
Harris, lavando-as por mais 5 minutos em &gua corrente, sendo agora desidratadas em

concentracOes crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e montadas com Entellan.

C) Técnica do Tricromico de Masson

Para avaliar a presenca de matriz extracelular na mucosa gastrica, as amostras de fragmentos
de estdbmago incluidos em parafina foram cortadas em micr6tomo na espessura de 4pm,
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em alcoois em concentracdes decrescentes
por 25 minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos, e ap6s, lavadas em agua destilada. As
amostras entdo foram tratadas pela hematoxilina de Harris por 1 minuto e lavadas em agua
destilada por 5 minutos. Seguiu-se agora o tratamento pela solu¢do do Tricromio de Masson por
12 minutos com posterior banho em &gua corrente durante 2 segundos. As laminas foram
desidratadas utilizando solucéo Unica de alcool absoluto por 15 minutos, diafanizadas em xilol e

montadas com Entellan.

D) Azul de Toluidina

Para avaliar a distribuicdo, localizacdo e presenca de mastocitos, as amostras de fragmentos de
estomagos incluidos em parafina foram cortadas em micrétomo na espessura de 4um,
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em &lcoois em concentracdes decrescentes

por 25 minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos, e ap6s, lavadas em &gua destilada. As
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amostras entdo foram tratadas pelo azul de toluidina por 1 minuto, sendo apds isso lavadas em
agua destilada pelo mesmo tempo. As laminas foram desidratadas utilizando solucdo Unica de

alcool absoluto por 15 minutos, diafanizadas em xilol e montadas com Entellan.

4.2.2.1.2.1 Analise morfométrica

Os cortes histologicos corados pelo tricromico de Masson e PAS foram visualizados pela
objetiva de 40X do microscopio Olympus (Toquio, Japdo) e digitalizadas 20 imagens aleatérias
através do mesmo microscopio e microcamera Q-Color3, perfazendo uma area total de 281.872
pum2 de mucosa gastrica analisado em cada tipo de reacdo histoquimica. A 4rea de matriz
extracelular ou de mucinas foram calculada através de algoritmos construidos no software KS300
contido no analisador de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany). Em cada imagem foram
selecionados todos os pixels com tons de azul (tricromico de Masson) ou bonina (PAS) para a
criagdo de uma imagem binaria, processamento digital e calculo da area em um2. Para o célculo
do nimero de mastocitos, um corte histolégico de estdbmago corado pelo azul de toluidina de cada
caso foi visualizado através da objetiva de 40X para a digitalizacdo de 20 areas aleatorias atraves
da microcamera. Utilizando as mesmas imagens, todas as células foram contadas interativamente

utilizando o mesmo programa.

4.2.2.1.3 Ulcera géastrica induzida por estresse (imobilizacéo e frio)

Esse modelo foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Levine (1971), em
que, camundongos Swiss (n = 7) foram submetidos a um jejum de 24 horas e pré-tratados (v.0.)
com solugdo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), ranitidina (50 mg/kg - controle
positivo) ou (-)-carveol (25, 50, 100 ou 200 mg/kg). Ap6s 30 minutos, os camundongos foram
imobilizados pelas patas dianteiras e traseiras, colocados em contensores de policloreto de vinila
(PVC) (9 cm de comprimento x 3,5 cm de didametro) e submetidos a uma temperatura de 4+1°C
durante um periodo de 3 horas para inducdo das Ulceras gastricas. Decorrido esse tempo, 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estomagos retirados e abertos para

determinacdo do ILU.

4.2.2.1.4 Ulcera géstrica induzida por anti-inflamatdrio n&o esteroidal (piroxicam)

Esse protocolo experimental foi conduzido de acordo com o modelo proposto por Puscas
(1997). Para isso, camundongos Swiss (n = 7) submetidos a um jejum de 24 horas foram pré-

tratados (v.0.) com solugéo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), ranitidina (50 mg/kg -
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controle positivo) ou (-)-carveol (25, 50, 100 ou 200 mg/kg). Apo6s 30 minutos, a Ulcera gastrica
foi induzida pela administracdo do agente lesivo piroxicam (30 mg/kg) por via subcutanea (s.c.)
e decorrido 4 horas, os camundongos foram eutanasiados, 0s estdbmagos retirados e abertos para

determinacdo do ILU.

4.2.2.1.5 Ulcera gastrica induzida por contenséo do suco gastrico (ligadura do piloro) —

v.o./i.d.

Esse modelo foi realizado conforme descrito por Shayetal. (1945). Apos jejum de 24 horas,
ratos (n = 10) foram pré-tratados (v.0.) com solucao tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo),
ranitidina (50 mg/kg - controle positivo) ou a melhor dose do (-)-carveol (100 mg/kg). Apds 30
minutos, foram anestesiados (i.m.) com quetamina 5% (anestésico) e xilazina 2% (relaxante
muscular) e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apofise xifdide para ligadura
(amarracdo) do piloro. Em seguida, os 6rgdos foram internalizados e as incisdes dos animais
suturadas. No modelo de ligadura do piloro pela via de administracdo intraduodenal (i.d.), foram
realizados os mesmos tratamentos descritos para a via de administracdo oral, logo apds o
procedimento cirdrgico de ligadura. Decorridas 4 horas da ligadura do piloro, os ratos foram

eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos para determinacdo da lesdo ulcerativa.

4.2.3 Investigacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastroprotetora

Apo6s comprovar o efeito gastroprotetor do (-)-carveol nos diferentes modelos agudos de
inducdo de Ulceras gastricas, o proximo passo, foi avaliar os mecanismos de acdo subjacentes a
esse efeito. A avaliacdo dos mecanismos de acdo foi iniciada com a investigacdo da atividade
antisecretoria ou neutralizante da secrecdo acida gastrica, utilizando como critérios os parametros
bioquimicos do suco gastrico (pH, concentragdo de ions H* e volume do suco gastrico), a partir do
modelo de ligadura de piloro. Para avaliacdo de uma possivel atividade citoprotetora foi verificada
a participacdo dos grupamentos sulfidrilicos, NO, Katp, muco e prostaglandinas utilizando
bloqueadores especificos. O efeito antioxidante foi avaliado por meio da atividade da
mieloperoxidase (MPQO), dos niveis de malonialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e pela
atividade da superdxido dismutase (SOD) e o0s mecanismos imunomoduladores foram
determinados medindo os niveis de citocinas pro-inflamatorias fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interleucina-1p (IL-1B) e a citocina anti-inflamatéria interleucina-10 (IL-10) por ELISA a

partir das amostras de tecido gastrico.
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4.2.3.1 Mecanismo antissecretorio ou neutralizante
4.3.3.1.1 Avaliacdo dos parametros bioguimicos do suco gastrico apos ligadura do piloro
(v.0./i.d.) (SHAY, 1945)

Ap0s a eutandsia dos animais, os estbmagos foram abertos, o contetudo gastrico coletado
e determinado os seguintes pardmetros bioquimicos: potencial hidrogenioénico (pH), concentracéo
de fons hidrogénio (H™) e volume do suco gastrico (medido indiretamente pela diferenca do peso
do estdmago cheio e vazio). O estdbmago foi pincado de forma a evitar perdas de contetdo gastrico
e pesado em balanca analitica, em seguida, foi aberto ao longo da grande curvatura e recolhido o
contedo em um tubo Falcon. O estdmago vazio foi novamente pesado e ao contetdo gastrico
foram adicionados 10 mL de agua destilada e realizada a centrifugacdo a 3.000 rpm durante 10
minutos em temperatura ambiente. A partir do sobrenadante, o pH foi verificado com o auxilio de
um pHmetro digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil) e 10 mL desse conteudo foi retirado, distribuido
em aliquotas de 5 mL em dois erlenmeyers, para a realizacdo da titulacdo do suco géstrico (em
duplicata) e determinar a concentracdo de H*. A titulacdo foi realizada com uma bureta de vidro
graduada utilizando o hidroxido de sédio (NaOH) 0,01N como agente titulante e a fenolftaleina

como solugéo indicadora. A concentracdo de H* foi calculada conforme equagao a seguir:

[H*] = (1,825 X Vnaon médio da titulacdo x 2) / peso do contetido

4.2.3.2 Mecanismos citoprotetores
4.2.3.2.1 Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas (SHs) na gastroprotecao
(MATSUDA et al., 1999)

Para esse modelo foram utilizados ratos Wistar (n = 7), em jejum de 24 horas, distribuidos
em 6 diferentes grupos: 3 grupos receberam previamente solucéo salina 0,9% (10 mL/kg -i.p.) e
0s 3 grupos restantes receberam N-etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg - i.p.), um bloqueador dos
grupamentos sulfidrilas. Apds 30 minutos desse pré-tratamento, os animais foram tratados (v.0.)
com solucao tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), carbenoxolona (100 mg/kg - controle
positivo) ou com a dose mais efetiva do (-)-carveol (100 mg/kg). Decorridos 60 minutos, as lesdes
géstricas foram induzidas pela administracdo do agente lesivo etanol absoluto (4 mL/kg —v.0.) e
com mais 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os estdbmagos retirados, abertos e

fotografados para a determinacdo da ALU.
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4.2.3.2.2 Avaliacéo da participagio do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecéo (SIKIRIC et
al., 1997)

Nesse experimento foram utilizados ratos Wistar (n = 7), em jejum de 24 horas,
distribuidos em 6 diferentes grupos: 3 grupos receberam previamente solucdo salina 0,9% (10
mL/kg - i.p.) e 0s 3 grupos restantes receberam L-arginina metil éster (L-NAME) (70 mg/kg -
i.p.), um inibidor ndo seletivo da enzima sintase de 6xido nitrico. Apés 30 minutos desse pré-
tratamento, os animais foram tratados (v.0.) com solucédo tween 80 5% (10 mL/kg - controle
negativo), carbenoxolona (100 mg/kg - controle positivo) ou com a dose mais efetiva do (-)-
carveol (100 mg/kg). Decorridos 60 minutos, as lesBes gastricas foram induzidas pela
administracdo do agente lesivo etanol absoluto (4 mL/kg — v.0.) e com mais 60 minutos, 0s
animais foram eutanasiados, os estdmagos retirados, abertos e fotografados para a determinacéo
da ALU.

4.2.3.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes (Katp) Na

gastroprotecédo (OLINDA et al., 2008)

Nesse modelo, ratos Wistar (n = 7) com jejum de 24 horas foram divididos em 6 grupos
distintos: 3 grupos receberam previamente solucdo salina 0,9% (10 mL/kg - i.p.) e os outros 3
grupos receberam glibenclamida (5 mg/kg - i.p.), um agente blogueador dos Kate. Decorrido 30
minutos, os animais foram tratados com solucdo tween 80 5% (10 mL/kg - v.0. - controle
negativo), diazéxido (3mg/kg - i.p. - um ativador de Katr) ou com a dose mais efetiva do isbmero
(-)-carveol (100 mg/kg - v.0.). Ap6s 60 minutos, foram induzidas as lesbes ulcerativas pela
administragdo (v.0.) de etanol absoluto (4 mL/kg) e ap6s mais 60 minutos, os animais foram

eutanasiados, 0s estdbmagos retirados, abertos e fotografados para a determinacédo da ALU.

4.2.3.2.4 Determinacdo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica (RAFATULLAH

et al., 1990) com modificagdes

Apos jejum de 24 h, ratos Wistar (n = 10), foram distribuidos em trés grupos e tratados
(v.0.) com solucgéo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), carbenoxolona (200 mg/kg -
controle positivo) ou a dose mais efetiva do (-)-carveol (100 mg/kg). Apos 1 hora, os animais
foram anestesiados (quetamina 5% e xilazina 2% - i.m.) e submetidos a um procedimento
cirargico abaixo da apofise xifoide para realizacdo da ligadura do piloro. Decorrido 4 horas, 0s
animais foram eutanasiados, o estbmago pincado e retirado, lavado em agua gelada e aberto ao

longo da grande curvatura. A porcdo glandular do estémago foi separada, pesada e imersa, por
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duas horas, em 10 mL de solugéo tampéo de alcian blue (0,1%), corante que atua complexando-
se a0 muco. O excesso de alcian blue foi removido pelas lavagens do estdmago (2 x) com 7 mL
de solucéo sacarose (0,25 mol/L), sendo a primeira lavagem por 15 minutos e a segunda por 45
minutos. O corante complexado ao muco aderido a parede do estdmago foi extraido com 10 mL
de cloreto de magnésio (0,5 mol/L), agitando-se intermitentemente por 1 minuto, a cada 30 min,
durante 2 horas com auxilio de um vértex. Em seguida, os fragmentos de tecidos foram retirados
e as solucdes emulsificadas foram armazenadas em refrigerador por aproximadamente 18 horas.
No dia seguinte, as amostras foram resuspensas durante um minuto, retirada uma aliquota de 4
mL da solucéo, adicionado a mais 4 mL de éter etilico (P.A.) e agitado por 2 minutos em vortex.
A emulsdo obtida foi centrifugada por 10 min a 3.600 rpm e o sobrenadante foi descartado
juntamente com o anel de muco. Aliquotas de 200 puL do branco, solucdo padrdo e dos grupos
testes foi transferida para placas de 96 pocos e as absorbancias foram lidas em espectrofotémetro
a 590 nm (modelo MULTISCA, MARCA LABSYSTEMS®). A determinacdo da concentragao
de alcian blue das amostras foi feita por interpolacdo em uma curva padrdo com varias
concentrac@es conhecidas de alcian blue. Os resultados foram expressos em pg de alcian blue/g

de tecido.

4.2.3.2.5 Avaliacdo da participacdo das prostaglandinas na gastroprotecdo (RODRIGUES et
al., 2010)

Ratos Wistar (n = 7) foram submetidos a um jejum de 24 horas e divididos em 6 grupos
tratados (v.0.) com solucéo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), misoprostol (50 pg/kg,
analogo das prostaglandinas) e a melhor dose do (-)-carveol (100 mg/kg). Uma hora antes dessa
administracdo, 3 grupos de animais foram pré-tratados com indometacina (30
mg/kg, inibidor inespecifico da ciclo-oxigenase) e os outros 3 grupos receberam o veiculo
(solucdo salina 0,9%). Apbs 1 hora do tratamento, todos os animais receberam (v.0.) etanol
absoluto (agente lesivo). Decorrido mais 1 h, os animais foram eutanasiados, 0s estdmagos

retirados, abertos e fotografados para a determinacéo da ALU.

4.2.3.3 Atividade antioxidante
4.2.3.3.1 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) (FAURE; LAFOND, 1995)

Os niveis de GSH foram determinados por meio da reagdo com o acido 5,5°-ditiobis-2-
nitrobenzoico (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 arrefecida com gelo. A suspenséo
resultante foi homogeneizada durante 2 minutos por meio de um homogeneizador (Politron). A

partir deste homogenato, foram retirados 400 pL e adicionou-se 320 pL de agua destilada e 80
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uL de &cido tricloroacético 50%, sendo centrifugado a 3.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Em
seguida, foram pipetados 100 uL do sobrenadante resultante em microplaca de 96 pocos e
adicionados 200 pL de Tris e 25 pL de DTNB. Esta microplaca foi encubada a temperatura
ambiente e apds 15 minutos foi realizada a leitura em espectofotdmetro (Polaris) no comprimento
de onda de 412 nm. A curva de calibracéo foi feita com L-glutationa reduzida. Os valores de GSH
das amostras foram calculados pela interpolacdo dos valores com a curva padréo e expressos em

mg de NPHS (grupos de tiois ndo protéicos)/g tecido.

4.2.3.3.2 Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) (ESTERBAUER; CHEESEMAN,
1990) - adaptado

A determinacdo do MDA foi realizada por meio de um método de deteccdo colorimétrica
por espectroscopia UV/VIS. As amostras foram suspensas em tampao Trizma® (Tris HCI) 1:5
(p/v) e picotadas com tesoura durante 15 segundos sobre uma placa arrefecida com gelo. A
suspensdo resultante foi homogeneizada durante 2 minutos por meio de um homogeneizador
(Politron) e foi centrifugada a 11.000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Logo ap6s foram transferidos
300 pL dos sobrenadantes para tubos eppendorfes e adicionado 750 pLL do composto cromogénico
(10,3 mM de 1-metil-2-fenilindol) e 225 pL de acido cloridrico (37%) sendo incubados a
temperatura de 45 °C em banho maria por 40 minutos e novamente centrifugados a 11.000 rpm a
4 °C por 5 minutos. Em seguida, foram transferidos 300 uL. do sobrenadante para uma microplaca
de 96 pocos e determinada a absorbancia por meio da colorimetria (586 nm), utilizando um leitor
de placa (espectrofotometro - Polaris). Os dados foram interpolados com a curva padrdo. Ao
considerar que a cada 300 pL do sobrenadante tem-se 0,06 g de tecido, foi necessario realizar um
ajuste na concentracdo (dividindo por 0,06) para expressar os resultados como nmol de MDA/g de

tecido.

4.2.3.3.3 Determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPO) (KRAWISZ et al., 1984)

Os fragmentos de tecido foram homogeneizados no tampdo de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) que tem funcdo de detergente, lisando os grénulos dos
neutréfilos que contém a enzima mieloperoxidase. Apds a homogeinizacdo, o material foi
submetido a acdo de um sonicador por 5 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a um duplo
processo de congelamento e descongelamento para facilitar o rompimento das estruturas celulares
e consequentemente a liberagdo da enzima. O homogenato foi centrifugado a 5.000 rpm a 4 °C por
20 minutos e concegaldos por 24 horas. No dia seguinte, foram coletados 7 pL do sobrenadante,

ao qual adicionou-se 200 uL da solucédo de leitura (cloridrato de o-dianisidina, tampdo fosfato de
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potéssio e H-02 1%). A leitura foi realizada utilizando espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 450 nm, nos tempos 0 e 1 minuto. Os resultados foram expressos como unidades de

mieloperoxidase por grama de tecido.

4.2.3.3.4 Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD) (SUN; OBERLEY; LI,
1988).

A quantidade da enzima SOD foi medida por meio da capacidade de inibir a reducéo
fotoquimica do azul de nitro-tetrazélio (NBT). Nesse método experimental, a riboflavina reduzida
fotoquimicamente gera 0 O% que reduz o NBT e produz o formazan que absorve no comprimento
de onda de 546-630 nm. Na presenca da SOD a reducdo do NBT ¢ inibida. Os resultados foram
expressos em unidades da enzima por grama de proteina, que é a quantidade de SOD necessaria
para inibir a taxa de redugdo do NBT em 50%. Para isso, as amostras de tecido foram
homegeinizadas em tampao fosfato (0,4 M, pH 7,0) e centrifugadas durante 15 minutos a 10.000
rpm em 4 °C. O sobrenadante foi retirado e utilizado no ensaio. As placas contendo o meio de
reacdo (tampéo fosfato 10 mM), L-metionina (1,79 mg/mL, pH 7,8), riboflavina (0,2 mg/mL, pH
7,8), NBT (1,5 mg/mL, pH 7,8) e 10 uL do sobrenadante da amostra foram expostos a lampada
fluorescente (15 W) durante 10 minutos. ApoGs esse periodo, levou-se o material ao

espectofotdmetro 630 nm.

4.2.3.4 Mecanismos imunomoduladores
4.2.3.4.1 Determinacao das interleucinas (KENDALL et al., 1983)

Os niveis de interleucinas foram determinados por meio do ensaio imunoenzimatico de
ELISA (tipo sanduiche). Os anticorpos de captura de cada interleucina foram sensibilizados em
microplaca de 96 pogos (fundo chato). Apds 18 h, a placa foi lavada com solugdo de tween 20
0,05% (tampéo de lavagem), 3 vezes, bloqueada com uma solucdo de albumina sérica bovina 1%
e lavada novamente por mais 3 vezes com o tampdo de lavagem. Logo ap6s, um macerado do
tecido foi preparado em tampdo fosfato salino (PBS) na propor¢do 100 mg de tecido para 600 pL
de PBS, homogeneizado e centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos a 4° C. Os sobrenadantes (100
uL) foram pipetados em placa de 96 pocos, realizada a curva padréo, incubada por 2 h e lavada
com tampdo de lavagem por 3 vezes. O anticorpo secundario biotinilado (100 pL) foi adicionado
em cada poco, seguido de incubacdo por 2 horas e 3 lavagens. A placa foi incubada com
estreptavidina durante 20 minutos, lavada 3 vezes, adicionado o substrato para revelagdo (Kit
DuoSet© — R & D Systems Catalog — DY999) e incubada por 20 minutos. Decorrido esse tempo,

a reacédo foi interrompida adicionando 50 pL da solugdo de parada e a leitura foi realizada em
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espectrofotdmetro a 450 nm. Os resultados foram obtidos pela interpolacdo com a curva padrdo e

expressos em pg de interleucina/mL.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média (d.p.). Para analise
dos dados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda foi realizado o teste “t” de Student ndo pareado
para comparacao de 2 grupos. Para os demais protocolos experimentais foi utilizada a analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelos pos testes de Dunnett e Tukey para multiplas
comparag@es. O nivel de significancia minimo foi p < 0,05. Os dados foram digitados em planilha
eletronica Excel (Microsoft Office 2010®) e posteriormente exportados para 0 programa
GraphPad Prism versdo 5.0 (San Diego, CA, EUA), onde foram analisados.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio toxicoldgico ndo-clinico oral agudo

Inicialmente o (-)-carveol foi administrado por via oral na dose de 300 mg/kg e néo foi
verificada morte de animais. Esse resultado se reproduziu ao repetirmos esse tratamento em um
outro grupo. Dando continuidade, um novo grupo de animais foi submetido a administracéo por
via oral de 2.000 mg/kg do (-)-carveol e ndo houve morte de animais. Essa dose foi repetida em
um novo grupo e mais uma vez ndo foi constatada morte durante os 14 dias de experimento. Com
isso, pode-se estimar a DLsg do (-)-carveol em 2 2.500 mg/kg conforme o guia n® 423 da OECD,
sendo classificada na categoria 5 do Sistema de Classificagdo Harmonizada Global (GHS). Essas
etapas estdo ilustradas na Figura 23.

Figura 23 — Esquema da estimativa da DLso do (-)-carveol

Inicio
300 mg/kg — 2.000 mg/kg
3 animais 3 animais
300 mg/kg 2.000 mg/kg
3 animais 3 animais

DLso= 2.500 mg/kg ou
superior (categoria 5 GHS)

Os animais submetidos a administracdo do (-)-carveol (300 ou 2.000 mg/kg v.0.) ndo
apresentaram alteracdes comportamentais em compara¢do ao Seu respectivo grupo controle
negativo (veiculo - solucao de tween 80 5%).

Em relacdo a evolugdo ponderal, indice dos 6rgdos, consumo de agua e ragao, também néo
foram constatadas alterac@es significativas nos animais que receberam o (-)-carveol (300 e 2.000

mg/kg) em comparacdo ao controle negativo (tween 80 5%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeito da administragdo oral do (-)-carveol na evolugdo ponderal, indice de 6rgaos,

consumo de agua e racdo de camundongos machos, durante 14 dias

Parédmentros Tratamentos
x o (-)-Carveol (-)-Carveol
Evolucéo ponderal (g) Tween 80 5% 300 mg/kg 2,000 mg/kg
Inicial 26,3+1,7 27,7+14 26,8+1,9
Final 308+1,1 320+14 31,8+28
Indice de 6rgéos
Figado 55,0+ 3,2 56,1+2,2 56,8+ 2,5
Coragéo 51+10 5410 52%0,8
Rins 152+2,0 143+18 145+2,1
Baco 47+0,9 49+13 55+17
Consumo de 4gua (mL)
253120 265+14 26,1+2,7
Consumo de racgao (g)
229+19 23,1+19 23,1+24

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

5.2 Avaliacdo da atividade gastroprotetora do (-)-Carveol

5.2.1 Ulceras géstricas induzidas por etanol

O etanol produziu lesbes géastricas significativas (235,7 £ 9,9 mm?) na mucosa dos animais
do grupo controle negativo (tween 80 5%). Os animais tratados previamente (v.0.) com a
carbenoxolona (100 mg/kg — controle positivo), substancia citoprotetora de referéncia,
apresentaram reducéo significativa (p<0,001) da area lesionada (30,0 £ 6,0 mm2) em comparagéo
ao controle negativo, com um percentual de inibicdo da lesdo ulcerativa de 87%. De forma
semelhante, o (-)-carveol em todas as doses avaliadas (25, 50, 100 ou 200 mg/kg v.0.), apresentou
reducdo significativa (p<0,001) da ALU quando comparado ao grupo controle negativo, com um
percentual de inibicao da lesdo ulcerativa de 46% (126,9 £ 15,3 mm2), 70% (69,9 £ 9,5 mm?2), 91%
(20,2 £ 4,7 mm?) e 93% (16,4 £ 4,5 mm?) respectivamente.

Esses resultados estdo expressos no Grafico 1 e ilustrados na Figura 24, em que pode-se
observar que o pré-tratamento com o (-)-carveol reduziu a distribuicdo e intensidade das lesdes
ulcerativas em comparagédo ao controle negativo.

Embora o (-)-carveol tenha apresentado efeito gastroprotetor significativo em todas as
doses testadas, a dose de 100 mg/kg foi selecionada como a mais efetiva, ja que ndo diferiu
estatisticamente da dose de 200 mg/kg, mas diferiu das demais doses quando avaliadas pelo teste

de Tukey de multiplas comparacoes.
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Gréfico 1 - Efeito da administracéo oral da carbenoxolona e (-)-carveol em Ulceras géstricas

induzidas pelo etanol em ratos

300 T

E=l Tween 80 5%
=] carbenoxolona 100 mg/kg
o 200 1 = (-)-carveol 25 mg/kg
S
£ 46% E= (-)-Carveol 50 mg/kg
S 51
- . p>0,05 X (-)-Carveol 100 mg/kg
< 1004 70%
|_| = (-)-Carveol 200 mg/kg
87% .
! 91% 93%
Id‘_l !
|
0= T T

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média = d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p<0,001,
comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). As barras acima das doses de 100 e 200 mg/kg indicam a
existéncia ou ndo de diferencas estatisticas no teste de Tukey. ALU= Area de Lesdo Ulcerativa.

Figura 24 - Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de ratos pré-tratados (v.0.) com tween 80
5% (A); carbenoxolona 100 mg/kg (B); (-)-carveol 25 mg/kg (C), 50 mg/kg (D), 100 mg/kg (E) e
200 mg/kg (F) no modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol
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5.2.2 Efeito do (-)-carveol sobre as alteracfes histopatologicas em ratos com lesdo gastrica
induzida por etanol

Os fragmentos de estbmagos corados em hematoxilina e eosina (HE) pertencentes aos
grupos normal, controle positivo (carbenoxolona) e (-)-carveol (Figura 25 A, C e D), apresentaram
mucosa (M) integra, caracterizada pela presenca de células parietais e principais sem alteracdes
citoestruturais compativeis com tecido saudavel, o que se estendeu também para a submucosa
(SM) e muscular externa (ME). Diferente do grupo controle negativo (tween 80 5%) (Figura 25
B), o qual apresenta mucosa com células parietais mortas em aspecto "solto” dos demais
componentes glandulares as quais estdo envoltas por hemorragia (*), lesdo essa que se estende até
a submucosa.

Quando avaliado a presenca de mastocitos, observa-se que nos grupos normal, controle
positivo e (-)-carveol (Figura 25 E, G, H) essas células encontram-se distribuidas discretamente
em regides proximas a vasos sanguineos (setas negras), diferente do que ocorre nos animais do
controle negativo (Figura 25 F), onde essas celulas sdo numerosas e distribuidas ao longo de toda
submucosa gque encontra-se edemaciada.

Ao analisar a matriz extracelular, observou-se que essas proteinas apresentam-se escassas
na regido da mucosa nos grupos normal, controle positivo e (-)-carveol (Figura 25 I, K e L),
diferente do que ocorre no grupo controle negativo (Figura 25 J), que apresenta um aumento
moderado dessas proteinas (o) quando comparado aos demais grupos.

Por fim, a presenga das mucinas de carater basico tambem foram analisadas e sua marcacao
ocorre por meio da deteccdo da cor bonina na superficie das glandulas gastricas (cabeca de seta),
onde foi observado que nos grupos normal, controle positivo e (-)-carveol (Figura 25 M, O, P)
essas proteinas encontram-se distribuidas regularmente na superficie das glandulas géastricas
conferindo, em alguns casos, 0 aspecto de acino nessas regifes. J& no grupo controle negativo

(Figura 25 N) observou-se uma distribuicéo irregular e mais discreta dessas proteinas.
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Figura 25 — Efeitos microscépicos da mucosa gastrica de ratos submetidos a lesdes gastricas

induzidas por etanol e pré-tratados ou ndo com (-)-carveol

Fotomicrografias representativas do estbmago dos animais dos grupos experimentais: Normal (A, E, I, M),
controle negativo (B, F, J, N), controle positivo (C, G, K, O) e (-)-carveol 100 mg/kg (D, H, L, P). Coloracéo
HE (A, B, C, D), azul de toluidina (E, F, G, H), tricomio de Masson (1, J, K, L) e PAS (M, N, O, P). Camada
mucosa (M), camada submucosa (SM), muscular externa (ME), hemorragia (*), mastdcitos (setas negras),
matriz extracelular (=) e mucinas (cabeca de seta).

5.2.2.1 Efeito do (-)-carveol sobre o nUmero de mastdcitos, matriz extracelular e mucinas na

mucosa gastrica de ratos submetidos as lesdes gastricas induzida por etanol

O grupo controle negativo (tween 80 5%) apresentou um aumento significativo no nimero
de mastocitos na mucosa géstrica para 8,9 £ 3,4 em relagdo ao grupo normal (2,3 + 0,6). Em
contrapartida, a carbenoxolona (100 mg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg) exibiram uma reducdo no
numero de mastdcitos para 2,6 £ 0,9 e 3,3 £ 1,0, respectivamente, em comparacdo ao controle
negativo (Gréfico 2 A).

Em relagdo as proteinas de matriz extracelular, foi observado que no grupo controle
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negativo (tween 80 5%) houve um aumento significativo dessas proteinas para 58,9 + 7,4 um2
guando comparado ao grupo normal (31,2 + 3,2 um2). No entanto, a quantidade dessas proteinas
foi reduzida de forma significativa com a administragdo prévia da carbenoxolona (100 mg/kg)
(31,7 £ 2,3 um2) e do (-)-carveol (100 mg/kg) (31,7 £ 5,5 pm2) em comparagdo ao controle
negativo (Grafico 2 B).

Na avaliacdo das mucinas de carater basico na mucosa géstrica, observou-se uma reducao
significativa no grupo controle negativo (tween 80 5%) para 32,4 = 6,4 um2 em relacdo ao grupo
normal (87,2 + 8,9 um2). Entretanto, a carbenoxolona (100 mg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg)
aumentaram significativamente as mucinas na regido da mucosa gastrica para 79,1 + 7,0 uym2 e

79,2 + 4,6 um2, respectivamente, quando comparado ao controle negativo (Gréafico 2 C).

Grafico 2 — Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol sobre o nimero de
mastocitos (A), matriz extracelular (B) e mucinas (C) na mucosa gastrica de ratos submetidos ao

modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol

A 10- it
= Normal
b4 8 B Tween 80 5%
:§ [ Carbenoxolona 100 mg'kg
S 64
a 3 (-)-Carveol 100 mg'kg
E 4 Bk
4’ . — 80+
B _ —_ [ Normal
c 24
6 i 1 Tween 80 5%
0 Carbenoxolona 100 mg/kg
'E Z/hE
Etanol = 40 3 (-)-Carveol 100 mgkg
c E R * % %
-
@
20
B
1004
— J Normal 0 T T T
804 — — B3 Tween 80 5% Etanol
ol 3 Carbenoxolona 100 mg/kg
60
_E- [ (-)-Carveol 100 mg/kg
_E 40 fear]
N .
0 T T T

Etanol

Os valores representam a média + D.P. Para andlise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo

pos teste de Tukey, onde ***p<0,001 vs. controle negativo; ###p<0,001 vs. normal.

5.2.3 Ulceras gastricas induzidas pelo estresse (imobilizacéo e frio)

No modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por estresse, a ranitidina (50 mg/kg) e
0 (-)-carveol (25, 50, 100 e 200 mg/kg) administrados oralmente reduziram significativamente
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(p<0,001) o ILU em 52% (94,0 £ 9,5), 18% (159,7 £ 6,1), 43% (117,7 +7,0), 61% (76,7 £ 10,7)
e 62% (76,0 = 12,4), respectivamente, quando comparado ao controle negativo (tween 80 5%)

(195,7 £ 10,6). Esses resultados sdo melhor expressos no Grafico 3.

Gréfico 3 - Efeito da administracdo oral da ranitidina e (-)-carveol em Ulceras gastricas induzidas

pelo estresse (imobilizacdo e frio) em camundongos

2501

Bl Tween 805%
200 A = Ranitidina 50 mg/kg
18%
e p>0,05 = (-)-Carveol 25 mg/kg
150
=) 520 43% I_I B (-)-Carveol 50 mg/kg
-
= 61% 62%
100 - - 0 KD (-)-Carveol 100 mg/kg
+
=l (-)-Carveol 200 mg/kg
501
N
0- T T T T

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. **p<0,01 e
***p<0,001, comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). As barras acima das doses de 100 e 200
mg/kg indicam a existéncia ou ndo de diferencas estatisticas no teste de Tukey. ILU= Indice de Lesdo Ulcerativa.

5.2.4 Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatorio nao esteroidal (Piroxicam)

A ranitidina (50 mg/kg) e o (-)-carveol (25, 50, 100 e 200 mg/kg) apresentaram reducao
significativa (p<0,001) do ILU em 52% (56,8 £ 7,3), 14% (101,4 = 5,9), 30% (83,0 % 4,3), 59%
(48,6 £ 2,9) e 60% (47,2 £ 3,2), respectivamente, em comparacdo ao grupo controle negativo

(tween 80 5%) (118,6 + 5,2). Esses resultados sdo melhor visualizados no Gréfico 4.
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Gréfico 4 - Efeito da administragcdo oral da ranitidina e (-)-carveol em Ulceras gastricas induzidas

por anti-inflamatoério ndo esteroidal (Piroxicam) em camundongos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. **p<0,01 e
***p<0,001, comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). As barras acima das doses de 100 e 200
mg/kg indicam a existéncia ou ndo de diferencas estatisticas no teste de Tukey. ILU= Indice de Lesdo Ulcerativa.

5.2.5 Ulceras gastricas induzidas por contens&o do suco gastrico (ligadura do piloro)

De acordo com os dados obtidos nesse modelo foi possivel verificar que a ranitidina (50
mg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg) administrados oralmente reduziram o ILU em 55% e 60%,
respectivamente, em comparacdo ao grupo controle negativo (tween 80 5%). Quando
administrados intraduodenalmente, a ranitidina e o (-)-carveol reduziram o ILU em 47% e 61%,
respectivamente, em comparagdo ao grupo tween 80 5%. Esses resultados estdo expressos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito da administracdo oral e intraduodenal da ranitidina e (-)-carveol em Ulceras
gastricas induzidas por ligadura do piloro em ratos

Tratamento Via de Dose ILU Inibico (%)
administracdo  (mg/kg)

Tween 80 5% Oral - 366,6 + 20,0 }
Ranitidina Oral 50 162,7 + 241 55
(-)-Carveol Oral 100 143,8 +14,8™ 60

Tween 805%  Intraduodenal - 340,2 + 16,9 )
Ranitidina Intraduodenal 50 179.1 + 25 3### 47
(-)-Carveol Intraduodenal 100 1324 + 15,6### 61

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparado
ao grupo tween 80 5% via oral e ###1<0,001 comparado ao grupo tween 80 5% via intraduodenal, (n= 8-10).
ILU= Indice de Les&o Ulcerativa.
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5.3 Elucidagéo dos mecanismos de a¢ao envolvidos no efeito gastroprotetor do (-)-Carveol

5.3.1 Mecanismo antissecretério ou neutralizante

5.3.1.1 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico apds ligadura do piloro

A partir do modelo de ligadura do piloro foram determinados os parametros bioquimicos
do contetido estomacal de ratos: pH, [H*] e volume do suco gastrico ap6s administracdo de tween
80 5%, ranitidina (50 mg/kg) e (-)-carveol (100 mg/kg) pelas vias oral e intraduodenal.

Com os resultados obtidos nesse protocolo em ambas as vias de administracdo (v.o. e i.d.),
foi possivel observar que o (-)-carveol ndo alterou o pH ou a [H*] quando comparado ao grupo
controle negativo (tween 80 5%), entretando, diminuiu o volume do suco gastrico. Os animais pré-
tratados com o padréo ranitidina (50 mg/kg) independente da via, apresentaram aumento de pH,
diminuicdo da [H*] e do volume gastrico quando comparado com os respectivos controles. Os

resultados estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da administracéo oral e intraduodenal da ranitidina e (-)-carveol nos parametros do

conteddo gastrico ap6s ligadura do piloro em ratos

Tratamento Via de Dose pH [H*] Volume
administracdo (mg/kg) (mEg/mL/4) (mL)
Tween 80 5% Oral - 3,44 +£0,29 8,42 +0,94 1,53+0,10
Ranitidina Oral 50 7,09 £0,43™  2,23+0,93" 1,10 £ 0,07
(-)-Carveol Oral 100 3,21+£0,36 7,28 £0,89 1,17 £0,04™
Tween 80 5% Intraduodenal - 2,83+0,28 7,62 £0,86 1,33+0,04
Ranitidina Intraduodenal 50 5,30 £ 0,38 359 + 0,53 0,74 + 0,05%#
(-)-Carveol Intraduodenal 100 3,07 £0,22 7,70 £ 0,63 1,00 + 0,02%#

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett: **p<0,01 e ***p<0,001
comparado com o grupo tween 80 5% via oral e ### p<0,001 comparado com o grupo tween 80 5% via intraduodenal
(n=8-10).

5.3.2 Mecanismos citoprotetores

5.3.2.1 Avaliagdo da participagdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) na atividade

gastroprotetora do (-)-Carveol

Os grupos previamente tratados com o padrdo carbenoxolona (100 mg/kg) e o (-)-carveol

(100 mg/kg) apresentaram uma reducdo significativa (p<0,001) da ALU em 90% (17,2 £ 4,6 mm?)
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e 97% (6,8 + 2,3 mm?), respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo (tween
80 5%) (242,3 £ 9,7 mm?). Entretanto, quando administrado o NEM (10 mg/kg), um inibidor dos
grupamentos sulfidrilas, houve uma exacerbagdo da ALU (299,7 + 11,5 mm?) com reducdo do
efeito gastroprotetor da carbenoxolona (100 mg/kg) e do (-)-carveol (100 mg/kg) para 49% (152,5
+ 25,1 mm?) e 15% (254,7 = 18,2 mm?), respectivamente, em comparagao aos grupos em que néo
foram administrados o bloqueador. Os resultados estdo expressos no Grafico 5 e ilustrados na

Figura 26.

Gréfico 5 - Efeito da administracéo oral da carbenoxolona e (-)-carveol apds pré-tratamento com

salina e NEM (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estéo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001, comparado com
0 grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). A diferenca 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 inibicéo
foi calculada em relagéo ao respectivo controle negativo.
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Figura 26 - Estdmagos de ratos pre-tratados com solugédo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com NEM e
tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no
modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas

A
D
” E“ F”

5.3.2.2 Avaliacéo da participa¢do do 6xido nitrico (NO) na atividade gastroprotetora do (-)-

Carveol

A carbenoxolona (100 mg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg) apresentaram uma reducao
significativa (p<0,001) da ALU em 95% (11,4 £ 7,5 mm?) e 96% (9,1 + 3,0 mm?), respectivamente,
guando comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%) (263,0 = 12,5 mm?2). No entanto, a
administracdo prévia do L-NAME, um bloqueador da sintese do NO, reduziu a gastroprote¢édo
exercida pela carbenoxolona e pelo (-)-carveol para 72% (90,8 £ 8,3 mm?) e 85% (40,9 £ 7,7 mm3),
respectivamente, quando comparado aos grupos que nao receberam o bloqueador. Os resultados

estdo expressos no Grafico 6 e ilustrados na Figura 27.
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Gréfico 6 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol ap6s pré-tratamento com

salina e L-NAME (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001, comparado com
0 grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). A diferenca 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 inibicao
foi calculada em relagéo ao respectivo controle negativo.

Figura 27 - Estdmagos de ratos pre-tratados com solugédo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com L-NAME
e tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no

modelo de Ulceras induzidas por etanol para avaliagdo da participacao do 6xido nitrico
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5.3.2.3 Avaliacgdo da participacdo dos canais para ions potassio sensiveis ao ATP (Katp) na

atividade gastroprotetora do (-)-Carveol

O (-)-carveol (100 mg/kg) e o diazoxido (3 mg/kg), um agonista dos canais Katp,
reduziram significativamente (p<0,001) a area de lesdo ulcerativa induzida pelo etanol em 95%
(7,5 £ 2,6 mm2) e 84% (22,6 + 7,9 mm?), respectivamente, quando comparado ao grupo controle
negativo (tween 80 5%) (140,9 + 14,0 mm?). A glibenclamida, um antagonista dos canais Katp,
reduziu o efeito gastroprotetor do (-)-carveol e do diazéxido para 82% (37,3 = 8,9 mm2) e 74%
(53,9 £ 9,6 mm?), respectivamente, ambos comparados aos grupos ndo bloqueados. Os resultados

estdo expressos no Gréafico 7 e ilustrados na Figura 28.

Grafico 7 - Efeito da administracao oral do diazéxido e (-)-carveol apos pré-tratamento com salina

e glibenclamida (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001, comparado com
o0 grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). A diferenca estatistica entre os grupos ndo bloqueados e bloqueados estao
expressos nas barras horizontais acima de cada grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibicao

foi calculada em relacéo ao respectivo controle negativo.
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Figura 28 - Estdmagos de ratos pre-tratados com solugédo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), diazoxido 3 mg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com glibenclamida e
tratados com Tween 80 5%, diazéxido 3 mg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no modelo de
Ulceras induzidas por etanol para avaliacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis a ATP

5.3.2.4 Quantificacdo do muco aderido a mucosa géstrica apés ligadura do piloro

O muco aderido a mucosa géastrica foi quantificado indiretamente pela quantidade do alcian
blue na porcéo glandular estomacal. Nesse modelo, a carbenoxolona (200 mg/kg) e o (-)-carveol
(100 mg/kg) aumentaram o muco aderido a parede estomacal em 2621 + 230 e 2074 £ 227 pg de
alcian blue/peso da porcéo gladular (g), respectivamente, quando comparado ao grupo controle
negativo - tween 80 5% (1510 + 256 ug de alcian blue/peso da porcéo gladular). Os resultados

obtidos nesse modelo estdo expressos no Grafico 8.
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Gréfico 8 - Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol na concentra¢do de muco

aderido a mucosa gastrica apos ligadura do piloro
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001 comparado com
0 grupo controle negativo (tween 80 5%) (n= 8-10).

5.3.2.5 Avaliagao da participacéo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do (-)-Carveol

O misoprostol (50 pg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg) reduziram a ALU em 94% (6,5 + 3,2
mm2) e 90% (10,3 £ 3,5 mm?), respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo -
tween 80 5% (105,1 + 4,7 mm2). Porém, quando os animais foram submetidos ao tratamento com
a indometacina (30 mg/kg), um blogueador nédo-seletivo da ciclo-oxigenase (COX), houve uma
exacerbacdo da ALU (211,9 + 15,9 mm?) com reducdo da gastroprotecdo do misoprostol e do (-)-
carveol para 84% (32,6 + 8,0 mm?) e 78% (42,7 + 5,9 mm?), respectivamente, quando comparado

aos grupos ndo bloqueados. Os resultados estao expressos no Grafico 9 e ilustrados na Figura 29.
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Gréfico 9 - Efeito da administracdo oral de misoprostol e (-)-carveol apos pré-tratamento com

salina e indometacina em Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos

p<0,001

p<0,001

. p<0,001 |
250 1 | | 1
B Tween 80 5%
200 E=J Misoprostol 50 mcg/kg
= = (-)-Carveol 100 mg/kg
1S 1501
£ B indometacina + Tween 80 5%
o}
_ 100 - KX indometacina + Misoprostol 50 mcg/kg
< o 78%
84% su EX indometacina + (-)-Carveol 100 mg/kg
50 H#H##
94% 90% I
0- T T
Salina 0,9% (v.0.) Indometacina 30 mg/kg (v.o.)

Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett. ***p<0,001, comparado com
o0 grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). A diferenca 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 inibi¢do

foi calculada em relagdo ao respectivo controle negativo.

Figura 29 - Estdmagos de ratos pré-tratados com solucédo salina 0,9% e tratados com Tween 80
5% (A), misoprostol 50 pg/kg (B) e (-)-carveol 100 mg/kg (C) ou pré-tratados com indometacina
e tratados com Tween 80 5% (D), misoprostol 50 pg/kg (E) e (-)-carveol 100 mg/kg (F) no modelo

de Ulceras induzidas por etanol para avaliagdo da participacdo das prostaglandinas
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5.3.3 Atividade antioxidante

5.3.3.1 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Na determinacdo da atividade antioxidante do (-)-carveol foi possivel verificar que o
grupo de animais pré-tratados apenas com o veiculo (tween 80 5%) apresentaram uma reducéo dos
niveis de GSH para 53,5 £ 2,5 nmol de GSH/mg de proteinas em comparacdo ao grupo normal
(73,8 £ 2,9 nmol de GSH/mg de proteinas). Entretanto, a administracao prévia da carbenoxolona
(100 mg/kg) (74,0 £ 3,3 nmol de GSH/mg de proteinas) e do (-)-carveol (100 mg/kg) (75,6 + 2,5

nmol de GSH/mg de proteinas) manteram os niveis basais de GSH (Gréafico 10).

Grafico 10 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de GSH a

partir do modelo de Ulceras géastricas induzidas por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ™p < 0,001
comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) e *#p < 0,001 comparado ao grupo normal (n= 6).

5.3.3.2 Determinacéo dos niveis de malondialdeido (MDA)

O grupo tween 80 5% apresentou um aumento dos niveis de MDA para 93,4 + 8,7 nmol
de MDA/g de tecido em comparacdo ao grupo normal (57,6 + 5,4 nmol de MDA/g de tecido).
Entretanto, a administracao da carbenoxolona (100 mg/kg) (56,5 £ 4,6 nmol de MDA/g de tecido)
e do (-)-carveol (100 mg/kg) (52,7 = 3,9 nmol de MDA/g de tecido) manteram os niveis de MDA
as condi¢Oes basais (Grafico 11).
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Gréfico 11 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de MDA a
partir do modelo de Ulceras géastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ”
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comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) e #¥p < 0,001 comparado ao grupo normal (n= 6).

5.3.3.3 Determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Os resultados demonstraram que no grupo controle negativo (tween 80 5%) houve um

aumento nos niveis de MPO para 28,7 + 3,1 unidade de MPQO/g de tecido quando comparado ao

grupo normal (12,9 £ 2,7 unidade de MPO/g de tecido). No entanto, os grupos tratados com a

carbenoxolona (100 mg/kg) e o (-)-carveol (100 mg/kg) reduziram significativamente os niveis de

MPO para 16,4 + 3,2 e 19,7 + 2,7 unidade de MPO/g de tecido, respectivamente, em relacdo ao

grupo controle negativo (Grafico 12).

Gréfico 12 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de MPO a
partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. “p < 0,001
comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) e ##p < 0,001 comparado ao grupo normal (n= 6).
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5.3.3.4 Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

Os animais do grupo controle negativo (tween 80 5%) demonstraram uma reducéo
significativa na atividade da enzima SOD para 1,72 + 0,55 U de SOD/mg de proteina em
comparacao ao grupo normal (6,12 + 0,49 U de SOD/mg de proteina). Entretanto, a atividade da
SOD foi aumentada significativamente (p<0,001) com a administracdo prévia da carbenoxolona
(100 mg/kg) e do (-)-carveol (100 mg/kg) para 4,52 £ 0,65 e 4,72 + 0,41 U de SOD/mg de proteina,

respectivamente, quando comparado ao controle (tween 80 5%) (Gréafico 13).

Grafico 13 - Efeito da carbenoxolona e do (-)-carveol sobre a atividade da enzima superoxido
dismutase a partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Tratamentos

Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. “p < 0,001
comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) e *#p < 0,001 comparado ao grupo normal (n= 6).

5.3.4 Investigacdo da atividade imunorregulatoria
5.3.4.1 Quantificacdo das interleucinas IL-1p, TNF-a e 1L-10 teciduais

No grupo controle negativo (tween 80 5%) houve aumento nos niveis da interleucina pro-
inflamatoria IL-1p para 1538,1 + 136,7 pg/mL em comparagdo ao grupo normal (257,8 £ 42,2
pg/mL). A administracdo prévia da carbenoxolona (100 mg/kg) e do (-)-carveol (100 mg/kg)
reduziu (p<0,001) os niveis da IL-1p para 407,8 + 88,5 e 853,0 + 52,9 pg/mL, respectivamente,
quando comparado ao grupo tween 80 5% (Gréfico 14 A).

Resultado semelhante foi encontrado para 0 TNF-a, no qual, o grupo controle negativo
(tween 80 5%) apresentou aumento significativo (5142,1 £ 347,3 pg/mL) dos niveis de TNF-a
quando comparado ao grupo normal (1230,2 £+ 164,7 pg/mL). Os tratamentos com a carbenoxolona
e 0 (-)-carveol reduziram (p<0,001) os niveis de TNF-o para 2074,1 + 283,0 e 1860,1 + 253,0

pg/mL respectivamente, quando comparado ao grupo tratado apenas com o tween 80 5% (Gréafico
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14 B).

Em relacdo aos niveis de IL-10, foi observada uma reducéo significativa no grupo controle
negativo (tween 80 5%) (79,2 + 16,7 pg/mL) em comparacdo ao grupo normal (337,7 + 36,4
pg/mL). O tratamento com a carbenoxolona promoveu aumento significativo (176,3 + 22,6 pg/mL)

nos niveis de IL-10 em comparacdo com o grupo tratado apenas com tween 80 5%. Ja a

administragdo do (-)-carveol mantém os niveis basais de modulacdo da IL-10 (361,9 £ 25,4 pg/mL)

(Grafico 14 C).

Grafico 14 - Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e (-)-carveol nos niveis de IL-1B (A),

TNF-a (B) ¢ IL-10 (C) a partir do modelo de Glceras géastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ™“p < 0,001
comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) e #¥p < 0,001 comparado ao grupo normal (n= 6).
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6 DISCUSSAO

O delineamento experimental de um novo medicamento envolve ensaios ndo-clinicos in
vitro e in vivo (com células ou animais) e os estudos clinicos (fase I, Il, 1ll e 1V) realizados em
seres humanos. Todas essas etapas de desenvolvimento tém por objetivo estabelecer sua
seguranca, eficicia e qualidade (KHAN et al., 2018; HULLEY, et al., 2019).

Dentre os ensaios ndo-clinicos tém-se os testes de toxicidade (agudos, sub-crénicos e
crbnicos) que tem como objetivo garantir ou certificar o uso clinico de uma nova substancia que
possui grande potencial farmacoldgico (VENKATESAN; RAMANATHAN, 2017).

Uma das formas de proceder & avaliagcdo toxicologica ndo-clinica é por meio da
administracdo de concentraces ou doses conhecidas da substancia teste em células ou animais,
podendo ser avaliado o efeito em doses agudas, administracdes repetidas, efeitos citotdxicos,
genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos dependendo do tempo e protocolo de exposicdo
(ANVISA, 2013).

Os ensaios de toxicidade aguda em animais auxiliam na identificacdo de efeitos indesejados
imediatamente ou em um curto intervalo de tempo apds administracdo Unica ou multipla da
substancia no periodo de 24 horas por uma via especifica. O efeito indesejado compreende
qualquer efeito que leve a alteragdes comportamentais, nutricionais (reducdo na ingesta da dgua e
da racdo), nos 6rgdos e/ou bioguimicas. Os sinais de toxicidade sisttmica também envolvem
reducdo de massa corporal, apatia e ma condi¢do da pelagem, como presenca de piloerecédo
(SASIDHARAN et al., 2012).

Outro parametro de toxicidade também avaliado nos ensaios nao-clinicos com animais é a
estimativa da dose letal 50% (DLso), que é a quantidade da substancia capaz de causar a morte de
50% dos animais em experimentacdo, durante um periodo especificado (HAYES, 2014;
ADAMSON, 2016).

Neste trabalho foi averiguada com ineditismo a toxicidade oral aguda em camundongos e
o efeito gastroprotetor do (-)-carveol em animais e seus mecanismos subjacentes.

Primeiramente, foi realizado o ensaio de toxicidade ndo-clinica oral aguda e a avaliacdo de
alteragbes comportamentais para prever possiveis efeitos colaterais e/ou adversos e estabelecer
doses seguras a serem utilizadas nos testes farmacolégicos in vivo.

A avaliacdo dos sinais de toxicidade foi realizada segundo 0 “Guia para a condugdo de
estudos nédo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento
de medicamentos”, elaborado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2013).
Esse guia tem como objetivo racionalizar estudos ndo clinicos, evitando duplicidades e utilizagéo

desnecesséria de animais. O guia preconiza a execucdo de métodos alternativos, envolvendo
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menos animais para estimar a DLso, sem comprometer a obtencdo e a confiabilidade de
informacdes referentes a seguranca da substancia a ser testada.

Nessa perspectiva, a OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development)
desenvolveu protocolos validados e reprodutiveis que tem respaldo em toda comunidade cientifica
em relacdo aos ensaios necessarios para avaliagdo da toxicidade aguda das substancias quimicas.
O guia da OECD n° 423 (2001) representa um método alternativo para os ensaios de toxicidade
aguda convencionais.

O guian®423 da OECD, preconiza a realizacdo do ensaio em etapas sequenciais, utilizando
trés animais por etapa, todos do mesmo sexo e sdo preestabelecidas cinco diferentes doses (5, 50,
300, 2.000 mg/kg ou 5.000 mg/kg, se necessario). Quando ndo houver nenhuma informacéo sobre
a toxicidade da substancia teste, recomenda-se iniciar os ensaios com 300 mg/kg. Mas se as
informacdes apontam que a mortalidade é improvavel utilizando a dose maior inicial, pode-se
iniciar com 2.000 mg/kg. Com a administragao da primeira dose da substancia teste, a presenca ou
auséncia de mortalidade dos animais ird determinar a proxima etapa do ensaio, que pode variar
desde ndo se administrar mais nenhuma dose, repetir a mesma dose ou administrar a préxima dose
(maior ou menor) a mais um grupo com trés animais. A propor¢do de mortalidade identificada nas
etapas sequenciais é utilizada para estimar uma D Ls.

Esse guia trouxe grandes mudancas quanto a conducao dos ensaios, visto que 0s protocolos
anteriores a essa padronizagdo utilizavam, geralmente, nimeros grandes de animais (100
animais/grupo) sem um limite de dose maxima. A partir desse guia, a DLso aproximada para o (-
)-carveol é estimada como sendo igual ou superior a 2.500 mg/kg, o que a faz se enquadrar na
categoria 5 do Sistema de Classificagdo Harmonizada Global (GHS). Assim, pode-se afirmar que
o (-)-carveol é seguro, quando administrado nas condi¢BGes experimentais avaliadas. Segundo
Kennedy et al., (1986) uma substancia com DLsp maior que 2.000 mg/kg (via oral) pode ser
considerada de baixa toxicidade.

Dados de toxicidade oral aguda em ratos estimaram uma DLso de 3.000 mg/kg para o (-)-
carveol (BHATIA et al., 2008). Inumeros trabalhos cientificos ja demonstram a baixa toxicidade
de terpenos (BELSITO, 2008), a exemplo do limoneno que foi considerado um produto quimico
de baixa toxicidade oral com base em sua DLso € em estudos de toxicidade de doses repetidas em
ratos (KIM et al., 2013).

Para a avaliagdo comportamental foi utilizada a metodologia descrita por Almeida e
colaboradores (1999), em que sdo avaliadas as alteracGes comportamentais frente a0 SNC e SNA.
Com os dados da avaliacdo comportamental constatou-se que 0s animais submetidos ao tratamento
com o (-)-carveol em ambas as doses (300 ou 2.000 mg/kg — v.0.) ndo apresentaram alteracdes
comportamentais em comparacéo ao controle (tween 80 5%).
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As alteragcdes no peso corporal sdo sinais indicadores de efeitos adversos de drogas e
substancias quimicas, tanto 0 aumento quanto a diminuicdo do peso corporal de um animal, pode
indicar alteracdes fisioldgicas relevantes. Segundo dados da literatura, durante o experimento, 0s
animais ndo podem perder mais de 10% do peso inicial (TAN et al., 2008).

O (-)-carveol ndo induziu alteragcdes no peso corporal dos animais. Também ndo foram
verificadas altera¢Ges induzidas pelo (-)-carveol (300 ou 2000 mg/kg — v.0.) na ingesta da &gua e
da racdo, o que reforca o baixo grau de toxicidade dessa substancia.

O indice de 6rgéos é calculado levando em consideracdo a razao peso do 6rgao/peso do
animal e vem sendo utilizado como uma ferramenta preditiva de toxicidade a um determinado
Orgdo. Essa avaliacdo em indice € mais sensivel que o peso absoluto do 6rgdo. O figado, rins,
coracdo e bacgo sdo considerados 6rgdos vitais do corpo humano, que por serem extensamente
vascularizados, representam o0s alvos principais dos compostos metabolicamente toxicos
(SALEEM et al., 2016).

Os grupos tratados com (-)-carveol (300 ou 2000 mg/kg — v.0.) ndo apresentaram alteracoes
no indice de 6rgdos e nem alteragdes macroscopicas dos mesmos, sugerindo a auséncia de danos
funcionais aos 6rgéos.

Esses resultados indicam que existe uma relativa margem de seguranca para o uso do (-)-
carveol como possivel agente terapéutico, embora estudos toxicoldgicos adicionais sejam
necessarios.

Assim, considerando o valor estimado da DLs do (-)-carveol, foram selecionadas quatro
doses crescentes (25, 50, 100 ou 200 mg/kg) para seguir com os testes de atividade farmacologica.
Estudos sugerem que, em geral, se a DLso da substancia teste for inferior a 1/3 da dose minima
eficaz, a substancia é considerada um bom candidato para estudos posteriores (AULETTA, 1995;
AMELO et al., 2014).

O proximo passo foi testar o efeito gastroprotetor do (-)-carveol frente ao protocolo
experimental de Ulcera gastrica induzida com etanol. Esse protocolo de triagem é frequentemente
utilizado para investigar o efeito gastroprotetor de novas substancias e moléculas por incluir
diversos mecanismos ulcerogénicos, apresentar boa reprodutibilidade e por ser um dos principais
agentes indutores de tlcera no homem (KARAMPOUR et al., 2019).

As ulceragdes induzidas por etanol séo caracterizadas pelo extenso edema submucoso,
hemorragia, descamacdo do epitélio e infiltragdo de celulas inflamatorias, que s&o as caracteristicas
tipicas da lesdo por alcool em humanos (MOUSA et al., 2019).

O etanol é considerado um agente necrotizante de acdo direta, que penetra rapidamente na
mucosa gastrica atraveés da ruptura da integridade da barreira de muco e bicarbonato, promovendo

alteragcdes microvasculares acentuadas dentro de alguns minutos aps sua aplicacédo (AZIZ et al.,
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2019). Esses eventos sdo seguidos por reducdo de muco, deplecdo de grupamentos sulfidrilas,
hipdxia e necrose hemorragica (HWA et al., 2019).

Essa injuria tecidual promovida pelo etanol ocorre por meio de diferentes mediadores como
citocinas e radicais livres (ABDELFATTAH et al., 2019). As éspecies radicalares sao estimuladas
pelo etanol, sendo responsaveis pela peroxidacdo lipidica e danos oxidativos teciduais. Além disso,
o0 etanol induz o recrutamento de células inflamatdrias para o local da lesdo, como os leucécitos,
que estimulam as respostas inflamatdrias aumentando os niveis de citocinas como IL-1p e TNF-a
(HWA et al., 2019).

Com os resultados obtidos nesse modelo € possivel sugerir que o (-)-carveol exerce fungdo
protetora na mucosa gastrica. Esse efeito pode estar relacionado a mecanismos citoprotetores,
antissecretorios, antioxidantes e/ou imunomoduladores. Os resultados deste estudo corroboram a
outros dados existentes na literatura, em que, monoterpenos levégiros como o (-)-linalol (SILVA
etal., 2016) e o (-)-mirtenol (VIANA et al., 2016) também apresentaram atividade gastroprotetora
frente ao modelo de inducdo de Ulceras gastricas por etanol, com reducdo da area de lesdo
ulcerativa (ALU). Além disso, os monoterpenos carvacrol (OLIVEIRA et al., 2012), mentol
(ROZZA et al., 2013), geraniol (CARVALHO et al., 2014), timol (CHAUHAN; KANG, 2015),
1,8-cineol (ROCHA CALDAS et al., 2015), a-pineno (PINHEIRO et al., 2015), citral (VENZON
etal., 2018) e limoneno (SOUZA et al., 2019) tém evidenciado redugdo das lesdes gastricas quando
avaliados nesse modelo.

Estudos anteriores ja descreveram outras atividades farmacoldgicas para o (-)-carveol,
dentre estas, destaca-se a antioxidante e anti-inflamatoria (KAUR et al., 2019; MALIK et al., 2020;
MARQUES et al., 2019; RAHMAN et al., 2021), que possivelmente possui relagdo com o efeito
gastroprotetor aqui apresentado.

Com relacdo a andlise histologica, foi observado na coloracdo de hematoxilina e eosina
(HE) que os animais tratados apenas com etanol foram marcados por lesdes extensas e destruicdo
da arquitetura tecidual, associado a hemorragia grave e edema que se extende até a camada
submucosa. Entretanto, o pré-tratamento com o (-)-carveol evidenciou uma reducdo das lesGes
promovidas pelo etanol, demonstrando caracteristicas semelhantes ao grupo normal. Assim, pode-
se inferir que o (-)-carveol atua na preservacao da arquitetura tecidual da mucosa gastrica.

A lesdo géstrica induzia por etanol promove um processo inflamatério envolvendo os
mastdcitos, 0s quais, apds serem ativados por diferentes estimulos, liberam de seus granulos
citoplasmaticos diversas substancias pré-formadas como histamina, serotonina, derivados do acido
araquidonico (leucotrienos e prostaglandinas) e fator ativador de plaquetas (PAF). Os mastocitos
ativados podem ainda sintetizar novos mediadores como fator estimulador de crescimento de
coldnias de macrofagos (GM-CSF), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e uma série de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-1o, IL-1p, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IFN-y. Além disso, estas
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células sdo uma rica fonte de enzimas proteoliticas, tais como triptase e quimase que participam
do dano tecidual e propagacao da resposta inflamatéria (AL ASMARI et al., 2016).

A histamina estimula a secrecdo acida gastrica via receptor H> na mucosa do estdmago.
Dessa forma, ao ser liberada pelos mastdcitos na camada submucosa estimula uma producgao
adicional de &cido. Além disso, aumenta a permeabilidade vascular, resultando em edema,
favorecendo diretamente a migracdo de células inflamatorias para area da lesdo (AL ASMARI et
al., 2016).

Outros estudos que avaliaram o papel dos mastécitos na lesdo gastrica também revelaram
um aumento desse tipo de células causado pela administracdo do etanol. Esse aumento
provavelmente esta relacionado com a gravidade da inflamagao e da ulcera (DINIZ et al., 2015;
SAGUN et al., 2017; YANG et al., 2017). A reducdo do numero de mastdcitos no segmento
estomacal apos o tratamento com o (-)-carveol observado na coloracao de azul de toluidina (AT)
e na analise morfométrica confirma sua potencial contribuicdo em reduzir a translocacdo dos
mastocitos ativados para o local da lesdo.

Os macrofagos também estdo presentes nos sitios da lesdo auxiliando os neutréfilos na
fagocitose e secretando sinalizadores de fibroblastos os quais sao os responsaveis pela sintese do
colageno (GUIDUGLI-NETO, 1992). O colageno ¢ considerado o principal componente da matriz
extracelular e tem sido usado como um marcador bioguimico tecidual (KUMAR et al., 2006).

A administracdo intragéstrica do etanol leva ao dano epitelial e a desestabilizacdo da
homeostase vascular gastrica devido ao aumento da atividade endotelial, bem como a
desorganizacdo e deposicdo da matriz extracelular. Esses eventos conduzem ao vazamento de
sangue e infiltracdo de células inflamatérias. Essa infiltragdo de células inflamatorias da circulacéo
para os tecidos devido ao comprometimento da homeostase vascular também contribui para o
desenvolvimento da Ulcera gastrica (YAO et al., 2019).

Nesse estudo, a administracdo do etanol levou a hemorragia grave e aumento do nimero
de mastdcitos ao longo de toda a camada submucosa que encontra-se edemaciada. Para determinar
se a ocorréncia de hemorragia e edema foi devido ao desequilibrio da homeostase vascular,
procuramos avaliar a deposi¢cdo da matriz extracelular.

Com a coloracdo Tricromico de Masson a avaliacédo estrutural ¢ realizada pela observacao
dos componentes da matriz extracelular como o coladgeno. A anélise da matriz extracelular
demonstrou que no grupo controle negativo houve uma tendéncia ao aumento da deposicdo de
matriz extracelular. Esse resultado foi confirmado com a analise morfométrica. Tomariz et. al.,
(2002) demonstraram que a deposicao de colageno no local da lesdo amplia a concentracao deste
por unidade de area.

Além disso, nossos dados de coloragdo com Tricrdmio de Masson e analise morfométrica

demonstram que o tratamento com o (-)-carveol diminuiu a deposi¢do e acumulo da matriz
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extracelular em modelo animal de Glcera gastrica. Esses resultados indicam que o (-)-carveol
desempenha um papel importante na regulacdo da deposicdo da matriz extracelular e
possivelmente na regulacdo da homeostase vascular gastrica. Assim, pode-se dizer que o (-)-
carveol atua aumentando a preservacéo tecidual, corroborando os achados da coloracdo de H&E.

Ao analisar as ldaminas coradas com acido periodico de Schiff (PAS) foi possivel visualizar
secrecdo mucoide com maior intensidade no grupo de animais tratados com o (-)-carveol quando
comparado ao grupo tratado com o veiculo. Esse dado foi confirmado na analise morfométrica,
demonstrando 0 aumento na quantidade de mucinas, 0 que sugere uma agéo citoprotetora.

Diante dos resultados promissores obtidos, o proximo passo foi investigar a atividade
gastroprotetora do (-)-carveol a partir do modelo de ulcera gastrica induzida pelo estresse por
imobilizacéo e frio.

A inducéo de Ulceras pelo estresse é frequentemente utilizada na pesquisa ndo-clinica e é
relevante, principalmente, devido a reprodutibilidade dos resultados e a semelhanca
morfohistolégica com as Ulceras humanas induzidas por estresse. Modelos experimentais de
imobilizacdo envolvendo a exposicdo ao frio ou imersdo na agua, estdo bem documentados como
indutores de Ulcera em roedores (XIE et al., 2019).

A JUlcera induzida pelo estresse ocorre principalmente em individuos criticamente
enfermos, apos traumas, sepse, choque, queimaduras graves, faléncia de maltiplos 6rgdos ou
aqueles submetidos a tratamento cirdrgico prolongado. As lesdes induzidas pelo estresse podem
ser focais ou difusas, superficiais ou profundas, resultando em ulceracdo e/ou hemorragia gastrica,
que estédo associadas a morbidade e mortalidade significativas (KAKAGIA et al., 2020).

Semelhante ao etanol, o mecanismo de ulceragdo pelo estresse é complexo e multifatorial.
O estresse ativa rapidamente o sistema adrenomedular simpatico, 0 que aumenta a secrecao
gastrica, reduz os niveis das prostaglandinas enddgenas e da camada protetora de muco, aumenta
a contratilidade muscular e diminui o fluxo de sangue da mucosa, levando a hipdxia e isquemia
local, geracdo de EROs e peroxidacdo lipidica, aumento de citocinas pro-inflamatdrias,
degranulagdo de mastdcitos e ativacdo de leucdcitos, necrose epitelial e corrosdo hemorragica da
mucosa gastrica (ELSHAZLY et al., 2018).

Desses mecanismos, a microcirculacdo insuficiente na mucosa gastrica € considerada a
principal causa de redugdo dos mecanismos protetores da mucosa e de formacao da Glcera. Além
disso, as EROs como &nion superdxido (O2™"), perdxido de hidrogénio (H20.) e radical hidroxila
(OH"), aumentam no tecido isquémico e sdo mediadores de lesdes gastrintestinais induzidas por
estresse. As EROs desencadeiam peroxidacdo lipidica com subsequente perda de fluidez da
membrana, enfraquecimento de sua integridade e morte celular (LIN et al., 2020).

Nesse modelo de inducgéo, o (-)-carveol reduziu a lesdo ulcerativa, apresentando atividade

gastroprotetora possivelmente relacionado a efeitos antissecretorios, citoprotetores, antioxidantes
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e anti-inflamatorios. Dados semelhantes foram vistos nos estudos com o monoterpeno levogiro (-
)-mirtenol (VIANA et al., 2016).

Com isso, a proxima etapa desse estudo foi averiguar o efeito gastroprotetor do (-)-carveol
nas Ulceras gastricas induzidas com anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINESs), utilizando o
piroxicam como agente lesivo.

O piroxicam (30 mg/kg) apresenta grande potencial ulcerogénico, sendo amplamente
utilizado como ferramenta farmacologica nos protocolos de inducdo de ulceras em animais. O
piroxicam, assim como os outros AINEs, danifica diretamente o epitélio superficial da mucosa
(efeito local) e ainda compromete os seus mecanismos de defesa (efeito sistémico). Devido sua
estrutura &cida, exerce uma acao lesiva local por desestabilizar a camada de fosfolipidios de
membrana e lesionar a barreira do muco, favorecendo a difusdo de H™ que lesionam as células
superficias da mucosa. Sistemicamente inibe a enzima ciclo-oxigenase (COX) de forma néo
seletiva, reduzindo a sintese das prostaglandinas citoprotetoras (PGE2 e PGIly), que atuam
estimulando a producdo do muco e do bicarbonato, fluxo sanguineo e a regulacdo negativa da
secrecdo acida gastrica. Nesse modelo, também ocorre o recrutamento de neutrdéfilos, perturbacao
no plexo vascular e peroxidacao lipidica (BJARNASON et al., 2018).

O (-)-carveol reduziu as injurias gastricas induzidas por piroxicam, sugerindo que esse
monoterpeno pode atuar por um mecanismo citoprotetor. Esses resultados corroboram a alguns
relatos da literatura, em que, os monoterpenos carvacrol (OLIVEIRA et al., 2012), 1,8-cineol
(eucaliptol) (ROCHA CALDAS et al., 2015), timol (GEYIKOGLU et al., 2018; KOC et al., 2018;
RIBEIRO, DINIZ, et al., 2016) e mentol (ROZZA et al., 2013) exibiram atividade gastroprotetora
nesse modelo de inducéo.

O proximo passo foi verificar o efeito protetor do (-)-carveol frente ao modelo de contensao
do suco gastrico pelas vias oral e intraduodenal. Para isso, foi realizado o protocolo de ligadura do
piloro, um método bem estabelecido na avaliagdo das ulceragfes ap0Os obstrucdo mecanica.

Esse protocolo experimental esta associado com a hipersecrecdo &cida gastrica. Um dos
mecanismos associados é a estimulacdo vagal reflexa por meio dos receptores de presséo
localizados na mucosa antral, provocando a liberacdo do secretagogo acetilcolina. A distensdo
gastrica produzida pelo proprio acimulo de secrecédo parece influenciar na secrecdo gastrica deste
modelo, possivelmente, pelo aumento da liberacdo de gastrina, um potente estimulador das células
parietais a produzir o HCl (RAJAKRISHNAN et al., 2020).

A ligadura do piloro leva ao acimulo de HCI e pepsina, favorecendo a autodigestdo da
mucosa e ulceracdo. A patogénese da ligadura do piloro também envolve a geracdo de EROs
(RAJAKRISHNAN et al., 2020).

O (-)-carveol reduziu a lesdo ulcerativa quando administrado por via oral e intraduodenal,

sugerindo que esse fitoconstituinte exerce efeito gastroprotetor tanto por agdo local como
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sistémica. Esses resultados corroboram ao estudo conduzido com o 6leo essencial de C. cajucara
constituido de derivados fenilpropandides ou de terpendides, principalmente de monoterpenos e
sesquiterpenos, que reduziu as lesdes gastricas no modelo de contensdo do suco gastrico
(HIRUMA-LIMA; PELLIZZON, 2011; MARCELLO et al., 2016).

Determinado o efeito gastroprotetor do (-)-carveol frente a diferentes agentes lesivos que
mimetizam a Ulcera gastrica no homem, a etapa seguinte foi elucidar os mecanismos de acéo
subjacentes a esse efeito.

Inicialmente foi avaliado o efeito do (-)-carveol sobre os parametros bioquimicos da
secrecdo acida gastrica (pH, concentracdo de H* e volume do suco gastrico) utilizando o modelo
de ligadura do piloro pela via oral (efeito local) e intraduodenal (efeito sisttmico). Esse modelo
permite que a secrecdo gastrica seja acumulada no estdmago, facilitando desta forma, a anélise do
conteudo estomacal.

O (-)-carveol ndo exerceu alteragbes no pH e na concentracdo de H*, entretanto, reduziu o
volume do suco gastrico em ambas as vias de administracdo. Dessa forma, pode-se inferir que a
gastroprotecdo promovida pelo (-)-carveol estd associada a mecanismos antissecretorios locais e
sistémicos.

Assim, o (-)-carveol se configura um potencial agente anti-Ulcera por reduzir a secre¢édo
gastrica sem modular o pH e a [H'], que sdo parametros importantes para diversos processos
fisiologicos como a ativagdo de proteinas (pepsina) e absor¢ao de nutrientes essenciais (vitamina
B12).

Outros produtos naturais ja foram avaliados frente a esses parametros como Cissampelos
sympodialis que ndo modulou os parametros bioquimicos do suco gastrico (pH, volume e [H'])
(DE SALES et al., 2018), o &cido rosmarinico (polifenol) que também n&o apresentou alteragdes
no pH e na concentracdo de H* (DO NASCIMENTO et al., 2020) e o estragol (fenilpropandide)
que ndo promoveu alteracdo no pH, na concentragcdo de H* e no volume do suco gastrico por via
oral, mas reduziu o contetido gastrico por via intraduodenal (ALVES JUNIOR et al., 2020). Além
disso, os monoterpenos timol ndo alterou os pardmetros de secre¢do &cida gastrica (RIBEIRO;
DINIZ et al., 2016) e o 1,8-cineol reduziu o volume da secrecdo gastrica (ROCHA CALDAS et
al., 2015) de forma semelhante ao presente trabalho.

Ao considerar os resultados promissores e inéditos apresentados pelo (-)-carveol na
gastroprotecdo, sequencialmente, foi avaliada a participacdo dos mecanismos citoprotetores
envolvidos nesse efeito como os grupamentos sulfidrilas, NO, Katp, muco e prostaglandinas.

No intuito de avaliar a participacdo dos grupamentos sulfidrilas presentes na mucosa
gastrica no efeito gastroproteor do (-)-carveol foi utilizado o etanol como agente lesivo e analisado
o0 efeito protetor da substancia teste na presenca e na auséncia do N-etilmaleimida (NEM), um

bloqueador especifico dos grupamentos sulfidrilas.
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Os grupamentos sulfidrilas endégenos desempenham um importante papel na manutengéo
da integridade da mucosa gastroduodenal e na protecdo contra les6es induzidas quimicamente no
tecido. Acredita-se que os grupamentos sulfidrilas sejam 0s principais agentes citoprotetores
contra as lesdes induzidas pelo etanol (HWA et al., 2019). Esses agentes possuem a propriedade
de aderir continuamente a camada de muco, formando uma espécie de barreira protetora estavel
contra a acdo da pepsina e HCI, evitando a digestdo proteolitica da mucosa subjacente. Dessa
forma, com a reducdo dos grupamentos sulfidrilas ligados a mucina, o muco torna-se soltvel e
facilmente retirado por agente nocivos (LIANG et al., 2018).

Os grupamentos sulfridrilas sdo responsaveis pelo aumento e pela manutencdo da
estabilidade da camada de muco, principalmente quando as EROs participam da formacgéo dos
danos teciduais. No processo de desenvolvimento das lesdes gastricas, as EROs séo liberadas e
iniciam uma reacdo de peroxidacdo lipidica, culminando em morte celular. Os grupamentos
sulfidrilas se ligam as EROs e auxiliam na diminuicdo da gravidade das lesdes gastricas,
impedindo a morte celular (LIANG et al., 2018).

Esses agentes sdo mediadores chave na defesa da mucosa gastrica induzida pelo (-)-
carveol, ja que o NEM, um inibidor dos grupamentos sulfidrilas, conseguiu reverter seu efeito
gastroprotetor. Com isso, pode-se inferir que o efeito gastroprotetor desse monoterpeno envolve a
participagdo dos grupamentos sulfidrilas, possivelmente em decorréncia de uma atividade
antioxidante.

Muitos produtos naturais exercem atividades gastroprotetoras por meio da modulacdo dos
grupamentos sulfidrilas como os monoterpenos mentol (ROZZA et al., 2013), geraniol (DE
CARVALHO et al., 2014), 1,8-cineol (eucaliptol) (ROCHA CALDAS et al., 2015) e f-mirceno
(BONAMIN et al., 2014). O alcaloide boldina (BOEING et al., 2020) e o flavonoide baicaleina
(RIBEIRO et al., 2016) também demostraram que seu efeito gastroprotetor esta relacionado aos
grupamentos sulfidrilas.

Nesse estudo também procuramos avaliar o papel do NO no efeito gastroprotetor do (-)-
carveol, considerando que esse mediador ja estd bem descrito como um fator crucial na defesa da
mucosa gastrintestinal. Para isso, foi utilizado o modelo experimental de Glcera gastrica induzida
por etanol, na auséncia ou presenca do L-NAME, um bloqueador da enzima 6xido-nitrico sintase
(NOS).

A gastroprotecdo mediada pelo NO envolve a inibi¢do da adesdo de neutrofilos, o estimulo
da secrecdo de muco e aumento do fluxo de sangue na mucosa. Estudos relatam que doadores de
NO e L-arginina exercem um efeito gastroprotetor, acelerando o processo de cicatrizacao das
ulceras, enquanto que a inibicdo do NO pelo L-NAME em protocolos experimentais de ulcera
agrava a leséo (SILVA et al., 2014).
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Os dados sugerem que o NO participa do efeito gastroprotetor do (-)-carveol, ja que a
administracdo do L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NO-sintase, interferiu parcialmente na
sua gastroprotecdo. Outros monoterpenos também apresentaram esse comportamento em modelos
experimentais como o carvacrol (OLIVEIRA etal., 2012), geraniol (DE CARVALHO et al., 2014)
e (-)-mirtenol (VIANA et al., 2016). Além disso, também foi demonstrado que o (-)-carveol em
combinacao com a glibenclamida, um bloqueador dos canais KaTp, teve seu efeito protetor géstrico
diminuido, sugerindo que os Katp estdo parcialmente envolvidos na atividade gastroprotetora
desse monoterpeno. Esses dados se assemelham aos resultados obtidos com 0s monoterpenos
carvacrol (OLIVEIRA et al., 2012), mentol (ROZZA et al., 2013) e timol (RIBEIRO et al., 2016).

A abertura dos canais Katp participa da protecdo da mucosa gastrica por meio do
relaxamento dos vasos que suprem a mucosa, levando ao aumento do fluxo sanguineo, de forma
concomitante a reducdo da area lesionada. A melhora da microcirculagao gastrica resulta na maior
disponibilidade de nutrientes e dos fatores de crescimento e renovagéo celular na camada mucosa,
ao mesmo tempo que 0s H* e as EROs sdo removidas (ARUNACHALAM et al., 2019). Esse efeito
é suprimido pela administracdo da glibenclamida.

A acdo da glibenclamida envolve a reducdo da permeabilidade das células ao ion K¥,
levando a despolarizacdo e o influxo de fons Ca?", induzindo uma vasoconstrigio gastrica e
reducdo do fluxo de sangue na regido afetada, favorecendo a formacéao das Ulceras (BENTO et al.,
2018).

A investigagdo do envolvimento dos Katp como alvos terapéuticos é importante ja que
agonistas e antagonistas destes canais estdo sendo usados em testes clinicos, visto que esta via
exerce um papel importante na regulacdo da motilidade gastrintestinal (LI et al., 2017).

A proxima etapa foi avaliar se o (-)-carveol exerce influéncia na secre¢do de muco gastrico
medido indiretamente pela concentracdo de alcian blue. O corante alcian blue ou azul ciano € um
composto catidnico que forma ligacOes eletrostaticas (ibnicas) com determinados grupos
polianidicos carboxil ou sulfato. O alcian blue possui grande especificidade em corar mucinas
acidas em azul (KAMEYAMA et al., 2015).

A superficie da mucosa gastrica é recoberta por uma camada formada de gel mucoso,
bicarbonato e fosfolipideos constituindo a primeira linha de defesa da mucosa (YANDRAPU,;
SAROSIEK, 2015). O gel mucoso possui em sua composicao a glicoproteina mucina que forma
polimeros essencias para a formacao do gel e por meio da sua ligacdo ao corante alcian blue o
muco gastrico pode ser quantificado (KAMEYAMA et al., 2015).

O muco aumenta o tamponamento dos acidos na secrecdo gastrica, reduz a friccdo da
parede do estdbmago e protege a mucosa contra a difusao reversa de ions H*. Portanto, um aumento

no conteddo de muco pode inibir o desenvolvimento das Ulceras gastricas (KIM et al., 2019).

128



A partir dos dados obtidos com esse modelo observou-se que o (-)-carveol aumentou o
muco aderido a mucosa gastrica, sugerindo que o efeito desse monoterpeno envolve o estimulo
desse agente citoprotetor. Tal achado também ¢é evidenciado na analise histologica de fragmento
estomacal corado com PAS. Esses resultados corroboram aos estudos com 0s monoterpenos
carvacrol (OLIVEIRA et al., 2012), mentol (ROZZA et al., 2013), geraniol (DE CARVALHO et
al., 2014), timol (RIBEIRO; DINIZ et al., 2016) e 1,8-cineol (ROCHA CALDAS et al., 2015).

Na avaliacdo das prostaglandinas na gastroprotecdo mediada pelo (-)-carveol, as Ulceras
foram induzidas por etanol em ratos pré-tratados ou ndo com indometacina, um inibidor
inespecifico da COX e consequentemente da sintese de prostaglandinas.

A indometacina esta entre 0s AINEs ndo seletivos comumente prescritos, amplamente
utilizado por suas propriedades analgesicas eficazes, particularmente para enxaquecas e varias
doengas inflamatorias. Entretanto, os beneficios da indometacina foram limitados devido aos seus
efeitos colaterais, que incluem ulcera¢des e danos a mucosa gastrica (AHMED et al., 2020).

As isoenzimas ciclo-oxigensases (COX-1 e COX-2) sdo responsaveis pela sintese das
prostaglandinas por meio da via do AA e sua producdo é inibida pelos anti-inflamat6rios nao
esteroidais (AINEs). A COX-1 é expressa constitutivamente no trato gastrintestinal sendo
responsavel pela manutencdo da homeostase desse sistema, enquanto que, a COX-2 é expressa
predominantemente no local da inflamacdo. No entanto, muitos estudos sugerem que ambas as
isoformas de COX estdo envolvidas na homeostase do TGl (AZIZ et al., 2019).

As prostaglandinas PGE2 e PGI, sdo produzidas continuamente pelo epitélio gastrico e
participam da manutengdo da homeostase do estdbmago e da cicatrizacdo das Ulceras por atuarem
inibindo a secrecdo &cida gastrica e aumentarem a secrecdo de muco e bicarbonato. Além disso,
participam da manutencéao do fluxo de sangue da mucosa, regulam a motilidade, inibem a ativacéo
de neutrdfilos e a liberacdo de EROs e induzem a angiogénese (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

Quase todos os mecanismos de gastroprotecdo sdo estimulados ou facilitados pelas
prostaglandinas. Dessa forma, a inibicdo de sua sintese pelos AINEs torna a mucosa mais
suscetivel ao aparecimento de leses gastricas (TARNAWSKI et al., 2013).

Por este modelo, foi demonstrado que o efeito do (-)-carveol envolve parcialmente a
participacdo das prostaglandinas, considerando que nos grupos tratados previamente com a
indometacina houve uma exacerbacdo da lesdo ulcerativa e reducdo moderada dos efeitos
gastroprotetores do (-)-carveol em comparagdo aos grupos que ndo receberam a indometacina.

Dados semelhantes foram observados com os monoterpenos carvacrol (OLIVEIRA et al.,
2012), mentol (ROZZA et al., 2013), geraniol (DE CARVALHO et al., 2014), (-)-mirtenol
(VIANA et al., 2016), timol (GEYIKOGLU et al., 2018; KOC et al., 2018; RIBEIRO et al., 2016)
e 1,8-cineol (eucaliptol) também nas doses de 50 e 100 mg/kg (ROCHA CALDAS et al., 2015),
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sugerindo que a propriedade gastroprotetora apresentada por esses monoterpenos envolve a
modulacdo das prostaglandinas.

Visando caracterizar o provavel efeito antioxidante do (-)-carveol frente aos danos
gastricos, avaliou-se marcadores do estresse oxidativo como a gluationa reduzida (GSH),
malondialdeido (MDA) e a atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPQO) e superoxido
dismutase (SOD) em amostras de tecido gastrico a partir do modelo agudo de Glcera induzida por
etanol, ja que o estresse oxidativo é considerado um dos mais importantes fatores da fisiopatologia
das ulceras induzidas por etanol.

O estresse oxidativo € gerado a partir do desequilibrio entre a producédo e a neutralizagdo
de agentes pro-oxidantes e antioxidantes, estando associado a um aumento dos RLs e das EROs.
O papel das EROs na inducéao de lesdes ulcerativas e/ou morte celular estd sendo cada vez mais
reconhecido (ZHANG et al., 2016).

Os danos oxidativos causados pelos RLs tém sido implicados na toxicidade de varias
substancias quimicas e na patogénese de diversas doencas, como as doengas de cunho inflamatorio,
autoimunes, neurodegenerativas e ulcerosas. Além disso, os RLs também desempenham um papel
importante nos processos de mutagénese e carcinogénese (MORIS et al., 2017).

O modelo experimental de Ulcera gastrica utilizando o etanol como agente lesivo esta
associado a producdo excessiva de EROs no tecido géastrico, perturbando consequentemente a
integridade e a permeabilidade das biomembranas, levando a morte celular e favorecendo a
formacéo de ulceras (WANG et al., 2018).

As células da mucosa gastrica possuem um sistema de defesa antioxidante que visa evitar
ou minimizar a citotoxicidade promovida pelas EROs. Esse sistema envolve a a¢do de enzimas
como a superoxido dismutase (SOD) e compostos com potencial de sequestrar radicais livres como
glutationa reduzida (GSH). Dessa forma, SOD e GSH constituem importantes indicadores de acédo
antioxidante (DO CARMO et al., 2018).

Um dos antioxidantes mais importante na defesa frente aos danos oxidativos induzidos
pelas EROs é a glutationa reduzida, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cistenil-glicina), que exerce
seu efeito protetor por meio do seu grupo sulfidrila (SH). A GSH é considerada a primeira linha
de defesa ndo enzimatica do organismo contra as EROs (LIANG et al., 2018).

A glutationa atua como cofator para enzimas na eliminacdo das EROs, serve como um
reservatorio para a cisteina, participa das reacGes de desintoxicacao de xenobioticos e metabolismo
de diversos compostos celulares (como o NO). A acdo mais importante da glutationa ocorre nas
mitocéndrias, sendo extremamente relevante em 6rgaos expostos a toxinas, como pulmao, rins,
figado e trato gastrintestinal (LIANG et al., 2018).

A glutationa esté presente em todas células humanas, sendo produzida em altos niveis pela

mucosa gastrica (PEREZ et al., 2017). O aumento de GSH previne os danos ocasionados pelas
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EROs, enquanto que, sua reducdo estd associada a uma grande vulnerabilidade das células aos
danos provocados pelas EROs (KOUNTOURAS et al., 2017).

Neste trabalho, o (-)-carveol manteve os niveis basais de GSH nas amostras de tecido
gastrico, sugerindo que a atividade gastroprotetora desse monoterpeno esta associada a
mecanismos antioxidantes. Os monoterpenos mentol (ROZZA et al., 2014) e geraniol (DE
CARVALHO et al., 2014) elevaram os niveis de GSH préximos ao estado basal.

Varios estudos ja comprovaram que o dano gastrico induzido pelo etanol esté relacionado
a reducao de compostos sulfidrilicos ndo-proteicos como a glutationa reduzida. A reducdo da GSH,
a supressdo da SOD e 0 aumento do produto da peroxidacéo lipidica (malondialdeido — MDA) séo
fatores que contribuem para as lesdes induzidas pelo etanol (LIU et al., 2017).

Um dos principais danos celulares ocasionados pelas EROs é a oxidac¢do dos lipideos das
biomembranas. A peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacdo € o nome dado a reacdo que ocorre
entre as EROs com os acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, resultando na
formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, a exemplo do MDA, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos que podem ser detectados em amostras bioldgicas e sao utilizados para avaliar o
estresse oxidativo (AGNIESZKA, 2019).

A peroxidacdo lipidica leva a perda da integridade, fluidez e 0 aumento da permeabilidade
das biomembranas, com a liberagdo de nutrientes e substéncias toxicas no espago extracelular,
ruptura e morte. Além de gerar produtos potencialmente toxicos, com propriedades mutagénicas e
cancerigenas (PISOSCHI; POP, 2015).

Os lipideos sdo substratos facilmente oxidaveis, portanto, a peroxidacéo lipidica pode ser
uma consequéncia dos danos ocasionados pelas EROs. Essas espécies reativas possuem um tempo
de meia vida muito curto, o que dificulta sua deteccdo direta, assim, a destruigdo tecidual
relacionada as EROs pode ser avaliada pelos produtos finais da lipoperoxidacdo, tal como o
malondialdeido (MDA) (PISOSCHI; POP, 2015).

O malondialdeido é um dos marcadores mais comum do estresse oxidativo e tem sido
reconhecido como um importante indicador de peroxidacéo lipidica em estados patologicos. Por
meio desse marcador é possivel avaliar os danos em estruturas lipidicas (HWA et al., 2019).

O método mais comum para avaliar as concentracdes de MDA € o ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Entretanto, o valor deste método é limitado pela baixa
especificidade ao MDA e a possivel reacdo com outras moléculas (interferentes). Assim, um
método alternativo de maior especificidade foi desenvolvido para estimativar a producdo de MDA
com a utilizacdo do agente cromogénico 1-metil-2-fenilindol a 45 °C. Neste método, duas
moléculas de 1-metil-2-fenilindol reagem com uma molécula de MDA formando um cromaéforo
estavel que tem absorbancia méxima a 586 nm (SIDDIQUE; ARA; AFZAL, 2012).
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A administracdo do (-)-carveol impediu a lipoperoxidacdo induzida pelo etanol, tal fato é
evidenciado pela permanéncia dos niveis basais de MDA no tecido estomacal apds administracdo
intragastrica de etanol, sugerindo uma possivel propriedade antioxidante desta substancia, que
representa um importante mecanismo para impedir danos na mucosa gastrica.

De forma semelhante, estudos anteriores também demonstraram o papel critico do estresse
oxidativo observado pelo aumento da peroxidagéo lipidica no modelo experimental de Ulceras
gastricas induzidas por etanol e a reducdo dos niveis de MDA para o estado basal pela acdo
protetora das substancias testadas, como os monoterpenos 1,8-cineol (ROCHA CALDAS et al.,
2015) e (-)-mirtenol (VIANA et al., 2016).

Nas Ulceras gastricas, 0 estresse oxidativo também é aumentado por meio da infiltracdo e
penetracdo de neutrofilos ativados, que sdo importantes produtores de EROs, desempenhando um
papel decisivo no desenvolvimento do processo inflamatorio e da injuria na mucosa gastrica
(WANG et al., 2018).

A ativacgdo de neutrofilos e o acimulo dessas células no tecido gastrico durante a ulceragéo,
contribui de forma significativa para a manutencdo e agravamento do dano tecidual. A infiltracdo
neutrofilica pode ser avaliada por meio da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) (LI et al.,
2017).

A mieloperoxidase é expressa principalmente em neutr6filos e em menor grau em
monacitos. Um dos efeitos principais da MPO e do seu produto final, o &cido hipocloroso (HOCI),
é a formacéo de espécies reativas, a exemplo das cloroaminas que estdo envolvidas na producéo
de citocinas e ativacdo de quinases. Além disso, a MPO ja demonstrou ser um mediador local de
dano tecidual e inflamacéo, favorecendo o desenvolvimento de doencas inflamatorias (ARATANI,
2018).

Nesse estudo, o (-)-carveol apresentou reducdo nos niveis de MPO, um biomarcador de
infiltracdo neutrofilica, o que pode sugerir a participacdo do mecanismo antioxidante na
gastroprotecdo mediada por essa substancia. Esses resultados sdo semelhantes aos achados dos
monoterpenos limoneno (DE SOUZA et al., 2019), mentol (ROZZA et al., 2014) e geraniol (DE
CARVALHO et al., 2014).

A SOD pertence a um grupo de metaloenzimas que estdo presentes nas células aerobicas e
constitui uma das mais importantes enzimas antioxidantes. Essa enzima exerce seu efeito
antioxidante por meio da dismutacdo do anion radicalar superdxido (O2"), gerado pelo
metabolismo celular ou por fontes externas, transformando-o em oxigénio molecular (O) e
peroxido de hidrogénio (H202), que € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas do
sistema antioxidante como a CAT (LIANG et al., 2018).

A SOD é considerada a enzima antioxidante mais proeminente nos tecidos dos mamiferos,

sendo encontrada no citosol de praticamente todas as células eucariontes. A acdo da SOD é

132



importante para o bom funcionamento do metabolismo, da reproducéo, da diferenciacdo celular e
da defesa imunoldgica (PEREZ et al., 2017).

O etanol esté envolvido com o aumento da producdo de anions superoxido e a diminuicéo
da atividade enzimética da SOD. Ambos os fatores contribuem para instalacdo do dano oxidativo,
ao aumentar a producdo de um agente lesivo e ao mesmo tempo reduzir a capacidade de eliminagéo
desse agente.

Nesse trabalho, o etanol diminuiu a atividade enzimatica da SOD, que foi
significativamente aumentada com a administracdo do (-)-carveol. Dessa forma, o (-)-carveol
demostrou exercer um papel protetor ao aumentar a atividade da SOD e consequentemente
potencializar a dismutagdo do anion superdxido. A capacidade de aumentar a atividade enzimatica
da SOD torna o (-)-carveol uma substancia gastroprotetora com efeito sobre o sistema
antioxidante, constituindo um dos mecanismos de acdo desse composto.

Ha muitos relatos da importancia de compostos naturais com propriedades antioxidantes
para reduzir complicagdes geradas pelo estresse oxidativo nos tecidos gastricos. S&o exemplos
desses compostos o monoterpeno (-)-mirtenol (VIANA et al., 2016), o triterpeno &cido a-
boswélico (ZHANG et al., 2016) e os sesquiterpenos (-)-a-bisabolol (ROCHA et al., 2011) e
epoxido de patchoulene (LIANG et al., 2018) que apresentaram efeitos antioxidantes pelo aumento
dos niveis da enzima superdxido dismutase no tecido gastrico.

Apdbs comprovar o efeito antioxidante do (-)-carveol, o préximo passo, foi avaliar 0s
possiveis efeitos imunomoduladores desse composto.

O etanol induz respostas inflamatdrias no tecido gastrico aumentando a expressao do fator
nuclear kappa-B (NF-«kB), um fator de transcri¢do pro-inflamatério, que quando ativado, estimula
outros mediadores pré-inflamatorios, como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e as interleucinas
IL-6 e IL-1p. Essas citocinas, particularmente o TNF-a, representa um dos fatores agressivos para
o0 desenvolvimento de inflamacéo e leséo ulcerativa no TGI (MANTOVANI et al., 2020).

O TNF-a exerce um papel importante no desenvolvimento das lesdes ulcerativas ao iniciar
uma resposta inflamatéria aguda, acompanhada de infiltragdo neutrofilica na mucosa gastrica.
Além disso, modula o processo de apoptose na mucosa do estdmago por meio da ativacao da via da
caspase-3, suprime a microcirculacdo gastrica, a proliferacdo celular e a angiogénese na margem
da Ulcera, atrasando assim o processo de cicatrizacdo. A expressao exacerbada de IL-1B contribui
para a formacéo de Ulcera e estimula a producdo de mais TNF-a (BOSHTAM et al., 2017).

A IL-10 exerce um papel de fundamental importancia na protecdo da mucosa gastrica,
através da sinalizacdo de uma resposta anti-inflamatoria, reduzindo a resposta imune mediada por
células pro-inflamatorias. Esse efeito se da por meio da inibigcdo da retroalimentacéo do TNF-a ¢
consequente reducdo do processo inflamatério (MOLLAZADEH et al., 2019).

Os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1f diminuiram, enquanto que, a
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citocina anti-inflamatéria IL-10 se manteve nos niveis basais no grupo tratado com o (-)-carveol,
sugerindo gque essa substancia possui efeito imunomodulador e esse efeito esta associado com a
regulacao de citocinas pro e anti-inflamatorias.

Os monoterpenos limoneno (DE SOUZA et al., 2019) e timol (ROZZA et al., 2014)
também exibiram atividade imunomoduladora reduzindo os niveis de TNF-o e IL-1B ¢
aumentando os niveis de IL-10.

O (-)-carveol, uma substancia inicialmente oriunda de produtos naturais, apresenta uma
importante atividade gastroprotetora envolvendo multiplos mecanismos de acéo, a exemplo dos
mecanismos citoprotetores (participacdo dos grupamentos sulfidrilas, 6xido nitrico, canais Katp,
secrecdo de muco e prostaglandinas), antissecretorios (reducdo do volume da secre¢do gastrica),
antioxidantes (manutencdo dos niveis basais de GSH e aumento de SOD com manutencdo dos
niveis de MDA e reducéo de MPQO) e imunomoduladores (reducdo de TNF-a e IL-1 e manutengdo

dos niveis basais de IL-10).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da avaliagio do monoterpeno (-)-carveol frente aos diferentes métodos
experimentais de indugdo que mimetizam as Ulceras gastricas no homem e considerando o que foi

discutido até o0 momento, pode-se concluir que:

e O (-)-carveol apresentou baixo grau de toxicidade aguda quando administrado por
via oral nas condic¢des experimentais avaliadas;

e Apresentou atividade gastroprotetora, nas diferentes doses testadas, frente aos
modelos de inducdo aguda de Ulceras gastricas;

e Reduziu os pardmetros inflamatdrios em Iaminas coradas com hematoxilina e eosina
(HE), &cido periodico de schiff (PAS), tricdmico de Masson e azul de toluidina (AT);

e O efeito gastroprotetor do (-)-carveol:

- Pode envolver mecanismos inibitorios da secrecdo acida gastrica (antissecretorios),

entretanto ndo modifica o pH ou a concetracao de ions H*;
- Estd associado a mecanismos citoprotetores, com a participacdo dos grupamentos
sulfidrilas, 6xido nitrico, canais Katp, aumento de muco e prostaglandinas;
- Envolve mecanismos antioxidantes, demonstrado por meio da manutencao dos niveis
basais de GSH e aumento da atividade da enzima SOD e reducao da peroxidacéo lipidica
(manutencdo dos niveis fisioldgicos de MDA) e da infiltracdo neutrofilica (reducdo dos
niveis de MPO);

e O (-)-carveol possui potencial em minimizar a resposta inflamatoria, observado por
meio da reducdo dos niveis das citocinas pro-inflamatérias (IL-1p e TNF-a) e
manutencdo dos niveis basais da modulacdo da citocina reguladora IL-10.

Na figura 30, estd esquematizado as respostas encontradas nos modelos agudos de Ulcera

gastrica na investigacdo do efeito gastroprotetor do (-)-carveol para elucidar os mecanismos de

acao da substancia testada.
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Figura 30 - Representacdo esquematica das atividades farmacoldgicas encontradas para o
(-)-carveol em modelos animais com ratos ou camundongos
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ANEXO B

Avaliacdo Comportamental

ATIVIDADE FARMACOLOGICA
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Abstract: Peptic ulcers are characterized by erosions on the mucosa of the gastrointestinal tract
that may reach the muscle layer. Their etiology is multifactorial and occurs when the balance
between offensive and protective factors of the mucosa is disturbed. Peptic ulcers represent a
global health problem, affecting millions of people worldwide and showing high rates of recurrence.
Helicobacter pylori infection and the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are
one of the most important predisposing factors for the development of peptic ulcers. Therefore,
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Abstract: Inflammatory bowel diseases (IBDs) refer to a group of disorders characterized by
inflammation in the mucosa of the gastrointestinal tract, which mainly comprises Crohn's disease
(C) and ulcerative colitis (UC). IBDs are characterized by inflammation of the intestinal mucosa,
are highly debilitating, and are without a definitive cure. Their pathogenesis has not yet been
fully elucidated; howewer, it is assumed that genetic, immunological, and environmental factors
are involved. People affected by IBD's have relapses, and therapeutic regimens are not always able to
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