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PESSOA, M.L.S AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO FARNESOL EM
MODELOS ANIMAIS. 2023. 158 p. Dissertacdo de mestrado. Programa de Pés-
graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, CCS/UFPB.

RESUMO

O farnesol é um produto de origem natural, pertencente a classe dos sesquiterpenos,
sendo encontrado nos Oleos essenciais do capim-limdo (Cymbopogon citratus) e
camomila (Matricharia camomila), em frutas citricas e vegetais. O farnesol apresenta
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, ansiolitica, antinociceptiva, anti-obesidade,
antimicrobiana, antitumoral e antidiarreica. Entretanto, ndo existem estudos na
literatura sobre sua atividade gastroprotetora, o que motivou a escolha dessa
substancia para esse estudo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar
a toxicidade aguda nédo clinica e o efeito gastroprotetor do farnesol em modelos
animais. Para isso foi realizada a avaliacdo comportamental, estimativa da dose letal
50% (DL50), analise do efeito gastroprotetor com diferentes modelos de inducdo
aguda pelos agentes lesivos (etanol, estresse, AINEs e ligadura do piloro) em
diferentes doses e determinacdo dos mecanismos de acdo envolvidos nesse efeito
(antisecretorios, citoprotetores, antioxidantes e imunorregulatérios). Os resultados
obtidos sugerem que o farnesol possui baixa toxicidade, com DL50 igual ou superior
a 2.500 mg/kg conforme o guia n°® 423 da OECD. No protocolo de Ulcera induzida com
etanol, o farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) apresentou efeito gastroprotetor em
73%, 92%, 97% e 98%, respectivamente, reduziu o indice de leséo ulcerativa (ILU) (p
< 0,001) em comparacao ao grupo controle (tween 80 5%). Nas lesdes induzidas pelo
estresse por contenséo e frio, o farnesol nas mesmas doses, reduziu o ILU (p < 0,001)
em 29%, 38%, 54% e 54%, respectivamente, em comparagdo com O controle
negativo. Na inducéo das les6es com AINEs (piroxicam), o farnesol (25, 50, 100 e 200
mg/kg, v.0.) reduziu o ILU em 10% (p < 0,05), 23%, 46% e 51% (p < 0,001)
respectivamente, em comparac¢ao ao controle negativo. No protocolo experimental de
ligadura do piloro (contensdo do suco gastrico), o farnesol (100 mg/kg, v.o. e i.d.)
reduziu o ILU (p < 0,001) pela via oral e intraduodenal, ndo exerceu alteracdes no pH
em ambas as vias e na concentracdo de H* e volume do suco gastrico por via oral.
Entretanto, reduziu a concentracdo de H*, o volume do suco gastrico na via
intraduodenal. A administracdo prévia dos blogueadores NEM (bloqueador dos
grupamentos sulfidrilicos), L-NAME (inibidor da sintese de NO) e glibenclamida
(blogueador do canal Katp) e indometacina (inibidor da ciclo-oxigenase), reduziu a
gastroprotecéo exercida pelo farnesol (p < 0,001), sugerindo a participacdo dessas
vias na sua atividade gastroprotetora. O farnesol aumentou 0 muco gastrico no tecido
estomacal sugerindo a participagdo dessa via na sua atividade gastroprotetora. O
farnesol também apresentou efeitos antioxidantes ao aumentar a concentracao de
GSH e a atividade da SOD e reduzir os niveis de MDA e a atividade da MPO, como
também, demonstrou efeito imunomodulador ao reduzir as citocinas pré-inflamatérias
IL-18, IL-6 e TNF-a e aumentar a citocina anti-inflamatéria IL-10.

PALAVRAS-CHAVE: Farnesol; Sesquiterpeno; Ulcera Péptica; Toxicidade;
Gastroprotecao.
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PESSOA, M.L.S EVALUATION OF THE GASTROPROTECTIVE ACTIVITY OF
FARNESOL IN ANIMAL MODELS. 2023. 158 p. Masters dissertation.
Postgraduate Program in Natural and Synthetic Bioactive Products, CCS/UFPB.

ABSTRACT

Farnesol is a product of natural origin, belonging to the class of sesquiterpenes, found
in the essential oils of lemongrass (Cymbopogon citratus) and chamomile (Matricaria
camomila), in citrus fruits and vegetables. Farnesol has antioxidant, anti-inflammatory,
anxiolytic, antinociceptive, anti-obesity, antimicrobial, antitumor and antidiarrheal
activities. However, there are no studies in the literature about its gastroprotective
activity, which motivated the choice of this substance for this study. Thus, this work
aimed to evaluate the non-clinical acute toxicity and the gastroprotective effect of
farnesol in animal models. For this, a behavioral assessment was carried out,
estimation of the 50% lethal dose (LD50), analysis of the gastroprotective effect with
different models of acute induction by harmful agents (ethanol, stress, NSAIDs and
pylorus ligation) at different doses and determination of the mechanisms of actions
involved in this effect (antisecretory, cytoprotective, antioxidant and
immunoregulatory). The results obtained suggest that farnesol has low toxicity, with an
LD50 equal to or greater than 2,500 mg/kg according to OECD Guide No. 423. In the
ethanol-induced ulcer protocol, farnesol (25, 50, 100 and 200 mg/kg, p.0.) showed a
gastroprotective effect in 73%, 92%, 97% and 98%, respectively, reduced the
ulcerative lesion index (ILU) (p < 0.001) compared to the control group (tween 80 5%).
In injuries induced by strain and cold stress, farnesol at the same doses reduced the
ILU (p < 0.001) by 29%, 38%, 54% and 54%, respectively, compared to the negative
control. When inducing lesions with NSAIDs (piroxicam), farnesol (25, 50, 100 and 200
mg/kg, p.o.) reduced ILU by 10% (p < 0.05), 23%, 46% and 51% (p < 0.001)
respectively, compared to the negative control. In the experimental protocol of pylorus
ligation (gastric juice containment), farnesol (100 mg/kg, v.o. and i.d.) reduced ILU (p
< 0.001) by oral and intraduodenal routes, did not change pH in both routes and on H+
concentration and volume of gastric juice orally. However, it reduced the concentration
of H+, the volume of gastric juice in the intraduodenal route. Previous administration
of NEM blockers (blocker of sulfhydryl groups), L-NAME (NO synthesis inhibitor) and
glibenclamide (KATP channel blocker) and indomethacin (cyclooxygenase inhibitor)
reduced the gastroprotection exerted by farnesol (p < 0.001), suggesting the
participation of these pathways in their gastroprotective activity. Farnesol increased
gastric mucus in stomach tissue, suggesting the participation of this pathway in its
gastroprotective activity. Farnesol also showed antioxidant effects by increasing the
concentration of GSH and SOD activity and reducing MDA levels and MPO activity, as
well as demonstrating an immunomodulatory effect by reducing the pro-inflammatory
cytokines IL-183, IL-6 and TNF-a and increase the anti-inflammatory cytokine IL-10.

KEYWORDS: Farnesol; Sesquiterpene; Peptic Ulcer; Toxicity; Gastroprotection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais

As afeccgdes do gastrointestinal (Gl), estdo entre os problemas de saude mais
prevalentes em todo o mundo. Dentre essas afec¢cdes destacam-se as Ulceras
pépticas, as doencas inflamatorias intestinais e a diarreia, que constituem um conjunto
de doencas de natureza debilitante e recorrente com alto indice de complicagbes
(ANANTHAKRISHNAN; XAVIER, 2020).

As Ulceras pépticas (UP) consistem em lesdes inflamatorias ou necrotizantes
gue podem acometer es6fago, estbmago ou duodeno. Encontram-se situadas na
camada mucosa, bem como em camadas teciduais mais profundas, com
comprometimento da funcionalidade e integridade das células lesionadas, possuem
origem multifatorial e complexa, resultantes de alteracdes no equilibrio entre os fatores
protetores e agressores da mucosa Gl (LANAS; CHAN, 2017; WOODS; CAREY,
2017; ARAGAO et al., 2018).

A Ulcera péptica é considerada um problema de saude publica, acomete cerca
de 10% da populagdo mundial em algum momento de suas vidas, representando
custos ao sistema de saude, bem como ao individuo, estando associada a perda de
qualidade de vida e de produtividade no trabalho dos individuos acometidos (LANAS;
CHAN, 2017; ZHOU et al., 2020).

A terapéutica da Ulcera péptica € baseada na inibicdo da secrecdo acida
gastrica ou no reforco dos fatores de protecdo da mucosa (SUBUDHI et al., 2016;
BANIHANI, 2017). Entretanto, a terapéutica disponivel até o momento apresenta
inumeros fatores limitantes, a exemplo de alta taxa de recidiva da doenca, efeitos
colaterais e alto custo (tratamento e internagfes), o que tem contribuido para a busca
de novas alternativas terapéuticas (BOEING et al., 2016; CLARKE et al., 2022).

Os produtos naturais em especial as plantas medicinais, possuem propriedades
curativas e sdo amplamente utilizadas para o tratamento de diversas afeccdes, sendo
uma importante fonte de matérias-primas compostas de moléculas bioativas com
grande potencial terapéutico (DIAS et al., 2012; GUIMARAES et al., 2017).

Diversos compostos isolados de plantas medicinais tém sido utilizados como

matéria-prima para descoberta de novos farmacos ou ferramentas farmacoldgicas,
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como alcaloides, saponinas, glicosideos, flavonoides, taninos, compostos fendlicos,
fenilpropandides e terpenos (DUTRA et al., 2016).

Os terpenos consistem em uma classe de metabdlitos secundarios presentes
principalmente nos 6leos essenciais das plantas medicinais e apresentam atividades
antioxidante, analgésica, anti-inflamatdria, antimicrobiana e gastroprotetora (SOUSA,
2013; GUIMARAES et al., 2013; ASBAHANI et al., 2015).

E nesse contexto que o presente trabalho avaliou a atividade gastroprotetora
do farnesol, um produto de origem natural, pertencente a classe dos sesquiterpenos,
amplamente encontrado na prépolis, nos 6leos essenciais de plantas aromaticas
como capim-limdo (Cymbopogon citratus) e camomila (Matricharia camomila), em
frutas citricas como péssegos e vegetais como tomates e milho (DUNCAN; ARCHER,
2008; KHAN; SULTANA, 2011; KU; LIN, 2015; ANDRE, 2017). Esta substancia
apresenta atividade antioxidante (KHAN; SULTANA, 2011), anti-inflamatoria (KU; LIN,
2015), ansiolitica, antinociceptiva (SHAHNOURI et al., 2016), anti-obesidade (KIM et
al., 2017), antimicrobiana (KIM et al., 2018) antitumoral (WANG, 2018) e antidiarreica
(DA COSTA et al.,, 2020). Entretanto, ndo existe estudos sobre sua atividade
gastroprotetora, o que motivou a escolha dessa substancia para o desenvolvimento
desse estudo, almejando o desenvolvimento de alternativas terapéuticas de

prevencao, tratamento e cura da Ulcera gastrica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomofisiologia do trato gastrintestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é considerado um sistema complexo, composto
por 6rgdos responsaveis pela digestdo e metabolismo dos alimentos. O TGI consiste
em um tubo muscular oco a partir da cavidade oral, continuando pela faringe, eséfago,
estdbmago e intestinos até o reto e anus (DUMIC et al., 2019).

Os principais 6rgdos do TGI s&o boca, esbéfago, estbmago, intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (cécum, célon, reto e anus), que conta
também com Orgdos acessorios como as glandulas salivares, pancreas, figado e
vesicula biliar (Figura 1) (CAMPBEL, 2014; DUMIC et al., 2019).

A funcéo do TGI é digerir os nutrientes ingeridos, por meio da secrecdo de
enzimas digestivas, e absorver os nutrientes essenciais (carboidratos, proteinas,
gorduras, minerais e vitaminas) (MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

Figura 1 - Representacao anatémica do TGl humano

Glandulas salivares

Esofago

Figado
Estomago

Vesicula
biliar

Intestino

delgado =N . =~ Intestino
\, = grosso

Apéndice —=
Reto .———Anus

Fonte: Adaptado de DAVANCO (2021)

Legenda: O TGI consiste em um tubo muscular oco a partir da cavidade oral, continuando pela faringe,
esoOfago, estbmago e intestinos até o reto e anus. Existem varios 6rgdos acessorios que auxiliam o trato
secretando enzimas para ajudar a decompor os alimentos em seus nutrientes componentes.

O estbmago € o 6rgdo central da degradacdo do conteddo alimentar

caracterizado por ser um 6rgéao dilatado, situado na cavidade abdominal, abaixo do
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diafragma; em continuagéo ao es6fago e precedendo o intestino, com capacidade
contrétil (movimentos peristalticos) e uma mecanica digestiva (ENGEVIK et al., 2020).

Anatomicamente o compartimento estomacal é dividido, principalmente em
cardia (porcéo inicial interligada ao es6fago), corpo e fundo (segmentos com maior
distribuicdo), e as porcOes distais, antro e piloro (Figura 2). Ele também apresenta
uma curvatura maior, na margem esquerda gastrica, e uma curvatura menor (LANDA
et al., 2019). A cardia fica proxima a regido da juncdo gastroesofagica e suas
glandulas secretam principalmente muco. O corpo e fundo compreendem cerca de
80% do estbmago e contém as glandulas oxinticas (CHOI et al., 2014).

As glandulas oxinticas conttm um grande numero de células parietais
secretoras de &cido e sdo caracterizadas pela presenca de células enteroenddécrinas
secretoras de grelina e células enterocromafins semelhantes (ECL) secretoras de
histamina, células D secretoras de somatostatina e algumas células enterocromafins
(EC) secretoras de serotonina (Figura 3) (ENGEVIK et al., 2020).

Figura 2 - Divis6es anatémicas do estdbmago

Incisura
cardiaca

Duodeno

Canal
pilérico

Parte
pilérica Antro
pilérico

Fonte: Adaptado de SHEN; FOX, 2013.

Legenda: Regides anatdbmicas do estdmago (cardia, fundo, corpo e antro); curvatura menor e maior.

O antro é a regido localizada proximo ao esfincter pilorico, que separa o
estbmago do duodeno, e contém glandulas piloricas, presenca de células G, células
D e células EC (SHEH; FOX, 2013). E importante considerar que, embora a separagéo

discreta das glandulas oxinticas do corpo e das glandulas antrais secretoras de muco



37

seja bem demarcada no estbmago de roedores e coelhos, o antro humano geralmente
contém uma mistura de glandulas do tipo oxintico e antral. As glandulas do tipo
oxintico no antro contém células parietais e células principais, mas em numeros
significativamente reduzidos em comparacéao com as glandulas do corpo (CHOI et al.,
2018; ENGEVIK et al., 2020). J& a sua constituicao histologica é formada por mucosa,
submucosa, camada muscular externa e serosa (SOYBEL et al., 2005; RAMSAY,

CARR, 2011).

Figura 3 - Glandulas gastricas
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2\ ne
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Fonte: Adaptado de KNIGHT et al. (2019)

Legenda: As glandulas géastricas podem ser divididas em trés partes, chamadas de istmo, colo e base,
onde estao presentes diferentes tipos de células.

A digestdo é a principal funcdo do estbmago. Para isso, a mucosa e 0s
musculos estomacais, sdo responsaveis pelas secre¢des gastricas para dissolver o
alimento e pelas contracBes para triturar e empurrar o alimento até o esfincter pilérico
(SENSOY, 2021). O suco gastrico, secretado pelo estdbmago, € composto
principalmente por &cido cloridrico e por enzimas proteoliticas, que fornecem o
ambiente necesséario para a desnaturacdo de proteinas e facilitam a absor¢cdo de

nutrientes. Esse ambiente acido também desempenha um papel importante auxiliando
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na eliminagéo de microrganismos patogénicos que podem ser ingeridos (SHEH; FOX,
2013; SENSOY, 2021).

2.1.1 Secrecéo Acida Gastrica

A mucosa gastrica secreta de 1,2 a 1,5 litros de suco gastrico por dia. Durante
a digestao, o pH do lumen estomacal alcanca valores entre 1 e 2 e isso requer células
especializadas. As células parietais sdo as responsaveis por produzir e secretar
grandes quantidades de ions Cl ~de H * e por manter o ambiente acido do estémago
(SCHUBERT, 2010). O processo de secrecao gastrica consiste em trés fases:
cefalica, gastrica e intestinal. A fase cefélica comeca antes que o alimento chegue ao
estdbmago, sendo ativada pelos sentidos da visdo, olfato e paladar. (Figura 4). A fase
gastrica se inicia com a presenca dos alimentos, sendo responsavel por 70% da
secrecdo. A fase intestinal comeca quando o alimento chega ao duodeno, envolvendo
principalmente processos inibitérios da secrecdo (SENSQY, 2021).

Figura 4 - Fase cefalica, gastrica e intestinal
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aferentes vagal Iocal\ Y 2. Reflexos vagais
CAY L 3. Estimulagao por
o )_\r gastrina-histamina
/&¥ A~
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2. Mecanismos hormonais

Intestino delgado

Fonte: Adaptado de VELLA; JOSEPH (2017)

Legenda: A fase cefalica da secre¢do gastrica inicia antes da entrada do alimento no estdmago, quando
alimento entra em contato com a mucosa gastrica inicia-se a fase géastrica e a fase intestinal comeca
quando o alimento entra no duodeno (parte superior do intestino delgado).
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2.1.2 Células Parietais

As células parietais apresentam invaginagdes na membrana plasmética apical
gue formam os canaliculos intracelulares revestidos por microvilosidades, onde sera
secretado o HCIl Os transportadores H*/K* ATPase (bomba de prétons) sé&o
elementos indispensaveis para a secrecdo de HCl e se encontram em numerosas
vesiculas tubulares localizadas principalmente na regido apical da célula, logo abaixo
da membrana plasmatica. Quando ocorre um estimulo secretor, o sistema tubulo-

vesicular se funde com os canaliculos presentes ha membrana plasmatica
aumentando a superficie de secrecao e disponibilizando mais bombas H*/ K* e canais
de cloreto (SENSQY, 2021). Quando o estimulo secretor cessa, o0 sistema de
vesiculas tubulares se refaz no citoplasma e os canaliculos diminuem sua superficie
(Figura 5). O citoplasma é rico em mitocondrias, indicando que a producdo de
HCI requer consideravel uso de energia, ja que o ion hidrogénio € secretado contra o
gradiente de concentracéo (pH da célula=7 x pH do lumen =1 a 2) (SHEH; FOX, 2013).

Um bom equilibrio de ativadores e inibidores da secrecédo acida mediada por
células parietais € necessario para garantir a digestdo adequada dos alimentos,
evitando danos a mucosa gastrica e duodenal. Como resultado, a secrecdo das
células parietais é regulada por varios mecanismos, incluindo o nervo vago, gastrina,

histamina, grelina, somatostatina, peptideo 1 semelhante ao glucagon e outros
agonistas e antagonistas (EL-SERAG et al., 2014; SENSOY, 2021).

A H*-K *-ATPase expressa has células parietais regula a troca de
H* citoplasmatico por K* extracelular. O H * secretado no limen gastrico pela bomba
de protons combina-se com o Cl-luminal para formar o &cido gastrico, HCI. A inibicédo
daH*-K*-ATPase é o método mais efetivo de controle da secrecéo de acido gastrico
prejudicial. Aléem de sua capacidade Unica de secretar acido gastrico, as células
parietais também desempenham um papel importante ha homeostase da mucosa
gastrica por meio da secrecdo de multiplas moléculas de fator de crescimento. A
célula parietal gastrica, portanto, desempenha importantes papéis na secrecao e
protecdo gastrica, bem como na coordenacao do reparo fisioldgico (BITZIOU; PATEL,
2012).
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Figura 5 - Célula parietal em repouso e ap0s estimulo
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Fonte: Adaptado de HURTADO (2020)

Legenda: A: Célula parietal em repouso, mostrando seu aparato tubulovesicular no citoplasma e os
canaliculos intracelulares. B: Célula parietal ativada secretando acido. As tubulovesiculas se fundiram
com as membranas dos canaliculos intracelulares, que estdo agora abertos para o limem da glandula
e alinhados com microvilosidades.

2.1.3 Mecanismo de secrec¢do acida gastrica

O mecanismo basico para a formacéao do &cido cloridrico envolve varias etapas.
O ion cloreto é transportado do citoplasma da célula parietal para o lumen do
canaliculo e os ions sddio séo transportados do canaliculo para o citoplasma da célula
parietal. Ambos os transportes sao ativos e em conjunto criam um potencial negativo
de - 40 a - 70 milivolts no canaliculo, o que promove a difusdo de ions carregados
positivamente do citoplasma para o interior do canaliculo, mais especificamente K* e
um pequeno numero de Na*, formando cloreto de potassio e quantidades menores de
cloreto de sddio no interior do canaliculo. ions hidrogénio, decorrentes da dissociag&o
da molécula de 4gua em H+ e OH- (hidroxila) no citoplasma celular, sédo ativamente
secretados no canaliculo em troca de K+ (GUYTON; HALL, 2011).

Este processo de troca ativa € catalisado pela bomba de prétons H+ K+ -
ATPase, que, no estado de repouso esta na sua forma inativa dentro de tubulo-
vesiculas citoplasmaticas. A estimulacdo da secrecdo gastrica, no entanto, resulta no

aumento intracelular de AMPc e na sinalizacdo dependente de céalcio que promovem
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o recrutamento e fusdo dessas vesiculas com a membrana apical da célula e o inicio
da troca de ions (SCHUBERT, 2010; CHU; SCHUBERT, 2012; SCHUBERT, 2015).

As proteinas envolvidas na translocac¢éo e fusdo da bomba de protons H+ K+ -
ATPase incluem a miosina, actina, Rab GTPases e ezrina. Por outro lado, a cessacao
do estimulo secretério promove a recuperacdo e internalizacdo das vesiculas
(SCHUBERT, 2010, 2014, 2015; CHU; SCHUBERT, 2012). Assim, em decorréncia
dessa troca idnica, grande parte dos ions K+ e Na+ que foi difundido no canaliculo é
reabsorvida para o citoplasma, e os ions H+ tomam seu lugar no canaliculo. Esse ion
H+ associa-se com os ions ClI- presentes no canaliculo, gerando uma solucao forte de
acido cloridrico, que é, entdo, secretado para o exterior através da abertura do
canaliculo no limen da glandula (Figura 6) (GUYTON; HALL, 2011).

Figura 6 - Producéo de acido cloridrico nas membranas apicais das células
parietais das glandulas principais gastricas
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Fonte: Adaptado de BLANCO (2017)
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Devido aos ions extras secretados no canaliculo, a agua também passa por
osmose para o interior deste. Assim, além do acido cloridrico, em uma concentracao

aproximada de 150 a 160 mEqg/L, a secrec¢do final do canaliculo contém agua, cloreto
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de potassio a uma concentracdo de 15 mEg/L e uma pequena quantidade de cloreto
de sédio. Por fim, ocorre a formacéo de ions bicarbonato, em decorréncia da interagédo
do dioxido de carbono, formado durante o metabolismo celular ou proveniente da
entrada na célula pelo sangue, com ions hidroxila sob a influéncia da anidrase
carbbnica. Os ions bicarbonato difundem-se para fora do citoplasma para o liquido
extracelular em troca de ions cloreto, que séo secretados para o canaliculo (GUYTON,;
HALL, 2011).

2.1.4 Regulacdo neuro-humoral da secrecéo acida gastrica

O acido cloridrico secretado pelas células parietais gastricas gera o ambiente
fortemente acido do liumen gastrico (pH <2), que mata bactérias derivadas de
alimentos, facilita a digestdo e promove a absor¢cdo de minerais, incluindo fosfato,
calcio e ferro. Niveis elevados de secrecdo acida também representam uma
substancia potencialmente nociva a integridade da mucosa gastrica. Assim, a mucosa
gastrica deve manter um equilibrio entre a secrecdo &acida e os mecanismos de
protecdo da mucosa. O sistema neuroenddcrino extrinseco e intrinseco do estdbmago
equilibra as influéncias dos agonistas e dos antagonistas para manter uma faixa
segura de secrec¢do acida (BITZIOU; PATEL, 2012; SAM; BORDONI, 2022).

A secrecdo gastrica pode ser regulada por varios mecanismos como:
mecanismos paracrinos (histamina), endocrinos (gastrina) e neurais (acetilcolina).
Esses mecanismos envolvem a intercomunicacdo de células parietais com células
especializadas da mucosa gastrica (células enterocromafins - ECL no corpo/fundo do
estbmago, células G no antro e células D no antro e corpo/fundo do estbmago) e
neurénios (ARIN et al., 2017).

Os moduladores da secrecdo acida gastrica podem atuar estimulando ou
inibindo a secrec¢do. A acetilcolina, gastrina e histamina sdo as principais moléculas
gue atuam estimulando a bomba de prétons e consequentemente controlando a
secrecédo de acido cloridrico pela célula parietal. Ja os inibitorios sdo a somatostatina,
prostaglandinas E2 e 12 e polipeptideo gastrico inibitério (GIP) (BERRIDGE, 2014;
SCHUBERT, 2014; SABER; BAYUMI, 2016). As moléculas estimulatérias interagem
com receptores presentes nas células parietais associados a duas grandes vias de
transducédo de sinal: a via dependente do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc),

na qual a histamina age, e a via de sinalizacdo dependente de calcio, em que agem
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acetilcolina e gastrina. As duas vias ativam as proteinas quinases e resultam na
ativacdo da bomba de protons (H+ /K+ -ATPase) (BITZIOU; PATEL, 2012).

A acetilcolina possui diversas fungdes no cérebro e em outros sistemas
organicos do corpo. Este neurotransmissor é liberado por fibras pos-sinapticas de
neurénios do sistema nervoso central (SNC) e entérico principalmente durante a fase
cefalica da secrec¢do, estimulando a secrecdo gastrica por via direta e indireta. A
estimulagdo direta, ocorre via receptor muscarinico M3 na célula parietal, os quais
estdo acoplados a proteina Gg/11 na superficie das células parietais, as quais ativam
a via da fosfolipase C beta-1 (PLC-B1). Esta por sua vez hidrolisa fosfolipidios de
membrana, produzindo (IP3) e (DAG). O IP3 promove aumento nos niveis
intracelulares de célcio que juntamente com o DAG ativam a (PKC), que regula a fusédo
das tubulo-vesiculas contendo a H*-K*-ATPase a membrana apical das células
parietais. O aumento das concentragcdes de Ca?* é o estimulo para a translocacgédo das
vesiculas contendo a H*-K*ATPase, inativa, para a regiao apical das células parietais
tornando-a ativa (Figura 7) (SCHUBERT, 2014; SABER; BAYUMI, 2016).

Além disso, também age indiretamente, via receptor M1 nas células
enterocromafins (ECL) estimulando a secrecdo de histamina. Os receptores
muscarinicos M2 e M4 também estimulam de forma indireta a secre¢ado gastrica por
meio da inibicdo da secrecdo de somatostatina, um hormonio inibidor da secrecao
gastrica que age principalmente durante a fase intestinal, inibindo a secrecdo de
gastrina e de histamina e, desta forma, reduzindo a secrec¢éo acida (SAM; BORDONI,
2022).

A gastrina é o principal horménio envolvido na inducdo da secrecdo &cida
gastrica, ela age como um estimulador enddégeno que também pode induzir a
secrecao por mecanismos diretos e mecanismos indiretos. A gastrina é liberada tanto
durante a fase cefalica, como durante a fase gastrica (CZINN; BLANCHARD, 2011).
Este hormoénio é secretado pelas células G do estbmago e atua de maneira direta
ligando-se a receptores de colecistocinina tipo 2 (CCK-2) nas células parietais, e de
maneira indireta quando se liga a receptores CCK-2 encontrados nas células
enterocromafins (ECL). Esta ligacdo nas células ECL estimula os receptores a
secretarem histamina e induz a secre¢ao de acido cloridrico pelas células parietais,
sendo um dos principais mecanismos envolvidos na secre¢do de suco gastrico
(FOURMY; GIGOUX; REUBI, 2011).



44

Outra molécula reguladora é a histamina, que medeia inUmeras fun¢des no
organismo através de seus quatro subtipos de receptores acoplados a proteina G
transmembrana. O receptor de histamina do tipo 2 (Hz2) esta envolvido na producéo de
acido gastrico, sendo esse receptor o alvo farmacolégico de diversos medicamentos
(ALONSO et al., 2015).

A secrecao de histamina estimulada pela gastrina é o principal mecanismo de
secrecdo gastrica. A histamina fica armazenada em vesiculas secretoras presentes
nas células ECL e quando esta célula é estimulada pela gastrina, ocorre a sua
liberacdo e posterior ligacdo aos receptores H2 presentes nas células parietais
(FALUS; POS; DARVAS, 2011). Este horménio atuar4d de forma paracrina nos
receptores H: (acoplados a proteina Gs) das células parietais, ativando a via ciclase
de adenilil (AC) para gerar adenosina-3‘,5‘-monofosfato ciclico (AMPC). Este por sua
vez, ativa a proteina cinase dependente de AMPC (PKA) que ira fosforilar alvos como
ezerina, Lasp-1 e parcorina, que estao envolvidas no transporte e fusdo das vesiculas
contendo a H*- K*ATPase para a regido apical. Apos fundir-se com a membrana apical
da célula parietal a H*- K*ATPase encontra-se ativa para promover a extrusao do ion
H*, e, consequentemente, a formacédo do &cido cloridrico (HCI) (Figura 7) (ZHAO;
CHEN, 2012; WALDUM; HAUSO; FOSSMARK; 2014; BERRIDGE, 2014;
SCHUBERT, 2014; ALONSO et al., 2015).

De forma geral, a bomba de prétons (H* /K* -ATPase) pode ser ativada de trés
maneiras: através da ligacdo da acetilcolina a receptores M3, por meio da ligacdo de
gastrina a receptores CCK2 e da ligacao de histamina aos receptores H2 (IMHANN et
al., 2016; SANTOS; RAO, 2016). A meia-vida da bomba prétons é de apenas 50 horas
e estima-se que aproximadamente 25% das bombas de prétons sdo sintetizadas
todos os dias (IMHANN et al., 2016).

A inibicdo da secrec¢édo acida gastrica inicia-se pelos proprios mecanismos que
a estimulam. A gastrina além de atuar como um dos maiores secretagogos, age nas
células D induzindo a liberagdo de somatostatina, inibindo a secrecdo de gastrina. As
células D possuem grandes projecdes citoplasmaticas que permitem um contato com
as celulas G e com a célula parietal (acado paracrina). Quando concentracao de H*
estd elevada, sensores da célula D estimula a secrecdo de somatostatina
(SCHUBERT, 2014; CALLAGHAN; HOUSTON, 2022).
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A somatostatina € um horménio peptidico, que atua nos receptores SSTR2 —
receptor acoplado a proteina Gi —no qual inibe a formagdo de AMPC por ciclase
adenilil, inibindo a liberacdo de gastrina, histamina, e consequentemente, a secre¢éo
acida gastrica. Além desses, outros mediadores quimicos como as prostaglandinas
E2 e 12, adrenomedulina e o polipeptideo gastrico inibitorio (GIP) também inibem a
secrecdo acida gastrica (SCHUBERT, 2014; CALLAGHAN; HOUSTON, 2022).

Figura 7 - Regulacédo neuro-humoral da secrecéo de acido gastrico
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Legenda: sstR2- receptor de somatostatina tipo 2; Gi-Proteina G inibitéria; 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 concentracéo de Ca?*; CO: -dioxido de carbono; ATP-trifosfato de
adenosina; H*-ionhidrogénio; HCOs - ion bicarbonato; CI- - ion 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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2.1.5 Mecanismos de defesa da mucosa

A barreira mucosa serve como uma interface priméria entre o ambiente e o
hospedeiro. Na vida diaria, lesBes superficiais na mucosa gastrica ou duodenal
ocorrem regularmente, mas cicatrizam rapidamente por um processo chamado
“restituicdo”. A lesdo persistente da mucosa gastroduodenal também ocorre, mas
inicia uma lesdo regenerativa com mecanismos especificos de cicatrizacao de feridas
gue tentam reparar a funcéo de barreira. Se néo cicatrizadas, essas lesdes podem ser
o local de desenvolvimento da neoplasia em um cenéario inflamatério crénico (HAGEN,
2021).

Os mecanismos de defesa da mucosa gastrica envolvem sistemas locais e
neuro-hormonais que compreendem: fatores pré-epiteliais — muco, ions bicarbonato,
fosfolipidios de membrana e o acido gastrico; fatores epiteliais — células epiteliais,
fatores de crescimento e renovacgao celulares; fatores sub-epiteliais — inervacao
sensorial, fluxo sanguineo, fatores que atuam na reconstituicdo do epitélio e os
moduladores da barreira gastrica -prostaglandinas, oOxido nitrico e o sistema
antioxidante (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013; TARNAWSKI; AHLUWALIA;
JONES, 2014; HAGEN, 2021).

Figura 8 - Mecanismos de defesa da mucosa
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Fonte: Adaptado de TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012; YANDRAPU; SAROSIEK (2015)

Legenda: CCK, colecistocinina; CRF, fator de liberacdo da corticotropina; EGF, fator de crescimento
epidérmico; HCL, acido cloridrico; IGF, fator de crescimento semelhante a insulina;TGF-a, fator
transformador de crescimento a; TRF, fator de liberacao de tireotropina.

2.1.6 Fatores pré-epiteliais

Os fatores pré-epiteliais compreendem a primeira linha de defesa da mucosa
gastrica. Consiste em uma camada de muco e bicarbonato que funciona como uma
barreira fisico-quimica para inUmeras moléculas, incluindo os ions de hidrogénio e
pepsina (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). Essa camada retém o bicarbonato
secretado pelas células epiteliais superficiais para manter um microambiente neutro
(pH ~ 7,0) nas células epiteliais superficiais e impede a penetracdo da pepsina e,
portanto, a digestao proteolitica do epitélio superficial (JIN et al., 2017).

A composicdo da proteina do muco do trato gastrointestinal foi estudada pela
protedmica moderna (PELASEYED et al., 2014). O principal componente do muco
intestinal € a mucina MUC2 e no estbmago € a mucina MUC5AC, ambas produzidas
por células caliciformes. A mucina MUCG6, encontrada nas glandulas géastricas, nédo é
um componente do muco superficial e passa por canais transitérios formados no muco
superficial juntamente com o &cido cloridrico gastrico (PELASEYED et al., 2014).

O gel de muco é secretado por expulsdo apical das células epiteliais superficiais
e contém cerca de 95% de agua e cerca de 5% de glicoproteinas de mucina, produtos
dos genes da mucina (MUC). As unidades de mucina formadoras de gel polimerizam
em grandes multimeros de mucina essenciais para a formacédo de gel. No estbmago,
o0 MUCS5AC é expresso nas células epiteliais superficiais da cardia, fundo e antro; e o
MUCSG6 é expresso nas células do colo do fundo e nas glandulas antrais (NAMULEMA
et al., 2018).

O gel de muco é co-secretado com peptideos da familia do fator trifélio (TFFs)
de baixo peso molecular. Os TFFs sao parte integrante das vesiculas secretoras de
muco intracelular e podem desempenhar um papel na montagem intracelular e/ou
empacotamento de mucinas. Eles aumentam a viscosidade da mucina gastrica e
estabiliza a rede de gel. A secrecdo de muco é estimulada por horménios
gastrointestinais, incluindo gastrina e secretina, bem como PGE: e agentes
colinérgicos (NAMULEMA et al., 2018).
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O bicarbonato € outro fator pré-epitelial que protege o epitélio gastrico ao
neutralizar o acido gastrico. E secretado pelas células epiteliais na superficie luminal
da mucosa géstrica, em fendas gastricas, e na superficie luminal da mucosa duodenal.
A secrecédo de bicarbonato no duodeno serve para neutralizar o acido que chega ao
intestino proveniente do estdbmago. Uma hipotese que talvez explique esse efeito é
que a mucosa é sensivel a pressao parcial do CO2 (pCO2) gerado na sua superficie
durante a reacédo de secrecao entre H+ e HCO3- luminal. No estdmago, as PGs
estimulam diretamente a secrecdo de HCO3- (AMAGASE, 2013; YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015; JIN et al., 2017).

A mucosa gastrica também dispde de uma monocamada de fosfolipidios
tensioativa que reveste a camada de muco, repelindo a agua e o acido que se
aproximam dela. Os fosfolipidios apresentam a regido polar voltada para a camada
de muco e a regido hidrofobica de &cidos graxos encontrando-se voltada para o limen
(YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

O HCI também desempenha um papel protetor, pois sua acidez elevada é
responsavel pela inativacao de toxinas, eliminagdo de microrganismos ingeridos, além
da desnaturacdo da imunoglobulina E (IgE) promotora da alergia alimentar (HE et al.,
2017).

Quando a barreira pré-epitelial entre o limen e o epitélio € sobrecarregada ou
decomposta na doenca, a préxima série de mecanismos de protecao entra em acao,
incluindo a neutralizacdo intracelular do &cido, o rapido reparo epitelial e a

manutencdao e distribuicdo do fluxo sanguineo da mucosa (JIN et al., 2017).

2.1.7 Fatores epiteliais

A segunda linha de defesa da mucosa é formada por uma camada
continuamente renovada de células epiteliais superficiais, que secretam muco e
bicarbonato e sintetizam prostaglandinas, proteinas de choque térmico, peptideos
TFF, catelicidinas antimicrobianas, e p-defensinas. As células epiteliais de superficie
sao interconectadas por juncdes apertadas e jungdes comunicantes formando uma
barreira regulada seletivamente permeavel, impedindo a retrodifusdo de acido e
pepsina (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).
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A permeabilidade das células epiteliais de superficie € regulada principalmente
pela juncao intercelular apical referida como juncbes gap. Moléculas de juncdes
comunicantes contém F-actina filamentosa que mantém a integridade da mucosa, e
E-caderina que regula a permeabilidade intestinal formando filamentos entre as
células. As células epiteliais sdo hidrofobicas e repelem o acido e agentes prejudiciais
soluveis em 4gua devido a presenca de fosfolipidios em sua superficie (YANDRAPU,;
SAROSIEK, 2015).

As proteinas de choque térmico (HSP) também contribuem para a barreira
epitelial intestinal, sendo que o aumento da temperatura, estresse e agentes
citotoxicos estimulam a sua secrecdo pelas células epiteliais gastricas. As HSP
impedem a desnaturacéo de proteinas e promove a permeabilidade intestinal durante
a elevacado da temperatura, protegendo assim as células contra lesdes (TUSTUMI et
al., 2022). Os peptideos TFF (peptideos da familia do fator trefoil) regulam a
reepitelizacdo e desempenham um papel integral nas defesas epiteliais por meio da
promocao da restituicdo da mucosa apos lesdo do epitélio superficial (HOFFMANN,
2020). As catelicidinas e B-defensinas sdo peptideos catidnicos que desempenham
papéis no sistema de defesa inato nas superficies mucosas, impedindo a colonizacéo
bacterianas. Eles foram previamente demonstrados em células epiteliais gastricas
acelerando a cicatrizacdo de ulceras (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

2.1.8 Fatores sub-epiteliais

2.1.8.1 Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo continuo através dos microvasos € muito importante para a
funcdo e manutencéao da integridade estrutural do trato gastrointestinal. O papel critico
da microcirculagdo € fornecer oxigénio e nutrientes a todos os tecidos e células e
remover metabalitos téxicos gerados (ZHIQIANG et al., 2021).

Durante a lesdo da mucosa gastrica, seja por uma substancia irritante ou
retrodifusdo do acido, promove o aumento rapido no fluxo sanguineo da mucosa, bem
como da angiogénese, na perspectiva de remover e/ou diluir o 4cido e os agentes
nocivos. Esta resposta parece ser essencial para a defesa da mucosa porque a
supressdo por meio da restricdo mecanica do fluxo sanguineo leva a necrose
hemorragica (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). Esse processo envolve tanto ativacéo
dos nervos aferentes sensoriais como também liberacéo de 6xido nitrico (NO) (LAINE;
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TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Além disso, o endotélio que reveste 0s vasos
sanguineos, gera substancias vasodilatadoras, como o NO e prostaciclinas (PGI2)
que apresentam efeitos protetores na mucosa gastrica (TARNAWSKI; AHLUWALIA,
JONES, 2012; ZHIQIANG et al., 2021).

2.1.8.2 Inervacao Sensorial

A mucosa gastrica e 0s vasos submucosos sdo inervados por neurbnios
sensitivos aferentes primarios e nervos que formam um plexo denso na base da
mucosa. Essa inervagdo consiste em um conjunto de fibras nervosas a partir desse
plexo que entram na lamina prépria, acompanham os vasos capilares e terminam
abaixo das células epiteliais superficiais. Essas terminacdes nervosas podem detectar
o contetdo luminal e a entrada de acido na mucosa via canais sensiveis a acido
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Os nervos sensoriais sao sensiveis a capsaicina que além de conduzirem
informacgdes de dor para o sistema nervoso central, atuam liberando neuromediadores
como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Este
altimo esta relacionado com 0 gene que exerce uma acao protetora da mucosa,
provavelmente, pela vasodilatacdo dos vasos da submucosa mediada pela via do
NO/GMPc/PKG/KATP. Essas fibras também séo sensiveis ao contetdo alimentar que
se encontra no lumen estomacal bem como ao aumento da secrecéo acida gastrica
(KWIECIEN et al., 2012; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

2.1.9 Fatores pés- epiteliais

2.1.9.1 Oxido Nitrico e Canais de potassio sensiveis a ATP (Katp)

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora biolégica, que desempenha
um papel importante na transducéo de sinais humanos. Uma das suas fun¢des mais
importantes é atuar nas células musculares lisas dos vasos sanguineos para relaxar.
Devido a extensa pesquisa sobre o NO, alguns estudos mostraram que o seu papel
inclui a regulacéo da vasodilatacéo e contracdo dos vasos sanguineos, participando
da resposta inflamatoria e do processo de coagulacdo e regulagédo do ciclo celular
(CACANYIOVA et al., 2013).
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Tem sido discutido o papel bifasico que o NO pode desempenhar, protegendo
ou agredindo a mucosa do estdbmago, de acordo com seus niveis de producéo e o tipo
de enzima envolvida na sua sintese (BRUNEL et al., 2016; SIES; JONES, 2020).

Na Ulcera péptica, o NO assume papel importante na manutencdo da mucosa
gastrica (TEPPERMAN; SOPER, 1994). O NO pode ser usado como um agente
protetor para Ulcera gastrica, promovendo o fluxo sanguineo da mucosa, estimulando
a secrecao de muco gastrico e reduzindo a infiltracédo de leucécitos (MCCARTY, 2013;
LIANG et al., 2021).

O NO ¢é sintetizado principalmente pela NO sintase (NOS) em trés subtipos:
NOS neuronal, NOS endotelial e NOS induzivel. A NOS neuronal e a NOS endotelial
esta envolvida na manutencéo da integridade da mucosa gastrointestinal por meio da
regulacao do fluxo sanguineo da mucosa gastrica, secre¢do da mucosa e barreira de
defesa. No entanto, o NO sintetizado pela NOS induzivel est4 envolvido no dano
tecidual na resposta inflamatoria (LIANG et al., 2021).

ApoOs sua producdo pelas células endoteliais (e-NOS), o NO se difunde para a
camada muscular estimulando a enzima ciclase de guanilil solavel (CGs). A CGs € um
receptor heterodimérico com duas subunidades (a e B) e quatro isoformas (a1, a2, B1e
B2). Esses receptores séo ativados pelo NO, convertendo o trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), que ativa a proteina cinase
dependente de cGMP (PKG), fosfodiesterases (PDEs) e canais idnicos para obter
respostas celulares (como vasodilatacdo, regulacéo da apoptose e angiogénese) que
irdo contribuir para a manutencdo da homeostase (BERRIDGE, 2014). Essa
sinalizacdo NO/cGMP pode ativar diferentes alvos proteicos, como 0s canais de
potassio ATP-dependentes (Katp).

Os Katp séo funcionalmente expressos em células do musculo liso e 0 aumento
citosodlico de cGMP promove a abertura desses canais favorecendo o efluxo de ions
K*, alterando o potencial elétrico da membrana, reduzindo a entrada de Ca?* pelos
canais de célcio dependentes de voltagem (Cav), culminando na hiperpolarizacao da
membrana celular, promovendo vasodilatacdo e aumento da microcirculagdo géastrica
(WALLACE, 2019; LIANG et al., 2021).
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2.1.9.2 Prostaglandinas

As prostaglandinas enddgenas (PGs), produzidas a partir do &cido
araquidénico pelas duas isoformas da ciclooxigenase (COX) e varias PG sintases,
desempenham um papel importante na regulacdo de varias acbes no trato
gastrointestinal (GI), como secrecdo &cida, secrecdo de bicarbonato, producédo de
muco, fluxo sanguineo da mucosa e manutencédo da integridade da mucosa. De fato,
a PGE2 exdgena protege a mucosa gastrica de uma variedade de estimulos nocivos,
como agentes necrotizantes, estresse e da acdo dos anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINEs) (TAKEUCHI; AMAGAS, 2018).

Existem trés isoformas principais da COXs, sendo a COX-1 (constitutiva)
responsavel por manter os niveis basais de PGs, a COX-2 (induzivel) catalisa a
converséao de acido araquidénico em mediadores lipidicos durante a inflamacéo, e a
COX-3 que estd envolvida na biossintese de mediadores anti-inflamatérios
enddgenos, uma vez que é ativada mais tarde na inflamacdo (CHANDRASEKHARAN
et al., 2002; DAVIES et al., 2004; MURI; SPOSITO, METSAVAHT, 2009).

O AA apés clivado é oxidado pela COX transformando-se em prostaglandina
G2 (PGG2), um metabolito intermediario instavel, reduzido rapidamente a
prostaglandina H2 (PGH2). Por fim, esta € substrato para uma série de isomerases e
oxidorredutases especificas que irdo converté-la a diferentes tipos de prostaglandinas
(PGE2, PGD2, PGF2), prostaciclina (PGI2) e tromboxano (TXA2), que irdo atuar em
diferentes receptores acoplados a proteina G (GPCRSs), receptores da PGE (EP),
receptor de PGF (FP), receptor de PGI2 (IP) e receptor de PGD2 (DP), produzindo
diferentes respostas bioldgicas (GARCIA-MIGUEL, 2016).

As prostaglandinas do tipo E2 (PGE2) sdo as mais efetivas na protecdo da
mucosa (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013). Estas prostaglandinas possuem
a capacidade de estimular uma reacdo em um tipo de tecido e inibir a mesma reacao
em outro tipo de tecido. Essa capacidade € determinada pelo tipo de receptor ao qual
a prostaglandina se liga. Para exercer suas ac¢des bioldgicas, essas prostaglandinas
se ligam a receptores de prostaglandina E do tipo 1 ao 4. Quando as PGE2, por
exemplo, ativam receptores EP3, elas estimulam a secre¢cdo de muco e bicarbonato

pelas células superficiais da mucosa gastrica. Quando ativam os receptores EP1, elas
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estimulam a proliferacdo celular e favorecem o aumento do fluxo sanguineo da
mucosa (TAKEUCHI, 2014).

As prostaciclinas (PGI2) também possuem efeito gastroprotetor por meio da
regulacdo do tbnus vascular, causando vasodilatacdo e opondo-se a acdo de
leucotrineo C4, tromboxano e endotelina, agentes vasoconstritores que prejudicam a
mucosa (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). Além disso as prostaglandinas séo
capazes de ativar canais de potassio sensiveis ao ATP, como as PGE2 e PGI2, e
essa ativacdo também € responsavel por mecanismos de protecdo da mucosa
gastrica (TAKEUCHI; AMAGAS, 2018).

2.1.9.3 Grupamentos sulfidrila (SHs)

Os grupamentos sulfidrila (SHs) sdo formados por grupos quimicos tiéis que
contém um atomo de enxofre que por meio de pontes de dissulfeto sdo responséaveis
por aumentar a producdo e manter a estabilidade do muco, além de estarem
envolvidos na manutencdo da integridade gastrica, particularmente quando as
espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na formagdo dos danos teciduais
(OUYANG et al., 2018).

Os grupamentos sulfidrilicos tem a capacidade de diminuir a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, desse grupo se destacam a glutationa redutase (GSH),
peroxidase (GPx) e Tranferase (GSTS). A GSH é considerada um excelente
nucleodfilo, devido a sua capacidade de doar elétrons a outros compostos, 0 que a
torna um bom redutor (WOMERSLEY; UYS, 2016). A diminuicdo da disponibilidade
deste antioxidante ndo enzimético agrava o estresse oxidativo e resulta no aumento
das lesbes a mucosa gastrica e as concentracdes de grupos SH servem como
marcadores de oxidacao proteica (NARAYANANKUTTY et al., 2019; ZHANG et al.,
2020).

De forma geral os SHs desempenham um papel importante na protecao da
mucosa gastrica, a glutationa protege a integridade e a permeabilidade da membrana
celular e pode atuar como antioxidante sequestrador de radicais livres, na manutencéo
da funcdo imunologica, na regulacdo da sintese e degradacédo de proteinas e na

manutencdo da estrutura proteica (PEREZ et al., 2017).
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2.1.9.4 Sistema antioxidante

O metabolismo celular é responséavel pela producdo natural de EROs. No
entanto, o acumulo excessivo destas moléculas pode causar danos as estruturas
celulares (GASCHLER; STOCKWELL, 2017). As EROs podem ser radicais livres, que
sdo &tomos ou moléculas que possuem uma quantidade impar de elétrons, como 0s
radicais superdxido (O2) ou agentes oxidantes, que ndo apresentam elétrons
desemparelhados, como o peréxido de hidrogénio (H202) e o ozbénio (O3). Cabe
ressaltar que as EROs séo essenciais para varios processos fisiologicos, incluindo a
fosforilacdo de proteinas, diferenciacao celular, ativacdo de fatores de transcricéao,
imunidade celular, dentre outros (HRYCAY; BANDIERA, 2015).

As EROs também sdo produzidas em resposta a fatores externos, como
radiacdo UV, consumo de bebidas alcodlicas, ingestdo de AINES, poluicdo, cigarro,
dentre outros. A producédo de EROs ligadas a fatores externos tém sido implicadas em
diversas patologias, incluindo na ulcera géastrica (BHATTACHARYYA et al., 2014,
SIES; JONES, 2020).

O Sistema antioxidante é um conjunto de moléculas e enzimas que reagem
com espécies reativas de oxigénio (EROs) e inativa-as para prevenir o estresse
oxidativo (GOUGH; COTTE, 2011). Este sistema de defesa pode ser enzimatico e ndo
enzimatico. O sistema de defesa enziméatico é composto por proteases que formam a
primeira linha de defesa contra o anion superoxido e o peréxido de hidrogénio, como:
a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa S-transferase (GST) (KIVRAK et al., 2017; SARANGARAJAN et al., 2017).

O sistema antioxidante ndo enzimaticos corresponde a segunda linha de defesa
e pode ser de producdo enddgena ou exdgena, com destaque para a glutationa
reduzida (GSH), tioredoxinas, acido urico e bilirrubina que sao antioxidantes
enddgenos e acido ascorbico, tocoferois, vitaminas E C, carotendides, compostos
fendlicos que séo antioxidantes exdgenos (MURPHY, 2009; GOUGH; COTTE, 2011,
CALCABRINI et al., 2016; KIVRAK et al., 2017; SARANGARAJAN et al., 2017).

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

A reacdo espontanea de superéxido (O%) com oéxido nitrico (NO) produz
peroxinitrito (ONOO"). A enzima NADPH oxidases (NOX) e as mitocondrias sdo fontes
potenciais de superoxido, deste modo, o 6xido nitrico € gerado por Oxido nitrico
sintases (NOS) e o peroxido de hidrogénio pode ser formado diretamente por varias
oxidases. Os mecanismos de defesa antioxidante celular incluem enzimas para o
metabolismo rapido de EROs (Espécies reativas de oxigénio), proteinas de ligacéo
para metais de transicdo (ex. Ferritina) e antioxidantes de quebra de cadeia (ex.
Vitamina E) para prevenir a peroxidacdo lipidica (LPO). O superéxido pode ser
metabolizado pela superdxido dismutase-1 (Cu/Zn-SOD) e dismutase-2 (Mn-SOD), ja
0 peroxinitrito pode ser eliminado pela glutationa (GSH) e o peréxido de hidrogénio é
reduzido pela glutationa peroxidasel (GPx1) ou pela catalase (CAT) como mostrado
na Figura 9 (JAESCHKE; RAMACHANDRAN, 2018).

Figura 9 - Mecanismos de acdo de enzimas antioxidantes sobre espécies
reativas do oxigénio
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Legenda: NOXs, NAPH oxidase; SOD, superdxido dismutase; PRx, peroxiredoxinas; GPx, glutationa
peroxidase; CAT, catalase.

2.1.95 Citocinas

As citocinas séo pequenas proteinas secretadas (<40 kDa), que sao produzidas
por quase todas as células para regular e influenciar a resposta imune (KANY et al.,
2019).

As citocinas sdo moléculas importantes na regulacdo e manutencdo da
homeostase, desenvolvimento embrionério, controle e desenvolvimento de processos
imunopatoldgicos, bem como na diferenciacdo, proliferacdo e apoptose celular.
Podem ser classificadas com base nas propriedades bioquimicas e fisiologicas que
apresentam, sendo agrupadas em interleucinas (IL), linfocinas, monocinas,
interferons, fatores estimulantes de colonias, quimiocinas e fator de necrose tumoral
(TNF) (BURLAKOVSKIY; YEMELYANOV; LUTOVA, 2016).

Com base em sua fonte celular, as citocinas séo classificadas em citocinas do
tipo 1, produzidas pelo cluster de diferenciacéo 4 (CD4)+ T-helper 1, incluindo IL-2,
IL-12, IFN-y e TNF- B8 ; e citocinas do tipo 2, produzidas por células CD4+ Th 2,
incluindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (LIU et al., 2021). Dependendo do seu papel no
processo inflamatério, as citocinas podem ser tidas como pro-inflamatoéria (IL-1 (3, IL-
2, IL-6, IL-7 e TNF), ou imunoregulatérias (IL-10, IL-11, e IL-13), aumentando ou
atenuando a resposta inflamatdria, respectivamente (BLUNDELL, et al., 2015; KANY
et al., 2019).

As citocinas pro-inflamatérias contribuem para o inicio e a propagacédo da
inflamagéo, enquanto as citocinas anti-inflamatérias facilitam a regressdo da
inflamac&o e a recuperacao das fases agudas da doenca (LIU et al., 2021).

A resposta inflamatoéria é controlada principalmente por citocinas que induzem
uma resposta de fase aguda para proteger o hospedeiro contra irritacdo, lesao e
infeccdo. Essa reacdo comeca com a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como
IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-12, IFN- y e TNF- a da mesma célula ou de células diferentes. O
principal papel dessas citocinas é comunicar aos tecidos circundantes a ocorréncia de
infecc@o ou lesdo. Além disso, essas citocinas podem entrar na circulagdo sistémica,

estimulando ativacdo de células imunes e alteracdes significativas na fisiologia do
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hospedeiro, como febre e reacdo de fase aguda (BOSHTAM et al., 2017; LIU et al.,
2021).

As citocinas pro-inflamatorias tém propriedades imunolégicas que podem ser
benéficas para o hospedeiro contra a invasao por bactérias e outros microorganismos
no ambiente imediato ou na flora endégena da pele e do trato intestinal (BOSHTAM
et al., 2017).

Os macréfagos sao a primeira linha de defesa do hospedeiro contra a infec¢ao
bacteriana, desempenhando papéis importantes no inicio das respostas imunes
adaptativas. Eles sdo estimulados por produtos bacterianos e liberam varias citocinas
pré-inflamatérias, incluindo IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN- a/ y - a. Essas citocinas
estdo relacionadas umas com as outras, pois sdo liberadas coordenadamente de
macrofagos ativados e modulam a resposta imune para proteger o hospedeiro
(MUNOZ-CARRILLO et al., 2018; LIU et al., 2021).

A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatéria com funcdes

imunorreguladoras que inibem a producéo de varias citocinas pro-inflamatorias.
Apresenta efeito anti-inflamatério em eosindfilos, basofilos e mastécitos e, portanto,
desempenha um papel importante no controle e regulacdo da inflamacdo. Sob
condicdes fisiologicas, essas citocinas limitam os efeitos potencialmente prejudiciais
da expressdo sustentada ou excessiva de rea¢des pro-inflamatérias (CHEN et al.,

2019). Essas citocinas anti-inflamatorias ja se mostraram benéficas em varias
condi¢Bes clinicas associadas ao excesso de inflamacédo. Por exemplo, podem ser
usadas como drogas para tratar doengas relacionadas a inflamacéo (LIU et al., 2021).

A IL-10 desempenha um papel protetor devido a suas propriedades
imunomoduladoras, regulando o sistema imunolégico da mucosa géstrica, reduzindo

a producéo de citocinas proé-inflamatérias, inibindo a infiltracdo neutrofilica e a
apresentacao antigénica (LIU et al., 2021).

Nas Ulceras gastricas, a expressao e a atividade dessas citocinas encontram-
se desreguladas, contribuindo para o estado inflamatério cronico. Estudos
experimentais demonstraram que essas moléculas desempenham um papel
significativo na formacdo das ulceragbes por atuarem induzindo um aumento na
expressao de moléculas de adesdo em leucdcitos e células endoteliais e promoverem
a infiltracéao neutrofilica na mucosa inflamada. Esses fatores sdo cruciais para geragao

de lesdes gastrintestinais e a recorréncia das ulceracbes (MOUSA et al., 2019). De
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maneira geral, as citocinas envolvidas nas afeccbes do trato gastrintestinal sao
TNF- a, IFN- y, TGF- B, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 (LIU et al., 2021).

2.2 Fatores agressores da mucosa

2.2.1 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 alcool €
um dos agentes agressores exdgenos mais irritantes da mucosa géstrica, devido a
sua acao multifatorial, causando danos em todos os sistemas de defesa da mucosa
do estbmago (BADR et al., 2019).

A fisiopatologia da Ulcera gastrica induzida por etanol tem sido correlacionada
com a interacdo entre varios fatores, como espécies reativas de oxigénio (ROS),
atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB) e citocinas inflamatérias (SIDAHMED et al.
2013; ALl et al., 2023).

A ingestdo de etanol pode contribuir para o estado de estresse oxidativo que é
acompanhado pelo aumento dos niveis de malonaldeido (MDA) e diminuicdo dos
niveis de superéxido dismutase (SOD). Isso pode levar a infiltracdo de
neutroéfilos/macrofagos e ativacao do fator de transcricdo NF-kB. Com isso ocorrera o
aumento na producado de citocinas inflamatdrias, como fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) e interleucina-1-beta (IL-1B), e consequentemente sera desencadeado um
aumento do processo inflamatorio ulceracdo e danos a mucosa gastrica (ARAB et
al. 2015; ALl et al., 2023). Além disso, a administracédo de etanol pode reduzir o fluxo
sanguineo gastrico, bicarbonato e secrecao de muco, o que perturba o equilibrio entre
os fatores agressivos e defensivos na mucosa gastrica, levando a mais danos a
mucosa (RAISH et al. 2021).

O etanol difunde-se pela camada de fosfolipidios e muco da mucosa gastrica,
produzindo desestabilizacdo, com consequente retrodifusdo dos H*, diminuicdo de
producédo e secrecao de muco, bicarbonato e fluxo sanguineo gastrico, resultando na
formacao de Ulceras gastricas graves com presenca de infiltrag&o celular, hemorragia
sub-epitelial e edema na camada submucosa (BOEING et al., 2016; BOUTEMINE et
al., 2018; DA SILVA et al., 2018).

O etanol também age de modo sistémico, penetrando rapidamente na mucosa

gastrica e na corrente sanguinea, sendo convertido a acetaldeido pela enzima alcool
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desidrogenase, diminuindo os niveis dos sistemas antioxidantes e liberacdo de
radicais livres de hidroperoxidos e anion superoxido. Esses radicais livres causam um
aumento no estresse oxidativo nos tecidos e dos niveis de malondialdeido (MDA), um
marcador de aumento da peroxidacdao lipidica (ZAKARIA et al., 2016).

Em geral, o efeito deletério induzido pelo etanol pode se manifestar diretamente
via geracdo de metabdlitos reativos ou indiretamente via ativacdo de outros

mecanismos que finalmente desencadeiam o dano oxidativo (ZAKARIA et al., 2016).

2.2.2 Anti-inflamatétios Nao Esteroidais (AINES)

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

Os AINESs responsaveis pela injaria gastrica podem apresentar uma acéao local
ou sistémica. O efeito local estd associado com as caracteristicas quimicas da
estrutura dessas moléculas, que em geral sédo acidos fracos. A propriedade acida em
conjunto com a baixa polaridade desses compostos confere uma acéo detergente,
gue 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, leva a reducao da sintese de prostaglandinas, como PGE:2
e PGlz, pela inibicdo da atividade da enzima ciclo-oxigenase comprometendo 0s
eventos citoprotetores dessas moléculas. Com a inibicdo da atividade das enzimas
COXs, o0 seu substrato AA, é desviado para a via da lipoxigenase (LOX) que resulta
na formacdo de leucotrienos B4 e fatores quimiotaticos para neutréfilos que sao
importantes agentes liberadores de EROs e interleucinas pré-inflamatorias (KUNA et
al., 2019).
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Figura 10 - Possiveis vias envolvidas no dano gastrointestinal induzido por
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2.2.3 Estresse

Varios estudos relatam que o estresse tem sido associado ao aumento do risco
de desenvolver Ulceras pépticas (KANNO et al., 2013; MELINDER et al., 2015). O
estresse pode ser amplamente definido como uma ruptura real ou antecipada da
homeostase que desencadeia resposta hormonal, comportamental e fisioldgica para
lidar com o desafio homeostatico, estando envolvido na fisiopatologia de uma
variedade de doencas, incluindo ansiedade, depresséo, deméncia, entre outras (BALI,
JAGGI, 2015).

Em condi¢des de estresse, 0 sistema simpatico adrenomedular € rapidamente
estimulado, reduzindo o fluxo sanguineo para a mucosa gastrica, o que leva a hipdxia
e isquemia local (YE et al., 2013). A condicao de hipoxia/isquemia é seguida de uma
acentuada resposta inflamatoria da mucosa gastrica, o que contribui para a necrose
epitelial e a formagéo de erosdo hemorragica (HAMAGUCHI ET AL., 2001; YE et al.,
2013).

As Ulceras induzidas em condicbes de estresse estimulam a liberacdo de

catecolaminas, cortisol e ativacdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA)
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(LANDEIRA-FERNANDEZ, 2004). ApoOs ativacdo, o eixo HPA associa-se a
desregulacdo dos hormdnios gastricos, geracdo de radicais livres e aumento do
estresse oxidativo na mucosa gastrica. O cortisol aumentado regula positivamente a
producdo de TNF-a e IL-6 pelos macrofagos (ELSHAZLY et al., 2018).

As lesdes gastricas induzidas pelo estresse reduzem os niveis de GSH, a
sintese e secrecdo de prostaglandinas e muco; elevam os niveis de peroxidacéo
lipidica no tecido géstrico; induzem a liberag&o de citocinas pré-inflamatérias (TNF-q,
IL-6, IL-1B) (LYLE et al., 2009), bem como de NF-kB, que €é estimulado rapidamentee
de forma continua (YE et al., 2013; TANYELI et al., 2017).

A prética do tabagismo € um dos habitos mais difundidos mundialmente e esta
relacionada as Ulceras gastricas (LAZAAR et al., 2015). Estudos sugerem que a sua
fumaca modula positivamente agente agressores como a secrecdo acida gastrica e
de pepsina, além de promover efeitos pro-inflamatérios com recrutamento neutrofilico
e producdo de EROs. Entretanto sugere-se que a fumaca do cigarro aumenta a
secrecdo de acido e pepsina, radicais livres e infiltracdo de neutrofilos e liberacdo de
grelina na circulacdo (que atua estimulando a liberacdo do horménio gastrina e a
secrecao de acido gastrico) ao mesmo tempo que reduz fatores protetores como fluxo
sanguineo, secrecdo de muco, PGs e fatores de renovacado e cicatrizacdo celular
(LAZAAR et al., 2015; NOBLE, 2017).

2.2.4 Helicobacter pylori (H. pylori)

O H. pylori € uma bactéria em forma de espiral que cresce no trato digestivo.
Segundo Barchi et al. (2018), esta bactéria esta presente na mucosa do estdmago de
45 a 50% dos seres humanos em todo o mundo. As baixas condi¢bes
socioecond6micas na infancia séo os fatores de risco mais importantes para a infec¢ao
por H. pylori (EUSEBI; ZAGARI; BAZZOLI, 2014; SIDDIQUE et al., 2018). A
prevaléncia de H. pylori € maior em paises em desenvolvimento, especialmente na
Africa, América Central, Asia Central e Europa Oriental (HOOI ET AL,
2017). Geralmente é adquirido na infancia em ambiente de condi¢gdes insalubres e

aglomeracao, principalmente em paises com nivel socioeconémico mais baixo.
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O H. pylori causa degeneracéao e lesédo das células epiteliais, que geralmente é
mais grave no antro, pela resposta inflamatoria com neutrdfilos, linfocitos, plasmaocitos
e macréfagos (KUNA et al., 2019).

O mecanismo pelo qual o H. pylori induz o desenvolvimento de diferentes tipos
de lesBes na mucosa gastroduodenal, ndo esta totalmente esclarecido. A infec¢éo por
H. pylori pode resultar em hipocloridria ou hipercloridria, determinando assim o tipo de
Ulcera péptica (ZAKI et al., 2013). A infeccdo por H. pylori inibi a producédo de
somatostatina pelas células D com consequente hipergastrinemia e aumento da
secrecdo acida. Os fatores de viruléncia produzidos pela H. pylori sdo essenciais para
a colonizagéo do estbmago e sobrevivéncia no ambiente gastrico hostil. O H. pylori
produz uma grande quantidade de urease, uma enzima intracelular que catalisa a
hidrolise da ureia para formar amdnia e dioxido de carbono, que neutraliza o acido
gastrico, favorecendo a sobrevivéncia e colonizacédo do H. pylori no estbmago. Além
disso, a urease induz a producado de citocinas pré-inflamatdrias, migracédo de células
T e expresséao de iINOS, gque produz inflamacéo e causam leséo no tecido (ZAKI et al.,
2013).

A H. pylori expressa varias proteinas que se configuram como importantes
fatores de viruléncia. As principais séo: a citotoxina vacuolizante A (VacA), que forma
canais na membrana plasmatica de células epiteliais e também pode interagir com a
membrana mitocondrial e induzir a apoptose; gene associado a citotoxina A (CagA),
injetado em células eucariéticas e induz a transducao celular, envolvido na indugéo
de citocinas proé-inflamatérias liberadas pela célula hospedeira, que provoca

citotoxicidade epitelial e agravamento da inflamacdo (KUNA et al., 2019).

2.3 Microbiota

O TGl (principalmente intestino) é colonizado por 1-4 x 10 *®> microrganismos,
coexistindo em uma relacdo equilibrada (SCHULZ et al., 2015). A maioria das
bactérias encontradas no intestino dos adultos consiste em Bacteroides e
Parabacteroides (SGAMBATO et al., 2017).

O ambiente anaerobio do lumen intestinal ndo facilita a colonizacdo e o
desenvolvimento de patogenos aerdbios em condi¢cdes normais, embora espécies
patogénicas anaerdbicas e facultativas possam invadi-lo e promover doengas. Cada
sitio do TGI tem uma distribuicdo Unica de microflora. Quando comparada com o
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estbmago e duodeno, a densidade de bactérias aumenta no jejunol/ileo e célon. Para
produzir as condi¢les ideais para sua interacdo e sobrevivéncia comuns, o hospedeiro
e 0S microoranismos desenvolveram mecanismos especificos, a interrupcdo desses
mecanismos desencadeia um desequilibrio das espécies microbianas, denominada
disbiose, que gera uma disfuncdo da barreira intestinal e inducdo de resposta
inflamatoria (LIATSOS et al., 2022).

A microbiota intestinal humana inclui cerca de 100 trilhdes de substancias
microbianas, compostas por bactérias e virus (WALSH et al; 2014). O
desenvolvimento do microbioma intestinal durante os estagios iniciais da vida afeta a
melhoria do sistema imunoldgico da mucosa e a suscetibilidade do individuo a
algumas doencas. O estdbmago era conhecido por ser um 6rgéo estéril devido a sua
forte producéo de &cido, entretanto, a descoberta do Helicobacter pylori (H. pylori) em
1982, seguido pela identificacdo de microbiota adicional no estbmago, mudou esse
entendimento (WALSH et al. 2014; YANG et al., 2016). O interesse e a pesquisa ha
comunidade microbiana do estbmago aumentaram nos Ultimos anos devido a
melhorias nos métodos independentes de cultura (OZBAY et al., 2020).

Dados recentes revelaram que existe uma variedade de microorganismos no
estbmago com uma densidade de 10 ' a 10 2 unidades formadoras de colbnias/g
(LIATSOS et al., 2022). O microbioma gastrico é composto por bactérias ingeridas
principalmente pelo trato oro respiratorio e secundarias do intestino por refluxo biliar
trans pilérico (YU et al.,, 2017; LIATSOS et al., 2022). O estbmago possui uma
microbiota Unica, incluindo cinco filos principais, como Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria e Bacteroidetes. Esses filos s&o identificados tanto
em pessoas infectadas com H. pylori e ndo infectadas (OZBAY et al., 2020).

Técnicas moleculares de laboratorio com alta sensibilidade indicaram
gue Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Veillonella e Rothia representam as
principais popula¢cdes bacterianas no tecido gastrico, sendo Streptococcus 0 género
mais dominante (SUNG et al., 2016; SCHULZ et al., 2016; LIATSOS et al., 2022). Os
principais fatores que influenciam a microbiota gastrica sédo os habitos alimentares,
idade, etnia, uso de medicamentos (IBPs, antibiéticos), inflamacg&o da mucosa gastrica
e cancer gastrico (LIATSOS et al., 2022).

A interacdo entre a microbiota gastrica e diferentes doengas gastrointestinais e

extradigestivas € de grande interesse em muitos estudos recentes. Apesar de poucos
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estudos abordando o papel de outra microbiota nas doengas gastroduodenais, parece
que diferentes comunidades microbianas gastricas, como a super-representacdo do
género Streptococcus no filo Firmicutes, também podem levar a gastrite, mesmo na
auséncia de H. pylori. Consequentemente, bactérias ndo H. pyloricas também podem
desempenhar um papel importante na patogénese das doencas gastroduodenais, por
meio de mecanismos e intera¢cdes complexas que ainda precisam ser totalmente
esclarecidas (LI et al., 2009; PETRA; RUS; DUMITRASCU, 2017; LIATSOS et al.,
2022).

2.4 Ulcera Péptica

2.4.1 Etiologia e Fisiopatologia

A Ulcera péptica pode ser definida como sendo lesdes de cunho inflamatorio e
necrotizante a mucosa do trato gastrintestinal, resultando em ulceracdes que podem
se estender da muscosa até camadas mais profundas como da submucosa, muscular
e serosa. Sao localizadas mais comumente no estobmago e duodeno, embora possam
também se localizar no esbéfago ou diveticulo de Meckel (JUSTINA et al, 2016; LANAS;
CHAN, 2017; WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022).

A Ulcera péptica era tradicionalmente considerada como o resultado do
aumento da producdo de acido, fatores dietéticos e do estresse. No entanto, a
infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori e 0 uso de anti-inflamatérios nao esteroidais
(AINEs), sdo as causas mais prevalentes. Outros fatores, como ingestao de alcool,
tabagismo, baixo nivel soioeconémico (higiene e habitos alimentares inadequados),
ansiedade, deficiéncia de vitaminas, hiperparatireoidismo, entre outros, também
podem contribiur (AMORIM et al, 2016; BJARNASON et al., 2018; KAVITT et al.,
2019).

A etiologia da Ulcera péptica € complexa e multifatorial, compreendendo um
desequilibrio entre a acdo dos agentes agressores da mucosa gastrintestinal (ACTIS;
PELLICANO, 2017) e sua capacidade em resistir a agressao por meio de elementos
defensivos, como a sintese de prostaglandinas citoprotetoras, muco, bicarbonato,
oxido nitrico, sistema antioxidante endogeno e fluxo sanguineo adequado (Figura 11).
(MALFERTHEINER; SCHULZ, 2020).
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Figura 11 - Mecanismos de injaria e protecdo gastrica
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granulacao (G), mas a cicatriz fibrotica (S), que leva tempo para se desenvolver, esta presente
somente nas lesdes crbnicas.

2.4.2 Epidemiologia

A Ulcera péptica € considerada a principal afec¢cdo do trato gastrointestinal
(TGI) e atinge cerca de 10% da populacao mundial em algum momento de suas vidas,
com incidéncia de 0,1 a 0,3% ao ano, equivalente a 4 milhdes de pessoas. E uma
doenca cronica e recidivante, representando altos custos aos individuos e ao sistema
de satde (GARCIA-MARTINEZ et al., 2016; BEIRANVAND, 2022; PARK et al., 2019).

Estudos globais indicam que houve aproximadamente 8,09 milhdes de casos
prevalentes de Ulcera péptica em 2019, o que representou um aumento de 25,82%
em relacdo a 1990. Tanto o numero de casos prevalentes quanto a taxa de prevaléncia
padronizada por idade foram maiores em homens do que em mulheres em todos os
anos do respectivo estudo (XIE et al., 2022).

Dados epidemiolégicos apontam que a prevaléncia mundial da Ulcera difere
guanto ao seu tipo, sendo a ulcera (BARAZANDEH et al., 2012), 2-4 vezes mais
prevalente que a uUlcera gastrica (MALIK et al., 2023).
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As Ulceras pépticas acomentem mais adultos de meia-idade ou mais velhos,
entretanto, também pode ser diagnosticada na juventude (KUMAR et al., 2019; LEOW
et al., 2016) Em relacdo ao sexo, os homens sdo mais acometidos pelas Ulceras
pépticas do que as mulheres, na propor¢cao de 3,5:1 para Ulceras duodenais e 2,5:1
para Ulceras gastricas, sendo as mulheres mais acometidas durante ou apos a
menopausa A Ulcera duodenal acomete mais jovens (20-50 anos) enquanto que a
Ulcera gastrica € diagnosticada mais em idoso (a partir dos 55 anos). Nas Ultimas
décadas foi observado uma reducéo na incidéncia de ulceras duodenais, porém a
incidéncia de Ulceras gastricas permaneceu quase inalterada (KUMAR et al., 2010;
LANAS, CHAN, 2017).

As Ulceras pépticas tém como principais complicagcbes o sangramento,
perfuracdo ou obstrucdo da saida gastrica, sendo que em 50% dos individuos, o
sangramento pode ocorrer sem nenhum sintoma de alerta. Estas complicacdes s&o
responsaveis por quase 150.000 hospitalizagbes anualmente nos Estados Unidos
(KEMPENICH; SIRINEK, 2018). A incidéncia anual de hemorragia digestiva alta
secundaria a Ulcera péptica é estimada entre 19 a 57 casos por 100.000 individuos. A
idade avancada € um fator de risco, pois 60% dos pacientes com Ulcera péptica tém
mais de 60 anos (LAU et al., 2011; STERN et al., 2022).

No Brasil, a escassez de dados atuais sobre a prevaléncia de Ulceras pépticas
configura uma imprecisdo da realidade efetiva. Entretanto, um estudo desenvolvido
por Oliveira et al 2015, demonstrou que nos ultimos 10 anos a prevaléncia de Ulcera
em mulheres e homens foi de 0,1 e 0,2%, respectivamente. A taxa de mortalidade em
nivel nacional é de 3,0/100 mil habitantes (3,6/100 mil em homens e 2,3/100 mil em
mulheres) taxas essas que aumentam com a idade. No mesmo estudo, o Nordeste
apresentou indices superiores em comparacao com indices nacionais, com taxa de
mortalidade de 3,8/100 mil habitantes (4,7/100 mil homens e 2,9/100 mil mulheres)
(OLIVEIRA et al., 2015; BEIRANVAND, 2022).

Entretanto, devido as subnotificacdes, ha auséncia de dados epidemioldgicos
gue reportem verdadeiramente os casos de Ulcera péptica no pais, evidenciando-se a

necessidade de pesquisas para estimativas mais precisas de sua ocorréncia.
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2.4.3 Aspectos Clinicos

Os sintomas da Ulcera péptica sdo variaveis e inespecificos incluindo dor
epigastrica, nauseas, vomitos, eructacdes, sensacao de plenitude, refluxo e azia.
Além disso, tém sido relatados muitos casos assintomaticos de ulceras (HUH; KIM,
2017; NARAYANAN et al., 2018; VOULGARIS et al., 2019).

Em geral, as pessoas acometidas com Ulcera géastrica 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 (com
0 estdbmago vazio) ou a noite (LANAS; CHAN, 2017; MALIK et al., 2023).

Quando ndo ha um tratamento efetivo, geralmente ocorrem sintomas
recorrentes devido a cicatrizacdo espontanea e recidiva das ulcera¢cdes enquanto o
fator etiologico persistir. Estimam-se que ocorra recidiva em 60% dos casos
(STEPHEN et al., 2016), como também, podem ocorrer complicagbes como
sangramento, hemorragia digestiva alta, perfuracdo, obstrucdo gastrintestinal e
malignidade gastrica (KAVITT et al., 2019). Essa complicacdes ocorrem em cerca de
10 a 20% dos individuos com Ulceras pépticas sendo que os usuarios de AINEs tém
quatro vezes mais risco de desenvolver complicacdes em comparagdo com 0s nao
usuarios (LANAS; CHAN, 2017).

O sangramento € a complicacdo mais comum, geralmente se manifesta como
melena ou hematémese e ocorre em 1/1000 individuos a cada ano. A perfuracdo €
uma emergéncia cirdrgica e esta associada a mortalidade média de 20% (BYRNE et
al., 2018).

Além disso, a Ulcera péptica € classificada como uma doenca pré-cancerosa e
de preocupacao global pela Organizacdo Mundial da Saude (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
diagnéstico ocorre a partir da observacdo das apresentacOes clinicas e testes

definitivos como a endoscopia digestiva alta (AHMAD et al., 2019).
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2.4.4 Terapéutica da ulcera péptica

O tratamento das Ulceras pépticas tem como principais fun¢gbes diminuir ou
neutralizar a secrecdo acida e/ou estimular o sistema de citoprotecdo gastrica
(BOEING et al., 2016).

Os principais tratamentos foram durante muito tempo centrados na reducao da
secrecdo acida géstrica, tais como: antiacidos, anticolinérgicos, citoprotetores,
antagonista dos receptores H2 de histamina e inibidores de bomba de prétons (mais
utilizados na terapia atual) e os bloqueadores de acido competitivo do potéssio
(BOEING et al., 2016; MALIK et al., 2023).

Os antiacidos sdo um grupo de medicamentos que estdo no mercado ha muitos
anos. Eles foram inicialmente a defesa de primeira linha contra a Ulcera
péptica; entretanto, a descoberta dos inibidores da bomba de prétons revolucionou o
tratamento da Ulcera péptica. Atualmente, o uso de antiacido € restrito para aliviar a
doenca do refluxo gastroesofagico intermitente leve (DRGE) com azia associada
(SONTAG, 1990; SALISBURY; TERRELL, 2023). Os antiacidos sdo uma combinacéo
de véarios compostos com varios sais de calcio, magnésio e aluminio como
ingredientes ativos, estes agem neutralizando o acido do estdbmago e inibindo a
pepsina, que é uma enzima proteolitica. Cada um desses sais catibnicos possui uma
propriedade farmacolégica caracteristica que determina seu uso clinico. Os principais
objetivos terapéuticos dos antiacidos sdo aliviar a dor epigastrica, reduzir
piloroespasmos e evitar a digestao e corroséo pelo quimo acido (TERRELL, 2023).

Entretanto, esses medicamentos apresentam efeitos indesejaveis como o curto
periodo de duracdo de seu efeito, diarreia, constipacdo, alcalose metabdlica e
interacbes medicamentosas, devido a alteracdo do pH e formacdo de complexos
guelatos insolaveis, alterando a biodisponibilidade de algumas drogas, como
tetraciclinas e fluoroguinolonas. Exemplos desses agentes séo bicarbonato de calcio
(NaH2COs3), carbonato de célcio (CaCOs), hidroxido de aluminio (AI(OH)3) e de
magnésio (Mg(OH)2) ou associacdes (SALAGA; MOSINSKA, 2017).

Os medicamentos citoprotetores, como o sucralfato, bismuto e misoprostol,
estimulam os mecanismos de defesa da mucosa. O sucralfato € um sal basico de
aluminio de sacarose octassulfato e foi um medicamento usado para tratar Ulceras

pépticas, feridas epiteliais, mucosite induzida por quimioterapia, proctite por radiacao,
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Ulceras na doenca de Behcget e queimaduras. O sucralfato apresenta sua acao
formando uma camada protetora, aumentando a producéo de bicarbonato, exibindo
efeitos antipépticos, promovendo o crescimento, regeneragdo e reparacao tecidual,
além disso forma um revestimento protetor e protege a mucosa gastrica da pepsina,
acido péctico e sais biliares. Liga-se a proteinas carregadas positivamente em
exsudatos, formando localmente uma substancia espessa e viscosa (KUDARAVALLI;
JOHN, 2022). A constipagdo e a interagdo com alguns medicamentos como
antimicrobianos, fenitoina e varfarina, sdo os seus principais efeitos colaterais. Além
disso, o sucralfato deve ser usado com cautela em pacientes com insuficiéncia renal
devido ao risco de toxicidade de aluminio (SIERRA et al., 2018). Outro agente de
revestimento sdo 0os compostos a base de bismuto, frequentemente utilizados em
combina¢gdes no tratamento da erradicagdo do H. pylori devido a sua atividade
antimicrobiana (ALKIM et al., 2017).

O misoprostol (analogo das PGE e PGI) atua nos receptores de protaglandinas
presentes nas células gastricas, seu efeito citoprotetor se da pela inibicdo da secrecéo
gastrica, estimulo da liberacdo de muco e bicarbonato e a melhora do fluxo de sangue,
fortalecendo a integridade da mucosa e cicatrizacdo, entretanto ocasiona diarreias,
célicas abdominais e abortos, o que restringiu 0 seu uso (BRUNTON et al., 2018;
SALAGA; MOSINSKA, 2017).

A carbenoxolona é um derivado semissintético do acido glicirrizino presente
nas raizes de Glycyrrhia glabra (alcaguz) e sua acdo citoprotetora preserva a
integridade da camada de muco pela capacidade de alterar a composicdo e
quantidade de mucina além de estimular a producdo, secrecdo e viscosidade do
muco. Nao € usada na terapéutica por causa da necessidade de altas doses para
conseguir o efeito esperado, além de apresentar alguns efeitos colaterais como:
hipertensdo, retencdo de liquidos e hipocalemia, preconizando seu uso como
ferramenta farmacologica (DOSSETT et al., 2017; SHARMA et al., 2018).

Outra classe de medicamentos proposta foi a dos anticolinérgicos (antagonistas
dos receptores M3), baseada na importancia da secrecdo de acetilcolina pela
inervacdo vagal. Estes foram usados na tentativa de diminuir a secre¢do acida
gastrica por meio do bloqueio de uma de suas vias, a via neuronal, e foram
classificados como antissecretdrios, e 0s prototipos usados foram a atropina e a

pirenzepina, logo substituidos pela telenzepina. Por apresentar uma grande interacdo
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com diferentes tipos de receptores muscarinicos aliada a baixa eficacia, varios efeitos
colaterais foram detectados como taquicardia, cefaleia, visdo turva, constipacéo
severa e confusdo mental. Desta forma, o uso dos antagonistas dos receptores M3
como agente antiulcerogénico se tornou obsoleto (SCHUBERT, 2014; BOEING et al.,
2016).

Nessa perspectiva surgiram novos agentes terapéuticos, dentre eles, os
antagonistas dos receptores H: (cimetidina, ranitidina, famotidina, nizatidina e
roxatidina). Esses medicamentos ligam-se ao receptor H2 e impedem a ligagéo da
histamina, bloqueando o estimulo da secrecédo &cida gastrica, o que leva a reducao
do volume do suco gastrico e consequentemente da concentracdo de ions H* (RANG;
DALE, 2016; BONADONNA; LOMBARDO, 2022).

Uma grande vantagem dessa classe € a seguranca de seu uso e sua eficacia,
sobretudo na secrecdo basal noturna, em que a cimetidina consegue inibir cerca de
50% e ranitidina 70% da secrecéo acida, respectivamente, porém sua falta de eficacia
frente as Ulceras recorrentes limita seu uso, sobretudo em tratamentos prolongados
(HSU et al., 2016; SIERRA et al., 2018).

Alguns efeitos colaterais também foram observados nessa classe, a exemplo
de cefaleia, tontura, dor muscular, prisdo de ventre, nausea, alteracdes
hematoldgicas, galactorréia (em mulheres) e ginecomastia (em homens), sendo esses
dois ultimos efeitos associados ao uso da cimetidina (RANG; DALE 2016;
BONADONNA; LOMBARDO, 2022).

Os Inibidores de Bomba de Prétons sdo uma classe medicamentosa que surgiu
ao fim da década de 1980, a qual suprime a secrecédo de acido gastrico pelas células
parietais do estbmago. O omeprazol foi o primeiro medicamento desta classe a ser
utilizado e apoOs esse surgiram outros farmacos, com propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas semelhantes: esomeprazol (isbmero geomeétrico do omeprazol),
lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, dexlansoprazol, dentre outros. (SPECHLER,
2018; OSHIMA, 2018; PERICO et al., 2020).

Os farmacos dessa classe sao bases fracas que se tornam ativas no baixo pH,
entram na célula parietal a partir do sangue e acumulam--se nos canaliculos
secretores acidos da célula parietal, onde sédo ativados por um processo catalisado
por protons, que resulta na formacdo de uma sulfenamida tiofilica ou &cido sulfénico.

Essa forma ativada reage por meio de ligacdo covalente com o grupo sulfidril de
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cisteinas do dominio extracelular da H + - K + -ATPase, as quais sdo essenciais para
a inibicdo da producéo acida. O resultado é a inibi¢éo irreversivel da secre¢éo acida
da bomba de prétons (HELGADOTTIR; BJORNSSON, 2019; PINTO; FRANCO,
2022).

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

O uso crénico dos inibidores de bomba de prétons, mesmo quando bem
indicados, possuem grande impacto sobre alteracbes cardiovasculares, no
metabolismo 6sseo e nas funcdes mentais, principalmente na populacdo idosa.
Ademais, podem vir associadas a outras patologias de base e acabar por
descompenséa-las, como insuficiéncia cardiaca, diabetes e psicopatologias
(SPECHLER, 2018). Esses efeitos adversos estao relacionados, proporcionalmente,
a dose e a duracao do uso, havendo maior degradacdo em doses cumulativas e em
terapias extensas. Além disso, o uso de inibidores de bomba de prétons pode se tornar
perigoso quando associa-se com anticoagulantes orais, como o clopidogrel, mesmo
que estavel, inclusive em usuarios de longa data. Embora os inibidores de bomba de
prétons sejam a classe mais usada hoje em dia, varios efeitos colaterais foram
relatados na clinica, o que dificulta a adesdo ao tratamento além de seu uso
possibilitar o surgimento de outros disturbios (SPECHLER, 2018; PINTO; FRANCO,
2022).

Recentemente foi langada no mercado uma nova classe, os bloqueadores de
acido competitivo do potassio, representada pelo Vonoprazam, que atua por
competicdo com o K*, impedindo-o de passar para a H */K * ATPase gastrica
(OSHIMA, 2018).

O fumarato de Vonoprazan inibe a H *, K * -adenosina trifosfatase (ATPase)
através da ligacéo i6nica competitiva reversivel do K+ que resulta na inibicdo da
secrecdo 4cida gastrica. Como o vonoprazan tem um valor de pKa relativamente alto

e é estavel em um ambiente acido, ele pode se acumular no compartimento acido das
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células parietais gastricas, além de ndo requerer ativacdo acida ao contrario dos
IBPs. Assim, 0 vonoprazan pode alcancar uma supressao mais forte e duradoura da
secrecdo de &cido gastrico do que os IBPs (SCOTT et al.,, 2015; KIYOTOKI;
NISHIKAWA; SAKAIDA, 2020). O metabolismo dos IBPs envolve o citocromo P450
(CYP) 2C19, e os efeitos dos IBPs sao influenciados pelo polimorfismo
farmacogenético CYP2C19. No entanto, o vonoprazan néo é afetado pelo CYP2C19,
de modo que a inibigdo suficiente da secrecdo de acido gastrico pode ser obtida em
todos os individuos (KIYOTOKI; NISHIKAWA; SAKAIDA, 2020). Este medicamento foi
usado clinicamente no Japdo para o tratamento a curto prazo de Ulcera péptica
e infeccdo por H. pylori com base em sua eficacia na erradicacdo de cepas de H.
pylori resistentes a claritromicina (OSHIMA, 2018; PERICO et al., 2020). No entanto,
guando o tratamento de supressdo de acido de longo prazo é necessario, efeitos
colaterais como hipergastrinemia, pneumonia, crescimento excessivo de bactérias no
intestino delgado e infec¢do por Clostridium difficile pode ocorrer, com as drogas
antitlcera classicas, como IBP ou mesmo com vonoprazan (LEHOURS et al., 2019).

Quando a ulcera esta associada a infeccao por H. pylori é necessario fazer uso
de associacdes de medicamentos de diferentes classes. O tratamento atual consiste
em uma terapia tripla que combina dois antimicrobianos e um inibidor da bomba de
prétons (IBPs) e podem ser utilizados medicamentos citoprotetores no auxilio da
terapéutica. Além disso, pode ser utilizada uma terapia tripla com metronidazol em
casos de resisténcia ou alergias provocadas pelo uso de antimicrobianos -
lactdmicos, compostos bismuticos e tetraciclina ou amoxicilina por duas semanas
(LANAS; CHAN, 2017; KIM et al., 2019).

A terapia classica inclui o inibidor de bomba associado com amoxicilina e
claritromicina ou metronidazol com claritromicina administrados de 7-14 dias (WANG
et al., 2017). Estudos recentes relatam uma maior eficicia clinica na erradicacdo da
infeccdo por H. pylori, quando ha a substituicdo dos IBPs na terapia tripla pelo
Vonoprazam (SUE, et al., 2023).

As Ulceras relacionadas as infec¢des por H. pylori também podem ser tratadas
por uma terapia quédrupla (IBP, bismuto, metronidazol e tetraciclina) ou (IBP,
claritromicina, amoxicilina e metronidazol), ambos o0s regimes tém uma taxa de

erradicacao de mais de 90% (LANAS; CHAN, 2017) e a duracéo do tratamento varia
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de uma a duas semanas, ocasionando resisténcia em alguns casos (LANAS; CHAN,
2017).

Assim, 0s agentes terapéuticos atualmente utilizados no tratamento das Ulceras
pépticas ndo sdo plenamente eficazes e apresentam varios efeitos colaterais e/ou
adversos, cicatrizacdo deficiente das Ulceras e, por sua vez, a recorréncia das
ulceragBes, gerando um alto impacto econdmico para 0s usuarios no tratamento de
Ulceras pépticas cronicas e para os sistemas publicos de saude, sobretudo, devido
suas complicacdes (YESILADA et al. 2014; LIJU et al. 2015; SCHUBERT, 2016).

Portanto, € relevante que estudos toxicoldgicos e farmacolégicos, nao clinicos
e clinicos, sejam realizados para descoberta de novos farmacos seguros e eficazes
com atividade gastroprotetora e antiulcerogénica. Os produtos naturais, em especial
as espécies vegetais, tem apresentado efeitos promissores nos distarbios
gastrintestinais, a exemplo das Ulceras gastricas, se constituindo como uma fonte
atrativa para a busca e desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
dessa afeccdo (KANGWAN et al, 2014; ESCOBEDO-HINOJOSA et al., 2018).

Figura 12 - Classes terapéuticas das Ulceras pépticas
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2.5 Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo definidos como compostos quimicos obtidos de
organismos vivos como vegetais, animais, minerais e microrganismos (WANG et al.,
2017), que possuem uma diversidade de moléculas bioativas com potencial de
tornarem-se novas alternativas terapéuticas (SHEN, 2015; AHN, 2017).

Dentre os produtos naturais as plantas medicinais sao frequentemente
empregadas para as necessidades primarias de assisténcia a saude. Estima-se que
cerca de 80% dos individuos em paises em desenvolvimento utilizam as plantas
medicinais como fonte de tratamento para suas afec¢does (PIMENTEL et al., 2015),
isso se da principalmente devido a dificuldade de acesso aos cuidados médicos e
farmacéuticos e falta de recursos para obtencdo de medicamentos industrializados
(VERRI; MOURA; MOURA, 2017).

As multiplas atividades biolégicas apresentadas pelas espécies vegetais sao
atribuidas a presenca de seus metabdlitos secundarios (BARBOSA et al., 2017), que
sdo agrupados de acordo com sua via de sintese, em classes, dentre elas tem-se 0s
alcaloides, flavonoides e terpenos (GUO, 2017; SHAO; BAO, 2019).

2.5.1 Terpenos

Os terpenos sdo compostos de ocorréncia natural, frequentemente
encontrados em Oleos essenciais, sendo 0S monoterpenos e sesquiterpenos
encontrados em maior quantidade (LA CRUZ et al., 2014). Substéancias pertencentes
a essa classe de metabdlitos secundarios sdo utilizadas como aromatizantes,
fragrancias e perfumes cosméticos, adjuvantes alimentares (DE SIQUEIRA et al.,
2014) e podem ser utilizadas como bases medicamentosas para fitoterapicos
(OLIVEIRA et al., 2014).

Os terpenos constituem 90% dos Oleos essenciais (BARBOSA et al., 2017).
Esses metabdlitos sdo biossintetizados a partir da via do mevalonato (via classica) e
da via do metileritritol fosfato (via alternativa). Sua estrutura basica € composta por
unidades de isopreno (C5H8), oriundas do pirofosfato de isopentenila (IPP) e
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). A partir do arranjo das unidades isoprénicas sao
definidas classes desses constituintes: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (SHARMA, et al., 2015).
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O crescente interesse no estudo dos terpenos est4 associado ao seu potencial
de aplicacao clinica, pois os terpenos apresentam diferentes propriedades bioldgicas,
que podem ser Uteis no tratamento de diversas doencas que afetam os sistemas
organicos, tais como: efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, analgésicos,
antitumorais, antimicrobianos, gastroprotetores, entre outros (WOJTUNIK-KULESZA
et al., 2019).

2.5.2 Farnesol

Farnesol [férmula molecular: CisHzs O; IUPAC: 3,7,11-Trimetil-2,6,10-
dodecatrien-1-ol], um &lcool encontrado em 6leos essenciais. E um terpeno natural
formado por 15 carbonos produzido em células vegetais por desfosforilacao de farnesil
pirofosfato (KHAN E SULTANA, 2011). O nome Farnesol foi dado por ter sido
identificado pela primeira vez em flores de Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn,
conhecida como “acacia farnese”, o sufixo “ol” foi acrescentado por ser quimicamente
um alcool (TRIMBLE, 1885; DE ARAUJO DELMODES et al., 2019) (Figura 13).

Figura 13 - Farnesol (3,7,11-Trimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol), estrutura quimica
e formula molecular

OH

Farnesol

C15H260

Fonte: Elaborada pelo autor no Programa de desenho quimico (ChemDraw) (2023)

O Farnesol apresenta-se como um 0leo liquido incolor de cheiro doce, suave e
delicado. Esta substancia tem ampla aplicacdo nas industrias cosmética e de
perfumaria (LAPCZYNSKI et al., 2008; DE ARAUJO DELMODES et al., 2019), é
utilizada para melhorar aromas de perfumes doces a base de flores e como cosmético
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antibacteriano (BUCHBAUER E ILIC, 2013). Na industria de alimentos, o farnesol tem
sido usado como agente aromatizante e foi identificado em mais de 30 Oleos
essenciais e outros produtos da flora usados na producdo de alimentos. Exemplos
desses produtos incluem: damasco, 6leos de casca de frutas citricas, suco de toranja,
geléia de morango, gengibre, cravo, 6leo de lupulo, cardamomo, gengibre, tomilho,
cerveja, uisque, manjericdo, mamao, semente de anis e camomila alema (BURDOCK,
2010; DE ARAUJO DELMODES et al., 2019).

Tem sido relatado que o farnesol pode ser empregado para tratar obesidade
(KIM et al., 2017), diabetes (GOTO et al., 2011), hipercolesterolemia (SZILVASSY et
al., 1998), para desencadear apoptose em varias células neoplasicas (PARK et al.,
2014; DIZOVA E BUIJDAKOVA, 2018; WANG et al., 2019) e atenuar os niveis de os
fatores inflamatdrios como COX-2, iINOS e 6xido nitrico sintase (QAMAR E SULTANA,
2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar a atividade gastroprotetora do farnesol em modelos animais por

agentes lesivos (etanol, estresse, anti-inflamatdrio ndo-esteroidal e contensao do suco

gastrico) que mimetizam a Ulcera géstrica no homem.

3.2 Objetivos especificos:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

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

Avaliar a atividade gastroprotetora do farnesol em modelos classicos de
inducdo aguda de Ulceras géstricas por agentes lesivos (etanol, estresse,

anti-inflamatério ndo-esteroidal e contensdo do suco gastrico);

Avaliar o efeito da administracéo oral e intraduodenal do farnesol sobre os
parametros da secrecdo gastrica (pH, concentracdo de ions H* e volume do

suco gastrico);

Elucidar os provaveis mecanismos de acdo relacionados a atividade
gastroprotetora frente ao efeito citoprotetor (grupamentos sulfidrila, 6xido
nitrico, canais de potassio sensiveis ao ATP, muco e prostaglandinas), efeito
antioxidante (GSH, MPO, MDA e SOD) e imunorregulatério (IL-18, TNF-a,
IL-6 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 - LFTGl/IPeFarM/UFPB em parceira com o Laboratério de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular - LAFECC/CCS/UFPB e com o Laboratério de
Farmacologia Molecular do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte - FARMOL/UFRN.

4.1.2 Substéncia Selecionada para Estudo: Farnesol

Propriedades Gerais

O Farnesol (3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol) € um produto de origem
natural, pertencente a classe dos sesquiterpenos, sendo amplamente encontrado na
propolis, nos 6leos essenciais de plantas aromaticas como capim-liméao (Cymbopogon
citratus) e camomila (Matricharia camomila), em frutas citricas como péssegos e
vegetais como tomates e milho (DUNCAN; ARCHER, 2008; KHAN; SULTANA, 2011,
KU; LIN, 2015; ANDRE, 2017).

Propriedades Farmacoldgicas

As atividades bioldgicas relacionadas ao Farnesol, ja sdo bem descritas na
literatura como a atividade antioxidante (KHAN; SULTANA, 2011), anti-inflamatéria
(KU; LIN, 2015), ansiolitica, antinociceptiva (SHAHNOURI et al., 2016), anti-obesidade
(KIM et al., 2017), antimicrobiana (KIM et al., 2018) e antitumoral (WANG, 2018).

O farnesol a ser utilizado nesse estudo sera adquirido da Sigma-Aldrich
Chemical Co, U.S.A. com as seguintes especificacdes: pureza = 95%, apresenta
férmula molecular C1sH260, cuja massa molar é de 222.37 g/mol, se configurando um
liquido amarelo claro a temperatura ambiente com ponto de ebulicdo 111°C e nimero
de CAS 4602-84-0.
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4.1.3 Animais

Para realizacdo desses experimentos foram utilizados camundongos Mus
musculus, linhagem Swiss, albinos machos (Figura 14A), com 6-8 semanas,
pesando 25-35g e ratos Rattus norvegicus, linhagem Wistar, albinos machos
(Figura 14B), com 7-8 semanas, pesando 180-250g, ambos provenientes da
Unidade de Producao Animal — UPA/IPeFarM/UFPB.

Figura 14 - Animais utilizados em ensaios farmacoldgicos: (A) camundongo
Swiss (Mus musculus) e (B) rato Wistar (Rattus norvegicus)

Fonte: Arquivo LFTGI (2023)

Os animais foram aclimatados a temperatura de 23 *+ 2°C e ciclo claro-escuro
de 12 h, alimentados com racao industrial do tipo pellets e &gua ad libium, submetidos
a restricdo alimentar, com variacdo de 4 a 24 h, segundo cada metodologia em
gue a via oral foi utilizada para a absorcéo do farmaco ou acédo da droga. Esses
animais foram distribuidos (n= 3-10) ao acaso nos diferentes grupos experimentais:
grupo normal ou sadio (animais que nado foram submetidos a leséo gastrica), controle
negativo (tween 80 5% - veiculo que solubiliza a substancia teste), controle
positivo (droga padrdo ou ferramenta farmacoldgica) ou grupos testes farnesol 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 acessoa agua até 1 hora antes dos experimentos.

Todos os procedimentos experimentais tiveram inicio pela manha, seguiram os
principios internacionais para o estudo com animais de laboratério (Zimmermann,
1983) e foram submetidos a apreciacio e aprovacéo pela Comisséo de Etica em Uso
Animal institucional (UFPB) sob o seguinte n°: 9667170122 (Anexo A). Todos os
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esforgos 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), &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (SIGMA-ALDRICH), acido
cloridrico (MERCK, Germany), éacido etilenodiaminotetracético (EDTA) (SIGMA-
ALDRICH), acido periodico de Schiff (LEICA), acido sulfarico (SIGMA-ALDRICH),
albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA-ALDRICH), alcian blue (SIGMA-ALDRICH),
anticorpo de captura —IL-18, IL-10 e TNF-a (R & D SYSTEMS), anticorpo secundario
biotinilado (R & D SYSTEMS), carbenoxolona (SIGMA-ALDRICH), carbonato de sodio
(SIGMA-ALDRICH), cimetidina (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 sddio bibasico
(SIGMA-ALDRICH), fosfato de sédio 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), N-nitro-L-arginina-metil-éster
(SIGMA-ALDRICH), piroxicam 20 mg (HEXAL, Brasil), quetamina 5%
(VETANARCOL), sacarose (SIGMA-ALDRICH), solucao glicosada (EUROFARMA),
tampédo TRIS (VETEC), trizma (SIGMA-ALDRICH), tween 80 (MERCK, Germany),
xilazina 2% (DORCIPEC) e xilol (LEICA).

O Farnesol foi solubilizado em solucdo tween 80 5%. As drogas padrao
carbenoxolona, ranitidina, misoprostol, N-nitro-Larginina-metil-éster (L-NAME) e N-
etilmaleimida (NEM) foram solubilizadas em solu¢éo salina 0,9%. A indometacina foi
solubilizada em carbonato de sodio 0,5% e a glibenclamida em solugdo de NaOH

0,02N em solucéao glicosada 4%.
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4.2 Métodos

Todas as metodologias utilizadas no presente trabalho estao representadas no
fluxograma abaixo (Figura 15).

Figura 15 - Fluxograma Experimental do Estudo com o Farnesol
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Fonte: Arquivo LFTGI (2022)

4.2.1 Ensaio Toxicologico Nao-Clinico Oral Agudo

O farnesol foi submetido ao ensaio de toxicidade oral aguda com o intuito de
identificar possiveis sinais de toxicidade e avaliar alteracdes comportamentais frente
ao sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autonomo (SNA), utilizando

como protocolo experimental o modelo descrito por Almeida et al (1999) (Anexo B),
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além de mensurar o consumo de racao e a ingesta de 4gua, o0 peso e alteracdes nos
orgéos e estimar a dose letal 50% (DLso) de acordo com o preconizado pelo guia da
OECD 423 (OECD, 2001).

Os camundongos submetidos a jejum de 4 h foram distribuidos em 2 grupos de
3 animais: solugao tween 80 5% (controle negativo) ou farnesol (substancia teste) nas
doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg por via oral (gavagem). Apos a administracédo 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
experimentacéo, comparado ao seu respectivo grupo controle negativo (tween 80 5
%).

Parametros como consumo de racdo e ingesta de agua também foram
avaliados, durante 14 dias, apds a administracdo do farnesol. A racdo foi colocada
diariamente e, no dia seguinte foi avaliado o consumo (em gramas com o auxilio de
uma balanga). A ingesta de agua também foi avaliada da mesma forma (em mL,
utilizando uma proveta). O peso dos animais foi verificado antes da administracdo do
farnesol e no 14° dia apds a administracdo. Ao final desse periodo, os animais foram
eutanasiados e retirado os principais 6rgaos (coracdo, figado, baco e rins) os quais
foram pesados em balanca analitica para o célculo do indice de 6rgdos que é
mensurado por meio do peso do 6rgdo em miligrama (mg) pelo peso do animal em
grama (g). Também foi realizada a avaliacdo macroscopica desses 6rgdos em busca
de sinais de toxicidade como coloracéo atipica e presenca de tumores. O nimero de

morte dos animais durante o periodo experimental foi utilizado para estimar a DLso.

4.2.2 Avaliacdo Da Atividade Gastroprotetora

Para avaliar o potencial efeito gastroprotetor do sesquiterpeno farnesol foram
utilizados diferentes protocolos de inducdo de Ulceras: etanol, estresse, anti-
inflamatério ndo esteroidal e retengdo do suco gastrico. Para isso, foram
administradas quatro doses crescentes (25, 50, 100 e 200 mg/kg) da substéancia teste.
ApoOs a eutanasia dos animais, os estdbmagos foram retirados e abertos ao longo da
grande curvatura para realizar a avaliacao das Ulceras.

No modelo experimental com camundongos, as lesdes ulcerativas foram

guantificadas com auxilio de uma lupa (OLYMPUS Optical TL3 — SZ4) e expressas
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como indice de Les&o Ulcerativa (ILU). O célculo do ILU foi realizado a partir do
namero de lesdes e sua severidade (SZELENYI; THIEMER, 1978), conforme a

forumla a seguir:

Nivel 1. pontos hemorrégicos e ulceracdes até 1 mm;
Nivel 2: ulceracbes com 2 mm;

Nivel 3: ulcera¢des profundas a partir de 3 mm.

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

Figura 16 - Lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40(A) e estdmago ulcerado de rato
com etanol (B) para determinacdo do ALU

Fonte: Arquivo LFTGI (2022)

Nos modelos experimentais realizados com ratos, as lesdes gastricas foram
expressas como Area de Lesdo Ulcerativa (ALU). Para determinar a ALU, os
estbmagos foram fotografados (dimensdo de 12 megapixels) e a area da leséo

avaliada com auxilio do programa AVSoft Bioview Spectra 4.0® (Figura 17).

Figura 17 - Estbmago ulcerado de rato com etanol (A) e quantificacdo da area de
lesdo ulcerativa (B) com o programa AVSoft Bioview Spectra 4.0®

A =

Fonte: Arquivo LFTGI (2022)
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4221 Protocolos de Inducdo Aguda de Ulcera Gastrica

42.21.1 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Absoluto

O primeiro modelo experimental realizado para avaliar a atividade
gastroprotetora do sesquiterpeno farnesol foi o de Ulcera géstrica 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 solucdo de
tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo); carbenoxolona (100 mg/kg - controle
positivo) ou farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg), acrescido de um grupo normal que
nao recebeu tratamento. Apds 60 minutos, foi realizada a inducéo da lesdo ulcerativa,
pela administragao do agente lesivo (etanol absoluto — 4 mL/kg — v.0.). Decorridos 60
minutos, 0os animais foram eutanasiados, 0os estdmagos retirados e abertos ao longo
da grande curvatura para determinacéo da area de leséo 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 imunorregulatérios. Outra porcao do tecido gastrico foi acondicionada
em frascos contendo solucdo de formol tamponado a 10% e utilizada nos estudos

morfologicos.

42.21.2 Ulcera Gastrica Induzida por Estresse (contenséo 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 solucdo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo),
ranitidina (50 mg/kg - controle positivo) ou farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg). Apés
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 didmetro) e submetidos a uma temperatura de 4+1 °C durante um periodo de 3
horas para inducdo das Ulceras gastricas. Decorrido esse tempo, 0os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, os estbmagos retirados e abertos para

determinacao do ILU.
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42.2.1.3 Ulcera Gastrica Induzida por Anti-inflamatério Ndo Esteroidal
(AINE)

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 solucao tween 80 5% (10 mL/kg - controle
negativo), ranitidina (50 mg/kg - controle positivo) ou farnesol (25, 50, 100 e 200
mg/kg). Apdés 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, o0s
camundongos foram eutanasiados, 0s estdmagos retirados e abertos para

determinacao do ILU.

4.2.2.1.4 Ulcera Gastrica Induzida por Contens&o do Suco Gastrico (ligadura do
piloro)

Esse modelo foi realizado conforme descrito por Shay et al. (1945). Apoés jejum
de 24 horas, para o modelo de administracao oral, os ratos (n = 10) foram pré-tratados
(v.0.) com solucéo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo), ranitidina (50 mg/kg -
controle positivo) ou a melhor dose do farnesol (100 mg/kg). Apos 30 minutos, os ratos
foram anestesiados (i.m.) com quetamina 5% (anestésico) e xilazina 2% (relaxante
muscular) e submetidos a uma incisédo longitudinal abaixo da apéfise xifoide para
ligadura (amarracéo) do piloro. Em seguida, os 6rgaos foram internalizados e as
incisbes dos animais suturadas. No modelo de administracdo intraduodenal (i.d.),
foram realizados os mesmos tratamentos descritos acima, apés o procedimento
cirargico de ligadura. Decorridas 4 horas da ligadura do piloro, os ratos foram

eutanasiados, os estbmagos retirados e abertos para determinacdo da leséo

ulcerativa.
4.2.3 Investigacdo dos Mecanismos de Ag¢do Envolvidos na Atividade
Gastroprotetora

Apo6s comprovar o efeito gastroprotetor do farnesol nos diferentes modelos
agudos de inducao de Ulceras géstricas, o proximo passo, foi avaliar os mecanismos
de acao subjacentes a esse efeito. A avaliacdo dos mecanismos de ac¢ao foi iniciada

com a investigacdo da atividade antisecretéria ou neutralizante da secrecao acida
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géstrica, utilizando como critérios os parametros bioquimicos do suco gastrico (pH,
concentracdo de ions H* e volume do suco géstrico), a partir do modelo de ligadura
de piloro. Para avaliacdo de uma possivel atividade citoprotetora foi verificada a
participagdo dos grupamentos sulfidrilicos, NO, Karp, muco e prostaglandinas
utilizando bloqueadores especificos. O efeito antioxidante foi avaliado por meio da
atividade da mieloperoxidase (MPO), dos niveis de malonialdeido (MDA), glutationa
reduzida (GSH) e pela atividade da superoxido dismutase (SOD). J& os mecanismos
imunorregulatérios foram determinados medindo os niveis de citocinas pro-
inflamatorias fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1p (IL-1B) e a
citocina anti-inflamatoéria interleucina-10 (IL-10) por ELISA a partir das amostras de
tecido gastrico.

4.2.3.1 Mecanismo Antissecretdrio ou Neutralizante

4.2.3.1.1 Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos do Suco Gastrico apés
Ligadura do Piloro (v.o./i.d.) (SHAY, 1945)

Apls a eutanasia dos animais, os estdbmagos foram abertos, o contetdo
gastrico coletado e determinado os seguintes parametros bioquimicos: potencial
hidrogenibnico (pH), concentracéo de ions hidrogénio (H*) e volume do suco gastrico
(medido indiretamente pela diferenca do peso do estdmago cheio e vazio). O
estbmago foi pincado de forma a evitar perdas de conteudo gastrico e pesado em
balanca analitica, em seguida, foi aberto ao longo da grande curvatura e recolhido o
conteudo em um tubo Falcon. O estébmago vazio foi novamente pesado e ao contetudo
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 PG2000 (GEHAKA, Brasil) e 10
mL desse conteudo foi retirado, distribuido em aliquotas de 5 mL em dois erlenmeyers,
para a realizacdo da titulagdo do suco gastrico (em duplicata) e determinar a
concentracdo de H*. A titulacao foi realizada com uma bureta de vidro graduada
utilizando o hidroxido de sédio (NaOH) 0,01N como agente titulante e a fenolftaleina
como solucéo indicadora. A concentracdo de H* foi calculada conforme equacéo a

sequir:

[H*] = (1,825 x VnaoHn médio da titulagéo x 2) / peso do contetdo
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4.2.3.2 Mecanismos Citoprotetores

4.2.3.2.1 Avaliagdo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos (SHs) na
Gastroprotecdo (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 solucdo salina
0,9% (10 mL/kg - i.p.) e os 3 grupos restantes receberam N-etilmaleimida (NEM) (10
mg/kg - i.p.), um bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos. Ap6s 30 minutos desse
pré-tratamento, os animais foram tratados (v.0.) com solucéo tween 80 5% (10 mL/kg -
controle negativo), carbenoxolona (100 mg/kg - controle positivo) ou com a dose mais
efetiva do farnesol (100 mg/kg). Decorridos 60 minutos, as lesdes gastricas foram
induzidas pela administracdo do agente lesivo etanol absoluto (4 mL/kg — v.0.) e com
mais 60 minutos, 0os animais foram eutanasiados, 0s estdbmagos retirados, abertos e

fotografados para a determinacao da ALU.

4.2.3.2.2 Avaliacdo da Participacdo do Oxido Nitrico (NO) na Gastroprotec&o
(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 solugéo salina
0,9% (10mL/kg - i.p.) e os 3 grupos restantes receberam L-arginina metil éster (L-
NAME) (70 mg/kg - i.p.), um agente inibidor da enzima sintase de éxido nitrico. Apos
30 minutos desse pré-tratamento, os animais foram tratados (v.0.) com solugéo tween
80 5% (10 mL/kg - controle negativo), carbenoxolona (100 mg/kg - controle positivo)
ou com a dose mais efetiva do farnesol (100 mg/kg). Decorridos 60 minutos, as lesdes
gastricas foram induzidas pela administracdo do agente lesivo etanol absoluto (4
mL/kg — v.0.) e com mais 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os estbmagos

retirados, abertos e fotografados para a determinagéo da ALU.

4.2.3.2.3 Avaliacdo da Participacdo dos Canais de Potassio ATP-
dependentes (Katp) Nna Gastroprotecdo (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 solucao salina 0,9% (10 mL/kg -

i.p.) e os outros 3 grupos receberam glibenclamida (5 mg/kg - i.p.), um agente
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blogueador dos Katp. Decorrido 30 minutos, os animais foram tratados com solugéo
tween 80 5% (10 mL/kg - v.o. - controle negativo), diazoxido (3mg/kg - i.p. - um ativador
de Katp) ou com a dose mais efetiva do farnesol (100 mg/kg - v.0.). Apds 60 minutos,
foram induzidas as lesdes ulcerativas pela administracao (v.0.) de etanol absoluto (4
mL/kg) e apds mais 60 minutos, os animais foram eutanasiados, os estdmagos

retirados, abertos e fotografados para a determinagéo da ALU.

4.2.3.2.4 Determinacdo da Concentracdo de Muco Aderido & Parede Géstrica
(RAFATULLAH et al., 1990) com modificacdes

Apbs jejum de 24 h, ratos Wistar (n = 10), foram distribuidos em trés grupos e
tratados (v.0.) com solucdo tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo),
carbenoxolona (200 mg/kg - controle positivo) ou a dose mais efetiva do farnesol (100
mg/kg). Apos 1 hora, os animais foram anestesiados (quetamina 5% e xilazina 2% -
i.m.) e submetidos a um procedimento cirdrgico abaixo da apofise xifoide para
realizacdo da ligadura do piloro. Decorrido 4 horas, os animais foram eutanasiados, o
estbmago pincado e retirado, lavado em agua gelada e aberto ao longo da grande
curvatura. A porcao glandular do estbmago foi separada, pesada e imersa, por duas
horas, em 10 mL de solugcdo tampdo de alcian blue (0,1%), corante que atua
complexando-se ao muco. O excesso de alcian blue foi removido pelas lavagens do
estdbmago (2 x) com 7 mL de solucao sacarose (0,25 mol/L), sendo a primeira 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, acada 30 min, durante 2 horas com auxilio de um
vortex. 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 solucao, adicionado 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 0
sobrenadante foi descartado juntamente com o anel de muco. Aliquotas de 200 uL do
branco, solucéo padréo e dos grupos testes foi aliquotada em placas de 96 pocos e
as absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 590 nm (modelo MULTISCA,
MARCA LABSYSTEMS®). A determinacdo da concentracdo de alcian blue das

amostras foi feita por interpolacdo em uma curva padrao com varias concentracdes
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conhecidas de alcian blue. Os resultados foram expressos em ug de alcian blue/g

detecido.

4.2.3.25 Avaliacdo da Participacdo das Prostaglandinas (PGs) 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 solucao tween 80 5% (10 mL/kg - controle negativo),
misoprostol (50 ug/kg, analogo das prostaglandinas) e a melhor dose do farnesol (100
mg/kg). Uma hora antes dessa administracao, 3 grupos de animais foram pré-tratados
com indometacina (30 mg/kg, inibidor da ciclo-oxigenase) e os outros 3 grupos
receberam o veiculo (solucédo salina 0,9%). Ap6s 1 hora do tratamento, todos os
animais receberam (v.0.) etanol absoluto (agente lesivo). Decorrido mais 1 h, os
animais foram eutanasiados, 0os estdbmagos retirados, abertos e fotografados para a
determinacao da ALU.

4.2.3.3 Atividade Antioxidante

4.2.3.3.1 Determinacdo 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- nitrobenzéico (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 suspensao resultante foi homogeneizada durante 2 minutos
por meio de um homogeneizador. A partir deste homogenato, foram retirados 400 pL
e adicionou-se 320 uL de agua destilada e 80 pL de acido tricloroacético 50%, sendo
centrifugado a 3.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Em seguida, foram pipetados 100 puL
do sobrenadante resultante em microplaca de 96 pocos e adicionados 200 pL de Tris
e 25 uL de DTNB. Esta microplaca foi encubada a temperatura ambiente e apés 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 tidis ndo protéicos)/g tecido.
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4.2.3.3.2 Determinacéo dos Niveis de Malondialdeido (MDA) (ESTERBAUER;
CHEESEMAN, 1990) — adaptado

A determinacdo do MDA foi realizada por meio de um método de dosagem
enzimatica com deteccdo colorimétrica por espectroscopia UV/VIS. As amostras
foram suspensas em tampéo Trizma® (Tris HCI) 1:5 (p/v) e picotadas com tesoura
durante 15 segundos sobre uma placa arrefecida com gelo. A suspenséao resultante
foi homogeneizada durante 2 minutos por meio de um homogeneizador e foi
centrifugada a 11.000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Logo apds foram transferidos
300 yL dos sobrenadantes para tubos eppendorfes e adicionado 750 yL do composto
cromogénico (10,3 mM de 1-metil-2-fenilindol) e 225 yL 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
ML 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 padrao. Ao considerar que a cada
300 pL do sobrenadante tem-se 0,06 g de tecido, foi necessario realizar um ajuste na
concentracéao (dividindo por 0,06) para expressar os resultados como nmol de MDA/g

de tecido.

4.2.3.3.3 Determinacao da Atividade da Mieloperoxidase (MPO) (KRAWISZ
et al., 1984)

Os fragmentos de tecido foram homogeneizados no tampao de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) que tem fungcdo de detergente, lisando os granulos
dos neutrdéfilos que contém a mieloperoxidase. Apés a homogeinizacéo, o material foi
submetido a agdo 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 liberacdoda 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 uL do sobrenadante, ao qual adicionou-se
200 pL da solucéo de leitura (cloridrato de o-dianisidina, tampéao fosfato de potassio e

H202 1%). A leitura foi realizada utilizando espectrofotbmetro no comprimento de
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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 Determinacdo da Atividade da Super6xido Dismutase (SOD) (SUN;
OBERLEY; LI, 1988)

A quantidade da enzima foi medida por meio da capacidade de inibir a reducao
fotoquimica do azul de nitro-tetrazdlio (NBT). Nesse método experimental, a
riboflavina reduzida fotoquimicamente gera o O% que reduz o NBT e produz o
formazan que absorve no comprimento de onda de 546-630 nm. Na presenca da SOD
a reducado do NBT foi 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
redugéo 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 palcas contendo o meio de
reacao (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. Apés esse periodo,
levou-se o material ao espectofotometro 630 nm. A concentragdo de proteinas foi
medida utilizando o método de Bradford (1976).

4.2.3.4 Mecanismos Imunorregulatérios

4.2.3.4.1 Determinacdo 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 pocos (fundo chato). Apos 18
h, a placa foi lavada com solugéo de tween 20 0,05% (tampéao de lavagem), 3 vezes,
blogueada com uma solucéo de albumina sérica bovina 1% e lavada novamente por
mais 3 vezes com o tampéao de lavagem. Logo apds, um macerado do tecido foi
preparado em tampao fosfato salino (PBS) na propor¢cdo 100 mg de tecido para 600
puL de PBS, homogeneizado e centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos a 4° C. Os
sobrenadantes (100 yL) foram pipetados em placa de 96 pocos, realizada a curva
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padrao, incubada por 2 h e lavada com tampé&o de lavagem por 3 vezes. O anticorpo
secundario biotinilado (100 uL) foi adicionado em cada pogo, seguido de incubagao
por 2 horas e 3 lavagens. A placa foi incubada com estreptavidina durante 20 minutos,
lavada 3 vezes, adicionado o substrato para revelacdo (Kit DuoSet© — R & D Systems
Catalog — DY999) e incubada por 20 minutos. Decorrido esse tempo, a reacao foi
interrompida adicionando 50 pyL da solugcdo de parada e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 450 nm. Os resultados foramobtidos pela interpolacdo com a

curva padréo e expressos em pg de interleucina/mL.

4.3 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média (d.p.).
Para andlise 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 comparacdes. O nivel de significancia
minimo foi p < 0,05. Os dados foram digitados em planilha eletrénica Excel (Microsoft
Office 2010®) e posteriormente exportados para o programa GraphPad Prism versao

6.0 (San Diego, CA, EUA), onde foram analisados.



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio Toxicologico N&o-Clinico Oral Agudo

Apés analise dos dados, ndo foram observadas alteracbes comportamentais
dos animais tratados com farnesol nas doses 300 ou 2000 mg/kg (v.0.) quando
comparados ao grupo controle (tween 80 5%). Além disso, nao foi verificada morte no
grupo de animais (n=3) tratados com farnesol (300 mg/kg). Este procedimento foi
repetido com a mesma dose, e mais uma vez nao foi constatado morte dos animais.
A partir disto, o préximo passo foi avaliar o grupo de animais tratados com farnesol
(2000 mg/kg), em que néo foi verificada a morte de nenhum animal. Apos repeticao
do tratamento sob as mesmas condi¢cdes, também ndo foi observada morte de
nenhum animal. Com isto, foi possivel estimar que a DL50 do farnesol é maior que
2500 mg/kg, se enquadrando na categoria 5 de acordo com Sistema de Classificagédo

Harmonizada Global (GHS), como demonstrado na figura 18.

Figura 18 - Esquema da Estimativa da DL50 do Farnesol

e
2.000 mg/kg
300 mg/kg — 3 animais
3 animais
e 2.000 mg/kg
3 animais
3 animais
DL50 > 2500 mg/kg

(Categoria 5 GHS)
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Fonte: Arquivo LFTGI (2023)

Com relagéo a evolugcédo ponderal ao indice de 6rgdos e consumo de agua e
racao, nao foram observadas alteracdes promovidas pelo farnesol nas doses de 300

e 2000 mg/kg em comparacao ao grupo controle (Tween 80 5%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da administracéo oral do farnesol na evolugéo ponderal, indice de

orgaos, consumo de agua e racdo em camundongos Swiss machos

Pardmentros Tratamentos
Evolucédo ponderal () Tween 80 FEmEEo| FEImESO|
5% 300 mg/kg 2000 mg/kg
Ganho de 8,66 +0,51 8,16 +0,98 9,33+0,51
massa
indice de 6rgéos
Figado 61,18 £ 0,15 56,32 £ 0,24 57,17 0,33
Coracao 5,40 £0,03 4,86 +0,01 4,76 0,02
Rins 17,61 £0,06 16,65 +0,05 17,07 £0,05
Baco 3,42 £0,01 3,67 £0,01 3,48 £0,01
Consumo de agua (mL)
25,38 £ 2,55 24,15 +2,66 26,85 + 2,28
Consumo de ragéo (g9)
18,04 £1,46 17,18 +1,36 19,55+1,55

Os resultados estdo expressos como média * d.p. (n=6). Teste “t” de Student ndo-pareado comparado
ao grupo controle (tween 80 5%), ‘p<0,05 e ™ p<0,01. Para avaliacdo dos 6rgdos, os valores foram
expressos como indice de 6rgdos que corresponde a divisdo do peso dos 6rgdos (mg) pelo peso dos
animais (g).

5.2 Avaliagéo da Atividade Gastroprotetora do Farnesol

5.2.1 Ulceras Gastricas Induzidas por Etanol

De acordo com os resultados, o etanol produziu lesdes gastricas significativas
(495,8 £ 19,1 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), droga citoprotetora de referéncia, apresentaram uma reducgdo significativa
(p<0,001) da é&rea lesionada (11,9 £ 1,9 mm?2) em comparagdo ao controle negativo,
com um percentual de inibicdo da leséo ulcerativa de 97%. De forma semelhante, o

farnesol em todas as doses avaliadas (25, 50, 100 e 200 mg/kg v.0.), apresentou uma



ALU (mm?2)

98

reducao significativa (p < 0,001) da ALU causada pelo etanol quando comprado ao
grupo tween 80 5%, com um percentual de inibicdo da lesdo ulcerativa de 73% (135,8
+ 4,5 mm?), 92% (39,2 + 4,4 mm?), 97% (11,9 £ 2,5 mm?) e 98% (8,6 £ 1,5 mm?)
respectivamente.

Embora o farnesol tenha apresentado efeito gastroprotetor significativo em
todas as doses testadas, a dose de 100 mg/kg foi selecionada como a mais efetiva, ja
gue ndo apresentou diferenca significativa da dose de 200 mg/kg, mas apresentou
diferenca das demais doses quando avaliadas pelo teste de Tukey de mdltiplas
comparacoes. Esses resultados estdo expressos no Grafico 1 e ilustrados na Figura
19.

Gréfico 1 - Efeito da administracao oral da carbenoxolona e farnesol em ulceras
gastricas induzidas pelo etanol em ratos

600
Bl Tween 80 5%
400 4 [ carbenoxolona100mg/kg
[ Farnesol 25 mg/kg
3 Famesol 50 mgl/kg
2001 73% > 005 Bl Famesol 100mg/kg
— I_I Bl rFamesol 200mg/kg
92%
97 % sk 97 % 98%
.- sk . I'T'I

Tratamentos

Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey.
***n<0,001, comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (n=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
Leséo Ulcerativa.
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Figura 19 - Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica de ratos Wistar preé-
tratados (v.0.) com tween 80 5% (A); carbenoxolona 100 mg/kg (B); farnesol 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

| . I | “ |
D“ E“ |

5.2.2 Ulceras Gastricas Induzidas pelo Estresse (imobilizac&o e frio)

No modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por estresse por
imobilizacéo e frio, a ranitidina (50 mg/kg) e o farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg)
administrados por via oral reduziram significativamente (p<0,001) o ILU em 52% (62,4
+ 4,9), 29% (92,8 £ 3,3), 38% (81,2 + 3,1), 54% (59,8 + 2,3) e 54% (59,0 + 4,1),
respectivamente, quando comparado ao controle (tween 80 5%) (131 * 3,0) (Grafico
2).



ILU

100

Gréfico 2 - Efeito da administracdo oral da ranitidina e do farnesol em ulceras
gastricas induzidas pelo estresse (imobilizacdo e frio) em camundongos em
swiss machos
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Tratamentos

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

5.2.3 Ulceras Gastricas Induzidas por Anti-inflamatério N&o Esteroidal
(Piroxicam)

Os resultados obtidos do modelo de Ulcera gastrica induzida por AINEs
(Piroxicam) demonstraram que a administracdo oral de ranitidina (50 mg/kg) e do
farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg) apresentaram uma reducéo significativa (p<0,05)
do ILU em 54% (46,0 + 5,7), 10% (90,2 £ 5,8), 23% (76,8 £ 4,9), 46% (54,6 £+ 4,1) e
51% (49,2 +5,9), respectivamente, em comparagao ao grupo controle negativo (tween
80 5%) (100,8 + 7,8) (Grafico 3).
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Gréafico 3 - Efeito da administracdo oral da ranitidina e farnesol em ulceras
gastricas induzidas por anti-inflamatorio 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.
***n<0,001, comparado com o grupo controle (Tween 80 5%) (n= 6-7). As barras acima das doses
indicam a existéncia ou nio de diferencas estatisticas no teste de Tukey. ILU= indice de Les&o
Ulcerativa.

5.2.4 Ulceras Gastricas Induzidas por Contens&o do Suco Gastrico (ligadura
do piloro)

Os resultados obtidos a partir do protocolo de Ulcera gastrica induzida por
contenséo do suco gastrico demonstram que a ranitidina (50 mg/kg) e o farnesol (100
mg/kg) administrados por via oral reduziram o ILU em 48% e 59%, respectivamente,
em comparacdo ao grupo controle negativo (tween 80 5%). Quando administrados
intraduodenalmente, a ranitidina e o farnesol reduziram o ILU em 45% e 53%,
respectivamente, em comparacgédo ao grupo tween 80 5%. Esses resultados estao

expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito da administragéo oral e intraduodenal da ranitidina e farnesol em

Ulceras gastricas induzidas por ligadura do piloro em ratos

Tratamento Via de Dose ILU Inibicéo (%)
administracdo (mg/kg)
Tween 80 5% Oral - 291,7 +19,0 -
Ranitidina Oral 50 150,0 + 8,42 48
Farnesol Oral 100 1204 + 9,48 59
Tween 80 5% Intraduodenal - 2334 + 8,15 .
.-y . - ###

Ranitidina  Intraduodenal 50 1291 + 3,56 45
Farnesol Intraduodenal 100 109,6 + 7,19### 53

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

5.3Avaliacdo dos Mecanismos de Acdo Envolvidos no Efeito Gastroprotetor do
Farnesol

5.3.1 Mecanismo Antissecretdrio ou Neutralizante

5.3.1.1 Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos Contensdo do Suco Gastrico
(ligadura do piloro)

A partir do protocolo de contenséo do suco gastrico por meio ligadura do piloro,
foram determinados os parametros bioquimicos do conteudo estomacal de ratos: pH,
[H*] e volume do suco gastrico apos administracdo de tween 80 5%, ranitidina (50
mg/kg) e farnesol (100 mg/kg) pelas vias oral e intraduodenal.

De acordo com os resultados obtidos em ambas as vias de administracéo (v.o.
e i.d.), em que foram administrados o farnesol, ndo foram observadas alteracdes no
pH quando comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%). Com relacéo a [H*]
ndo houve alteracdo nos animais pré-tratados com o farnesol por v.0., no entanto
houve uma reducédo da [H*] nos animais pré-tratados com o farnesol via i.d. quando

comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%). Com relagdo ao volume do
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suco gastrico, ndo ocorreu alteragcdo nos animais pré-tratados com o farnesol por v.o.,
no entanto houve um aumento nos animais pré-tratados com o farnesol via i.d.

J& os animais pré-tratados com o padrao 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 estao expressos na tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da administragéo oral e intraduodenal da ranitidina e farnesol nos
parametros do contetdo gastrico apos ligadura do piloro

Tratamento Via de Dose pH [H] Volume
administracdo (mg/kg) (mEqg/mL/4) (mL)

Tween 80 5% Oral - 3,6+0,3 45+03 0,9 +0,04
Ranitidina Oral 50 6,9+0,2™ 0,7 + 0,4%# 0,7 +0,07™

Farnesol Oral 100 3,2+0,4 49+0,4 09+0,1

Tween 80 5% Intraduodenal - 34+0,3 7,4+0,5 1,5+0,07

Ranitidina Intraduodenal 50 5,7 £ 0,47 3 4 +0,4% 0,6 = 0,097

Farnesol Intraduodenal , 100 , 3,8+0,05 2,7 0,77 1,4 + 0,06%

I I 1
Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett; *** 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 Avaliacédo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrila (SHs) na

Atividade Gastroprotetora do Farnesol

Os grupos previamente tratados com o padrao carbenoxolona (100 mg/kg) e o
farnesol (100 mg/kg) exibiram uma redugéao significativa (p<0,001) da ALU em 97%
(14,4 £ 1,1 mm?) e 98% (12,1 + 2,4 mm?2), respectivamente, quando comparado ao
grupo controle negativo (tween 80 5%) (546,0 = 31,4). Entretanto, quando
administrado o NEM (10 mg/kg - i.p.), um inibidor dos grupamentos sulfidrilas, houve
reducdo do efeito gastroprotetor da carbenoxolona (100 mg/kg) e do farnesol (100
mg/kg) para 16% (458,1 + 30,3 mm?2) e 15% (465,4 + 37,1 mm?2) respectivamente,
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guando comparado aos grupos que nao receberam o bloqueador. Os resultados estéo

expressos no grafico 4 e ilustrados na figura 20.

Gréfico 4 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol apos pré-
tratamento com salina e NEM (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em
ratos

I p<0,001 1
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Tratamentos

Os resultados esté@o expressos como média £ d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido
do teste de Dunnett. ***p < 0,001 comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%) ### p < 0,001,
comparado ao grupo NEM + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-8). A diferenca estatistica entre
0s grupos néo blogueados e bloqueados estdo expressos nas barras horizontais acima de cada grupo
e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibi¢éo foi calculada em relacdo ao respectivo
controle negativo.
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Figura 20 - Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucéo salina 0,9% e tratados
com Tween 80 5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e farnesol 100 mg/kg (C) ou
pré-tratados com NEM e tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100
mg/kg (E) e farnesol 100 mg/kg (F) no modelo de Ulceras por etanol para
avaliacéo da participacédo dos grupamentos sulfifrilas

. l | “
| u | '
5.3.2.2 Avaliacdo da Participacdo do Oxido Nitrico (NO) na Atividade

Gastroprotetora do Farnesol

A partir do resultado obtido, foi possivel observar que a carbenoxolona (100
mg/kg) e o farnesol (100 mg/kg) exibiram uma redugéo significativa (p<0,001) da ALU
em 97% (14,4 + 1,1 mm?) e 98% (12,1 +* 2,4 mm3), respectivamente, quando
comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%) (546,0 £+ 31,4). Porém, nos
grupos pré-tratados com L-NAME, um bloqueador da sintese do NO, foi observado a
reducdo da gastroprotecao exercida pela carbenoxolona e Farnesol para 50% (267,7
1 33,9 mm?) e 76% (130,5 * 31,7 mm?) respectivamente, em comparagdo aos grupos
nao bloqueados. Os resultados estdo expressos no grafico 5 e ilustrados na figura
21.
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Gréfico 5 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e Farnesol apos preé-
tratamento com salina e L-NAME (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por etanol em
ratos
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Tratamentos

Os resultados estédo expressos como média + d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido
do teste de Dunnett. =+p<0,001, comparado com o grupo controle negativo (tween 80 5%) ##p<0,001,
comparado com o grupo L-NAME + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-8). A diferenca estatistica
entre 0s grupos ndo bloqueados e bloqueados estdo expressos nas barras horizontais acima de cada
grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibicdo foi calculada em relagéo ao
respectivo controle negativo.
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Figura 21 - Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucéo salina 0,9% e tratados
com Tween 80 5% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B) e farnesol 100 mg/kg (C) ou
pré-tratados com L-NAME e tratados com Tween 80 5% (D), carbenoxolona 100
mg/kg (E) e farnesol 100 mg/kg (F) no modelo de ulceras induzidas por etanol
para avaliacdo da participacdo do 6xido nitrico

| . l | | 0
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5.3.2.3 Avaliacido da Participacéo dos Canais para ions Potassio sensiveis ao
ATP (Katp) na Atividade Gastroprotetora do Farnesol

Os resultados obtidos demonstram que a atividade gastroprotetora nos grupos
nao bloqueados e tratados i.p. com diazéxido (3 mg/kg) ou v.o com farnesol (100
mg/kg) reduziram a ALU em 90 e 98%, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle negativo. Quando os animais foram pré-tratados com a glibenclamida
(i.p.), um antagonista dos canais de Katp, ocorreu a reducdo do efeito gastroprotetor
dos grupos tratados com o farnesol (154,1 £ 17,61) e com o diazoxido (212,3 + 27,12)
para 72% e 61%, ambos comparados aos grupos ndo bloqueados. Os resultados

estdo expressos no grafico 6 e ilustrados na figura 22.
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Gréfico 6 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol apés preé-
tratamento com salina e Glibenclamida (i.p.) em ulcera gastrica induzida por

etanol em ratos
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido
do teste de Dunnett. ***p < 0,001, comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%), e ### p<0,001,
comparado com o grupo glibenclamida + controle negativo (tween 80 5%) (n= 7-8). A diferenca
estatistica entre 0s grupos nado bloqueados e bloqueados estéo expressos nas barras horizontais acima
de cada grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibicdo foi calculada em relagéo
ao respectivo controle negativo

Figura 22 - Estémagos de ratos pré-tratados com solugéo salina 0,9% e tratados
com Tween 80 5% (A), diazéxido 3 mg/kg (B) e Farnesol 100 mg/kg (C) ou pré-
tratados com glibenclamida e tratados com Tween 80 5%, diazéxido 3 mg/kg (E)
e Farnesol 100 mg/kg (F) no modelo de ulceras induzidas por etanol para
avaliacdo da participagdo dos canais de potassio sensiveis a ATP

A.’!l B” |
D“ E‘ |
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5.3.2.4 Quantificacdo do Muco Aderido a Mucosa Gastrica Apo6s Ligadura do
Piloro

No modelo experimental para quantificacio de muco gastrico, medido
indiretamente pela quantidade de alcian blue na porcdo glandular estomacal, a
carbenoxolona (200 mg/kg) e o farnesol (100 mg/kg) (v.0) aumentaram a quantidade
de muco aderido a mucosa gastrica em 246,4 £+ 7,2 e 222,4 + 13,1 pyg de alcian
blue/peso da porgéo gladular (g) quando comparada com o grupo controle negativo:
205,4 + 8,2 ug de alcian blue/peso da por¢éo gladular (g). Os resultados obtidos nesse

modelo estdo expressos no grafico 7.

Gréfico 7 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol na
concentracdo 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 e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).

5.3.25 Avaliagdo da Participagdo das Prostaglandinas no Efeito
Gastroprotetor do Farnesol

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que a atividade
gastroprotetora nos grupos néo bloqueados e tratados v.o com misoprostol (50 pg/kg)
ou farnesol (100 mg/kg) reduziram a ALU em 72 e 73%, respectivamente, quando

comparados com o grupo controle negativo. Entretanto, quando no pré-tratamento os
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animais receberam indometacina (v.0), um bloqueador das COX, foi observado o
aumento da ALU com reducao do efeito gastroprotetor do misoprostol (50ug/kg) e
farnesol (100mg/kg) para 19 e 69%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo. Os resultados estdo expressos no grafico 8 e ilustrados na figura
23.

Gréfico 8 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol apés preé-
tratamento com salina e Indometacina (i.p.) em Ulcera gastrica induzida por
etanol em ratos

Os resultados estéo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido
do teste de Dunnett. ***p < 0,001, comparado ao grupo controle negativo (tween 80 5%), e ##p<0,001,
comparado ao grupo indometacina + controle negativo (tween 80 5%) (n= 6-7). A diferenca estatistica
entre os grupos nao bloqueados e bloqueados estd expressa nas barras horizontais acima de cada
grupo e foi verificada pelo teste de Tukey. A percentagem de inibicdo foi calculada em relacdo ao
respectivo controle negativo.
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Figura 23 - Estdbmagos de ratos pré-tratados com solucéo salina 0,9% e tratados
com Tween 80 5% (A), Misoprostol 50 pg/kg (B) e Farnesol 100 mg/kg (C) ou preé-
tratados com Indometacina e tratados com Tween 80 5%, Misoprostol 50 pg/kg
(E) e Farnesol 100 mg/kg (F) no modelo de ulceras induzidas por etanol para

avaliacdo da participacao das prostaglandinas
| “
| “

A partir do protocolo experimental de Ulcera gastrica induzida por etanol foram

A . B
D I I E
5.3.3 Atividade Antioxidante

obtidos os tecidos para doseamento dos niveis de GSH, MDA, MPO e SOD na mucosa

gastrica.

5.3.3.1 Determinagcdo dos Niveis de Grupamentos Sulfidrilicos Ndo Proteicos
(GSH)

De acordo com os resultados obtidos foi observado que o grupo controle
negativo (54,4 + 3,8 nmol de GSH/mg de proteinas) reduziu os niveis de GSH quando
comparados ao do grupo normal (70,5 £ 4,3 nmol de GSH/mg de proteinas).
Entretanto, a carbenoxolona (100mg/kg) e o farnesol (100 mg/kg) administrados por
via oral aumentaram os niveis de GSH para 68,3 + 3,7 € 66,9 + 2,3 nmol de GSH/mg
de proteinas, respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo. Os

resultados estéo expressos no grafico 9.
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Gréfico 9 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de GSH a partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).

5.3.3.2 Determinacéo dos Niveis de Malondialdeido (MDA)

De acordo com os resultados obtidos foi observado que no grupo controle

negativo (394,7 + 16,6 nmol de MDA/g de tecido) os niveis de MDA aumentaram

guando comparados ao do grupo normal (320,1 + 17,4 nmol de MDA/g de tecido).

Entretanto a carbenoxolona (100 mg/kg) e o farnesol (100 mg/kg) quando

administrados via oral reduziram os niveis de MDA para 314,5 + 18,7; 311,2 + 16,5

nmol de MDA/g de tecido, respectivamente, quando comparado ao grupo controle

negativo Tween 80 5%. Os resultados estdo expressos no gréafico 10.
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Gréfico 10 - Efeito da administracdo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de MDA a partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).

5.3.3.3 Determinacéao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Os resultados demonstraram que no grupo controle negativo (145,5 + 4,2
unidade de MPO/g de tecido) os niveis de MPO aumentaram quando comparados ao
grupo normal (11,8 £ 1,2 unidade de MPO/g de tecido).

Os grupos tratados v.o com carbenoxolona (100 mg/kg) e farnesol (100 mg/kg),
reduziram os niveis de MPO para 8,3 £ 1,3 e 11,4 + 3,7 unidade de MPO/g de tecido,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo, Tween 80 5%. Os
resultados estdo expressos no grafico 11.
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Gréfico 11 - Efeito da administracao oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de MPO a partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).

5.3.3.4 Determinacdo da Atividade da Supeodxido Dismutase (SOD)

Os resultados demonstraram que no grupo controle negativo (19,3 + 0,89
unidade de SOD/mg de proteina) os niveis de SOD dimunuiram quando comparados
ao grupo normal (24,01 £ 0,70 unidade de SOD/mg de proteina).

Os grupos tratados v.o com carbenoxolona (100 mg/kg) e farnesol (100 mg/kg),
aumentaram os niveis de SOD para 22,3 + 1,1; 24,2 + 0,49 unidade de SOD/mg de
proteina, respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo, Tween 80

5%. Os resultados estdo expressos no grafico 12.
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Grafico 12 - Efeito da carbenoxolona e do farnesol sobre a atividade da enzima
superoxido dismutase 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%) (n= 6).

5.3.4 Investigacdo da Atividade Imunorregulatéria

5.3.4.1 Quantificacdo das Citocinas IL-18, TNF-a, IL-6 e IL-10 Teciduais

De acordo com os resultados obtidos para os niveis de IL-1B3, o grupo Tween
80 5% aumentaram os niveis da interleucina pré-inflamatoria IL-13 para 1251 + 52,7
pg de IL-1B/mL em comparagao ao grupo normal 955,6 + 53,6 pg de IL-1B/mL. Os
tratamentos v.o com carbenoxolona (100 mg/kg) e com o farnesol (100 mg/kg) reduziu
os niveis da IL-1B (977,4 £ 63,7 pg de IL-1p/mL e (857,8 + 50,7 pg de IL-1B/mL)
respectivamente, quando comparado ao grupo Tween 80 5%.

Resultado semelhante foi encontrado para os niveis de TNF-a, no qual, o grupo
controle negativo 1721 + 44,2 pg de TNF-a/mL apresentou um aumento significativo
dos niveis de TNF-a quando comparado ao grupo normal 1237 + 64,1 pg de TNF-
a/mL. Os tratamentos com carbenoxolona e o farnesol reduziram os niveis do TNF-a
para 1490 + 50,8; 1038 + 51,7 pg de TNF-a/mL quando comparado ao grupo tratado
apenas com Tween 80 5%.

O mesmo foi encontrado para os niveis de IL-6, no qual, o grupo controle
negativo apresentou um aumento significativo dos niveis de IL-6 3748 + 279,3 pg de

IL-6/ml quando comparado ao grupo normal 2559 = 291,1 pg de IL-6/mL. Os
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tratamentos com carbenoxolona (100 mg/kg) e o farnesol (100 mg/kg) reduziram os
niveis do IL-6 para 2359 * 215,1; 2512 + 132,9 pg de IL-6/mL quando comparado ao

grupo tratado apenas com Tween 80 5%.

Ao avaliar IL-10, foi observado que o grupo Tween 80 5% apresentou uma
reducdo dos niveis de IL-10 (632,8 + 45,7 pg de IL-10/mL) em compara¢do ao grupo
normal (928,2 + 50,04pg de IL-10/mL). Os tratamentos com carbenoxolona (961,6 +
41,48pg de IL-10/mL) e farnesol (890 + 27,23pg de IL-10/mL), promoveram um aumento

dos niveis de IL-10 para 0s niveis basais em compara¢do com o grupo tratado apenas

com Tween. Os resultados correspondentes & imunomodulagéo estdo representados

no grafico 13, 14, 15 e 16.

Gréfico 13 - Efeito da administracéo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de IL-1B, partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estao expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).
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Gréfico 14 - Efeito daadministracdo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de TNFa, partir do modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estéo expressos como média = d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).

Gréfico 15 - Efeito daadministracdo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de IL-6, partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estéo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).
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Gréfico 16 - Efeito daadministracdo oral da carbenoxolona e farnesol nos niveis
de IL-10, partir do modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos
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Os resultados estéo expressos como média + d.p. ANOVA seguido do teste de Dunnett e Tukey. ***p
< 0,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 5%) (n= 6).
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6. DISCUSSAO

Por milénios, a humanidade dependeu fortemente da natureza para suprir suas
necessidades basicas e para tratar o seu processo de adoecimento. Esta bem
documentado que as plantas medicinais constituem a base dos sistemas de medicina
tradicional. As plantas medicinais continuam sendo utilizadas para o tratamento de
diversas afec¢gbes por uma grande parte da populacdo, que segundo dados da
literatura 70% a 95% dos individuos, principalmente nos paises em desenvolvimento,
ainda usa a medicina tradicional como cuidado primario de saude (DZUL-BEH et al.,
2020).

Desde o inicio do século XX até hoje, os produtos naturais receberam grande
atencdo devido a sua importancia no desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos (NWOKEJI et al., 2016). Cerca de 70% dos medicamentos e pequenas
moléculas aprovados que entraram no mercado no periodo entre 1981 e 2014 foram
derivados de produtos naturais, incluindo produtos naturais inalterados, derivados
guimicamente modificados e prototipos sintéticos derivados de um modelo de produto
natural (NEWMAN, 2016).

As propriedades farmacolégicas dos produtos naturais, em especial das plantas
medicinais estdo relacionadas a presenca de metabdlitos secundarios como
alcaloides, saponinas, glicosideos, flavonoides, taninos, compostos fendlicos,
fenilpropandides e terpenos (DUTRA et al., 2016).

Os terpenos sdo o0 grupo mais abundante de metabdlitos secundarios obtidos
de plantas e os principais constituintes dos 6leos essenciais (BARBOSA et al., 2017).
Esses metabdlitos sdo biossintetizados a partir das vias de mevalonato (classica) que
tem como precursor a acetil co-enzima A (AcetilCoA) ou metileritritol fosfato
(alternativa). Sua estrutura basica é composta por unidades de isopreno (CsHs), a
partir do arranjo das unidades de isopreno sédo definidas nas seguintes classes:
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cozo), triterpenos (Cso) e
tetraterpenos (Cao) (BOOTH et al., 2017; BONCAN et al., 2020).

O crescente interesse no estudo dos terpenos esta associado ao seu potencial
de aplicacéo clinica, pois apresentam diferentes propriedades bioldgicas, tais como:
antifangico, antibacteriano, antiviral, anti-tumoral, antiparasitario, hipoglicemiante,
anti-inflamatorio, analgésico, antidiarreico e gastroprotetor (PADUCH et al., 2007,
PESSOA et al., 2020; SERAFIM, et al., 2020).
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O Farnesol um produto de origem natural, pertencente a classe dos
sesquiterpenos, sendo amplamente encontrado nos Oleos essenciais de plantas
aromaticas como capim-limdo (Cymbopogon citratus) e camomila (Matricharia
camomila), em frutas citricas e alguns vegetais (LIN, 2015; ANDRE, 2017). Possui
algumas atividades farmacologicas ja descritas na literatura, dentre elas destacam-se
a atividade antioxidante (KHAN; SULTANA, 2011), anti-inflamatéria (KU; LIN, 2015),
ansiolitica, antinociceptiva (SHAHNOURI et al., 2016), anti-obesidade (KIM et al.,
2017), antimicrobiana (KIM et al., 2018), antitumoral (WANG, 2018) e antidiarreica (DA
COSTA et al., 2020). Entretanto, nenhum estudo realizado com esta substancia
isolada foi encontrado frente a atividade gastroprotetora, o que motivou a sua escolha
para o desenvolvimento desse trabalho.

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

Na busca de novos medicamentos, estudos toxicolégicos sdo imprescindiveis
para estabelecer condicbes seguras de uso de alguma substancia isolada ou
composto, e para tanto se faz necessario a realizacdo de ensaios pré-clinicos e
clinicos (ANVISA, 2013). Nos ensaios pré-clinicos € avaliado a toxicidade das
substéancias, a fim de estabelecer a segurangca e o comportamento das mesmas em
animais, para depois serem testadas com seguranca em humanos nos estudos
clinicos (OLIVEIRA et al., 2014; HULLEY, et al., 2019).

O estudo de toxicidade aguda é um teste de ensaio ndo clinico de seguranca,
em que é possivel avaliar a toxicidade produzida por uma substancia teste quando
esta é administrada em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24
horas, seguido de observacao dos animais por 14 dias apés a administracao (ADSOM,
2016). Outro parametro de toxicidade também avaliado nos ensaios ndo-clinicos com
animais € a estimativa da dose letal 50% (DL50), que é a quantidade da substancia
capaz de causar a morte de 50% dos animais em experimentacéo, durante um periodo
especificado (HAYES, 2014; ADAMSON, 2016).

Nessa perspectiva, foi utilizado para o estudo de toxicidade aguda do Farnesol
0 guia n° 423 de 2001 da OECD (Organisation for Economic Cooperation and
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Development), que preconiza a avaliacdo de toxicidade aguda em duas etapas,
utiizando um ndmero amostral reduzido de trés animais do mesmo sexo e
identificando se ha toxicidade pela constatacdo de morte ou qualquer debilidade em
seu estado fisiologico normal, apds a administracdo da substancia teste nas doses de
300 e 2000 mg/kg. Isso visa garantir a reprodutibilidade e confiabilidade do método e
auxiliar na escolha das doses para estudos farmacoldgicos subsequentes (OECD,
2001).

De acordo com os parametros avaliados pelo protocolo, pode-se inferir que a
DL50 estimada para o farnesol € igual ou superior a 2.500 mg/kg, o que o faz se
enquadrar na categoria 5 do Sistema de Classificacdo Harmonizada Global (GHS).
Segundo Kennedy et al., (1986) uma substancia com DL50 maior que 2.000 mg/kg
(via oral) pode ser considerada de baixa toxicidade, podendo afirmar que o farnesol
tem uso seguro, quando administrado nas condicbes avaliadas. Esse estudo
corrobora a outros estudos com terpenos que também possuem DL50 na categoria 5
da OECD, a exemplo do B-caroteno (BURTON et al., 2022), o carveol (SERAFIM et
al., 2021), limoneno (KIM et al., 2016), nerolidol (CHAN et al., 2016) e o 1,8 cineol (XU
et al., 2014) quando avaliados quanto a sua toxicidade.

Para a avaliacdo comportamental foi utilizada a metodologia descrita por
Almeida e colaboradores (1999), em que sao avaliadas as alteragbes
comportamentais frente ao SNC e SNA. Com os dados da avaliagdo comportamental
constatou-se que os animais submetidos ao tratamento com o farnesol em ambas as
doses (300 e 2.000 mg/kg — v.0.) ndo apresentaram alteracbes comportamentais em
comparacao ao controle (Tween 80 5%).

Com base na avaliacdo da toxicidade aguda do farnesol em camundongos
Swiss, foi possivel constatar que nao foi observada evidéncia de toxicidade durante o
periodo de observacdo de 14 dias, sem alteragbes significativas no peso, dieta
(consumo de agua e racdo) e comportamento dos animais. Esses parametros
permitem avaliar a funcdo dos principais sistemas organicos e a auséncia de
toxicidade 14 dias apds a administragdo de 2000 mg/kg, 0 que sugere que o farnesol
tem baixa toxicidade. Os resultados obtidos assemelham-se aos descritos por CHAN
et al., 2016, para o sesquiterpeno nerolidol que também demonstrou baixa toxicidade
aguda nos ensaios avaliados. Diante deste resultado é possivel inferir que o farnesol

apresentou baixo grau de toxicidade nas condigbes avaliadas. Esses resultados
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indicam que existe uma relativa margem de seguranca para o uso desta substancia
como possivel agente terapéutico, embora estudos toxicologicos adicionais sejam
necessarios, principalmente o de doses repetidas (ANVISA, 2013). Nessa perspectiva
seguiu-se com os estudos envolvendo a atividade gastroprotetora do farnesol.

A Ulcera gastrica € uma situacao clinica tratavel que afeta a qualidade de vida
do individuo e causa 6nus econémico ao sistema de salude (AYAZ et al., 2022). Ocorre
devido a mecanismos de defesa enfraquecidos na mucosa gastrica e a mudancgas no
estilo de vida, incluindo tabagismo, consumo de alcool, uso de AINEs e infec¢do por
H. pylori (BJARNASON et al., 2018).

O consumo excessivo de alcool pode danificar a mucosa gastrica e, a
ingestdo de etanol causa muitas alteracbes patolégicas da mucosa
e submucosa gastrica, incluindo lesbes hemorragicas, edema extenso da
submucosa, friabilidade da mucosa e Ulceras agudas. Além disso, o etanol é
frequentemente empregado em modelo de roedores para provocar Ulceras gastricas
acarretando em lesdo direta das células endoteliais vasculares da mucosa,
interrompem a continuidade das células, desencadeiam a formacgdo de radicais
reativos de oxigénio e citocinas inflamatorias e contribuem para a isquemia local da
mucosa gastrica (ZHANG et al., 2019; SICHEN et al., 2021).

O préximo passo desse estudo foi avaliar o efeito gastroprotetor do farnesol
frente ao protocolo experimental de Ulcera induzida com etanol. Esse protocolo 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 ulcera no homem
(KARAMPOUR et al., 2019).

Os resultados obtidos com esse modelo mostraram que a administracdo do
farnesol nas doses avaliadas (25, 50, 100 e 200 mg/kg) reduziram a area de leséo
ulcerativa quando comparado ao grupo tratado apenas com o veiculo. Desta forma é
possivel sugerir que o farnesol exerce funcdo protetora na mucosa gastrica. Os
resultados deste estudo corroboram a outros dados existentes na literatura, em que,
0s sesquiterpenos guaianolideo e eudermanolideo (REPETTO; BOVERIS 2010),
alcool patchouli (ZHENG et al., 2014), as lactonas sesquiterpénicas costunolide e
dehidrocostuslactona (ZHENG et al., 2016), 2,3-epoxijuanislamina e calealactona B
(SANCHEZ-MENDOZA et al., 2019) e a lactona sesquiterpénica isoalantolactona
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(CHAOYI ZHOU et al., 2023) demonstraram resultados semelhantes. O proximo
passo foi avaliar a atividade gastroprotetora frente ao modelo de Ulcera induzida por
estresse.

O estresse € uma das principais causas de preocupacao no desenvolvimento
e progressdo de muitas doencas, pois € uma forca de desequilibrio contra a
homeostase, incluindo adaptacdes fisioldgicas, celulares e moleculares (MUSAB et
al., 2022). O estresse fisioldgico durante doencas graves causa alteracdes estruturais
fundamentais nos elementos funcionais dos érgaos humanos, afetando diretamente a
progressdo da doenca. Dentre as varias doencas associadas ao estresse, encontra-
se a Ulcera. A ulceracao é frequentemente associada a perturbacéo da remodelacéo
da matriz extracelular (MEC) dos tecidos gastricos devido a modulacdo da atividade
de um grupo de endopeptidases dependentes de zinco que degradam a matriz,
conhecidas como metaloproteinases da matriz (MMPs) (RUTRA et al., 2022).

As lesBes gastricas induzidas por estresse por imobilizacdo e frio sao
conhecidas por estarem associadas a um aumento da secrecao gastrica, reducao os
niveis das prostaglandinas endégenas 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 peroxidacéao lipidica, aumento de citocinas proé-
inflamatorias, degranulacdo de mastdcitos e ativagdo de leucdcitos, necrose epitelial
e corrosao hemorragica da mucosa gastrica (ELSHAZLY et al., 2018; ULUCAN, 2020).
Nesse modelo de inducéo, o farnesol (25, 50, 100 e 200 mg/kg) reduziu as lesdes
ulcerativas, apresentando efeito gastroprotetor possivelmente relacionado a fatores
antissecretorios, antioxidantes e anti-inflamatorios. Dados semelhantes foram vistos
nos estudos com o sesquiterpeno triciclico alcool patchouli (ZHENG et al., 2014).

A proxima etapa foi averiguar o efeito do farnesol nas Ulceras gastricas
induzidas com antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES), utilizando o piroxicam (30
mg/kg) como agente lesivo.

Os medicamentos mais comumente prescritos para o tratamento da dor e da
inflamacdo sdo os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEsS). Suas propriedades
benéficas tém sido utilizadas na prevencdo e tratamento de diversos distarbios
inflamatorios devido a percepcédo geral de sua seguranca (TAKEUCHI, 2012). No

entanto, os AINEs tém limitacdes devido aos efeitos colaterais que afetam
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principalmente o trato gastrointestinal (Gl), como refluxo, sistomas dispépticos e
ulceracdes (RUIZ-HURTADO et al., 2021).

Sabe-se que individuos que fazem uso crénico de AINES, aumentam o risco
de desenvolver erosdo da mucosa gastroduodenal (35-60%), ulceracdo (10-25%),
hemorragias e perfuracfes graves (<1%). Esses eventos tém impacto negativo na
qualidade de vida dos pacientes, além disso, as Ulceras gastricas sdo um fator de risco
para o desenvolvimento de cancer gastrico (GARCIA-RAYADO; NAVARRO; LANAS,
2018; RUIZ-HURTADO et al., 2021).

O dano gastrointestinal ndo é causado apenas pela exposicdo prolongada ou
cronica aos AINEs, os tratamentos agudos podem produzir danos no tecido GI nos
primeiros 60 minutos. Uma hipétese propde que os AINEs induzam a inibicdo da
agregacao plaquetaria e, portanto, o dano topico e sisttmico da mucosa do estbmago
é amplificado. Além disso, diferentes fatores podem aumentar a ocorréncia de
distarbios gastrointestinais, como idade, osteoartrite, duracdo do tratamento com
AINEs, doenca ulcerosa prévia e co-tratamento atual com corticosteroides (GARCIA-
RAYADO; NAVARRO; LANAS, 2018).

Um fator de risco maior que agrava o potencial de dano gastrointestinal
induzido por AINEs € a infec¢ao por Helicobacter pylori. Quando esta bactéria infecta
a mucosa gastrica, os efeitos deletérios associados a ela na mucosa, como erosao
hemorragica, infiltracdo de neutrofilos, foliculos linféides e danos ao epitélio sao
agravados pela indometacina (um AINE), mas ndo tem efeito sobre o aumento no
namero de bactérias (RUIZ-HURTADO et al., 2021).

O piroxicam apresenta grande potencial ulcerogénico, sendo amplamente
utilizado como ferramenta farmacoldgica nos protocolos de inducéo 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 a sua estrutura acida, 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.
Por via sistémica, inibem a enzima ciclo-oxigenase (COX) de forma nao seletiva,
reduzindo a sintese das prostaglandinas citoprotetoras (PGE2 e PGI2), que atuam
estimulando a producdo do muco e do bicarbonato, fluxo sanguineo e a regulacéo

negativa da secrecdo gastrica. Nesse modelo, também ocorre o recrutamento de
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neutrofilos, perturbacdo no plexo vascular e peroxidacao lipidica (BJARNASON et al.,
2018).

O farnesol reduziu as injarias gastricas induzidas por piroxicam (30 mg/kg),
sugerindo que esse sesquiterpeno pode atuar por um mecanismo citoprotetor. Esses
resultados assemelham-se aos citados na literatura para a o extrato metandlicos
obtidos das partes aéreas de Vernonia polyanthes (BARBASTEFANO et al., 2007), e
as fases cloroférmica e acetato de etila de Praxelis clematidea (Griseb.) (FALCAO et
al., 2013) ricas em sesquiterpenos, 0s quais demostraram resultados semelhantes
frente ao modelo avaliado.

O proximo passo foi verificar o efeito protetor do farnesol (100 mg/kg) frente ao
modelo de contensdo do suco géstrico pela via oral e intraduodenal. Para isso, foi
realizado o protocolo de ligadura do piloro, um método bem estabelecido na avaliacédo
das ulceracdes apds obstrucdo mecanica.

A ligadura do piloro € um procedimento importante que mostra as possiveis
alteracdes dos parametros do conteudo géstrico, (volume do suco gastrico, acidez
total e pH). As Ulceras causadas pela ligadura pilérica sdo devidas ao aumento do
acumulo de acido gastrico e pepsina, levando a autodigestdo da mucosa gastrica. A
inibicdo da acidez gastrica elevada é um dos importantes fatores de protecdo, uma
vez que a sobrecarga dos mecanismos de defesa da mucosa pelo nivel de &cido leva
a formacéo de ulceras (AHMED; NEDI; YIMER, 2022).

O farnesol (100 mg/kg) reduziu a lesdo ulcerativa quando administrado por via
oral e intraduodenal quando comparado ao grupo controle, sugerindo que esse
fitoconstituinte exerce efeito gastroprotetor tanto por acéo local como sistémica. Esses
resultados corroboram com o estudo de Yang e colaboradores, 2019 que
evidenciaram que o0 extrato de Aucklandia lappa (Asteraceae), rico
marjoritariamente em lactonas sesquiterpenicas, diminuiu significativamente o indice
de dano da mucosa gastrica no modelo de ligacéo pildrica .

Determinado o efeito gastroprotetor do farnesol frente aos diferentes agentes
lesivos que mimetizam a Ulcera gastrica no homem, a etapa seguinte foi elucidar os
mecanismos de ac¢ao relacionados a esse efeito gastroprotetor.

Inicialmente foi avaliado o efeito do farnesol sobre os parametros bioquimicos
da secrecao 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
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sistémico). Esse modelo permite que a secrecdo gastrica seja acumulada no
estdbmago, facilitando desta forma, a analise do conteido estomacal.

O farnesol ndo exerceu alteragbes no pH em ambas as vias, na concentracao
de H* e volume do suco gastrico por via oral. Entretanto, reduziu a concentracéo de
H* o volume do suco gastrico via intraduodenal. Dessa forma, pode-se inferir que a
gastroprotecdo promovida pelo farnesol estd associada a mecanismos
antissecretorios sistémicos. Resultados semelhantes foram observados nos estudos
com o sesquiterpeno a-humuleno, que diminuiu a secrecdo de acido gastrico nas
Ulceras gastricas induzidas pela ligadura do piloro (YEO et al., 2021).

Outros produtos naturais também ja foram avaliados frente a esses parametros,
como a Cissampelos sympodialis que ndo modulou os parametros bioquimicos do
suco gastrico (pH, volume e [H*]) (DE SALES et al.,, 2018), o polifenol acido
rosmarinico que também ndo apresentou alteragdes no pH e concentracdo de H* (DO
NASCIMENTO et al., 2020), o fenilpropanoide estragol que ndo promoveu alteracao
no pH, na concentracdo de H* e no volume do suco gastrico por via oral, mas reduziu
0 contelido gastrico por via intraduodenal (ALVES JUNIOR et al., 2020) e o
monoterpeno (-)-carveol que nao exerceu alteragdes no pH e na concentracao de H*,
entretanto, reduziu o volume do suco gastrico em ambas as vias (SERAFIM et al.,
2021).

Ao considerar os resultados promissores e inéditos apresentados pelo farnesol
na gastroprotecdo, na sequéncia, foi avaliada a participacdo dos mecanismos
citoprotetores envolvidos nesse efeito, como os grupamentos sulfidrilicos, NO, Kartp,
muco e prostaglandinas.

Os grupos sulfidrila protegem a mucosa gastrica mantendo o muco gastrico
estavel por meio da formacdo de pontes dissulfeto e eliminacdo de radicais
livres. Estes Ultimos sdo capazes de causar peroxidacdo lipidica (SANCHEZ-
MENDOZA et al., 2020).

Os grupamentos sulfridrilicos sdo responsaveis pelo aumento e pela
manutencdo da estabilidade da camada de muco, principalmente quando as EROs
participam da formacdo dos danos teciduais. No processo de desenvolvimento das
lesBes gastricas, as EROs sao liberadas e iniciam uma reacéo de peroxidacéo lipidica,

culminando em morte celular. Os grupamentos sulfidrilicos se ligam as espécies
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reativas e auxiliam na diminuicdo da gravidade das lesdes géstricas, impedindo a
morte celular (LIANG et al., 2018).

O mecanismo de agao gastroprotetor do farnesol envolve grupos sulfidrila,
tendo em vista que o NEM, um inibidor dos grupamentos sulfidrilicos, conseguiu
reverter seu efeito gastroprotetor.

Muitos produtos naturais exercem atividades gastroprotetoras por meio da
modulacao de grupamentos sulfidrilicos a exemplo do extrato hidroalcodlico das folhas
de Senna multiglandulosa (PACHECO et al., 2022). Estudos com 1,8-cineol (CALDAS
et al., 2015), B-mirceno (BONAMIN et al., 2014) mentol (ROZZA et al., 2014), (-)-
carveol (SERAIM et al., 2021) mostraram que a atividade gastroprotetora desses
terpenos também esta relacionada a participacdo de grupamentos sulfidrilicos.

Dando continuidade a elucidacdo do mecanismo citoprotetor do farnesol a
préxima etapa desse estudo foi investigar a participacédo do éxido nitrico e dos canais
de potéssio sensiveis ao ATP (KATP) no seu efeito gastroprotetor.

Fisiologicamente, o NO produzido pela isoforma endotelial da sintase do 6xido
nitrico (eNOS) esta envolvido nos mecanismos que controlam a integridade do epitélio
gastrico. O NO regula o fluxo sanguineo gastrico, diminui a infiltracdo de neutrofilos,
estimula a angiogénese e a integridade da mucosa, induzindo a secre¢cédo de muco e
inibindo a secrecao de acido gastrico (NASCIMENTO et al., 2020).

Os resultados sugerem que o NO participa do efeito gastroprotetor do farnesol,
ja que a administracdo do L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NO-sintase, interferiu
reduzindo sua gastroprotecéo. Estes achados corroboram com o estudo realizado por
ZHENG e colaboradores, 2016 com as lactonas sesquiterpenicas costunolide e
dehidrocostuslactona que também demosnstraram uma reducdo da gastroprotecao
guando administrado o L-NAME.

Além desses resultados, foi possivel observar que o farnesol (100 mg/kg) em
combinacdo com a glibenclamida (10 mg/kg) teve seu efeito protetor gastrico
diminuido, sugerindo que os canais Katp estdo envolvidos na atividade gastroprotetora
desse fitoconstituinte. Esses dados se assemelham aos resultados obtidos com o
farnesol complexado a B-ciclodextrina sugerindo a possivel participagcdo do canal de
K + sensivel ao ATP no seu mecanismo de agéo (SILVA et al., 2017).

Os canais de potassio sensiveis a ATP (Kartp) foram identificados em varios

tecidos, como pancreas, coracdo, figado e estbmago, onde regulam o fluxo de
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potassio na membrana celular. A ativacdo dos canais Karp pode ocorrer por duas vias
principais: pela via NO/cGMP/Katp, em que o NO ativa a guanilato ciclase solavel e
aumenta os niveis de monofosfato de guanosina ciclica (cGMP) ativando o Kartp; €
também pela atividade de prostanodides enddgenos, que ao ativar os receptores EP3,
estimulam o Kare. Assim, a ativacdo dos Karps estad relacionada a contratilidade,
regulacéo do fluxo sanguineo e secrecéo de acido gastrico (ARARUNA et al., 2021).

A proxima etapa foi avaliar se o farnesol exerce influéncia na secre¢cdo do muco
gastrico. Nas Ulceras gastricas, apesar da baixa secre¢do &cida, os mecanismos
protetores enfraquecidos podem levar a lesdes da mucosa.

O muco é considerado a primeira linha de defesa contra esses agentes
nocivos; protege a mucosa gastrica formando um revestimento insolivel semelhante
a um gel sobre as células epiteliais e junto com o bicarbonato atua como um
escudo. Também contribui para a inibicdo da destruicdo mecénica, fornecendo um
microambiente sobre 0s locais expostos, onde pode ocorrer uma cicatrizacao rapida
pela regeneracdo das células epiteliais (CHANDRA; KISHORE; GHOSH, 2015;
YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; MCDONALD; MACFARLANE, 2018).

A mucosa gastrica € continuamente exposta a agentes nocivos fisicos e
qguimicos, incluindo acido gastrico, pepsina, toxinas microbianas, substancias
abrasivas, refluxo biliar, suco pancreatico e drogas irritantes (MCDONALD;
MACFARLANE, 2018).

A partir dos dados obtidos com esse modelo foi observado que o farnesol
aumentou o muco aderido a mucosa gastrica, sugerindo que o efeito desse
sesquiterpeno envolve o estimulo desse agente citoprotetor. Esses resultados
corroboram aos achados com os sesquiterpenos a-humuleno e nerolidol que no
mesmo modelo avaliado aumentou o contetdo de muco (YEO et al., 2021; DE SOUZA
et al., 2021).

Na avaliacdo das prostaglandinas na gastroprotecdo mediada pelo farnesol, as
Ulceras gastricas foram induzidas por etanol em ratos pré-tratados ou ndo com
indometacina, um inibidor inespecifico da COX e consequentemente da sintese de
prostaglandinas. A manutengdo da homeostase da mucosa gastrica depende da
geracdo continua de prostaglandina E2 (PGE2) e prostaciclina (PGlz2). Essas PGs

protegem o epitélio gastrico aumentando a secrecdo de muco e bicarbonato,
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reduzindo a migracdo de leucécitos, mantendo o fluxo sanguineo para a mucosa e
aumentando a resisténcia das células epiteliais (AMAGASE, 2018).

Por este modelo, foi mostrado que o efeito do farnesol envolve a participacdo
das prostaglandinas, considerando que nos grupos tratados previamente com a
indometacina houve uma exacerbacao da leséo ulcerativa e redu¢cdo moderada dos
efeitos gastroprotetores do farnesol em comparagao aos grupos que néo receberam
a indometacina.

Dados semelhantes foram observados com os sesquiterpenos [B-cariofileno
(FRANCOMANO et al., 2021), O -diacetilbritannilactona, 1- O -acetilbritannilactona,
neobritannilactona A e neobritannilactona B, principais componentes da Inula
britannica L. (Inulae Flos) (KIM et al., 2020).

Visando caracterizar o provavel efeito antioxidante do farnesol frente aos danos
gastricos, a proxima etapa foi avaliar os marcadores do estresse oxidativo como a
gluationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA), a atividade enzimética da
superoxido dismutase (SOD) e mieloperoxidase (MPO) em tecido gastrico a partir do
modelo agudo de Ulcera induzida por etanol, ja que o estresse oxidativo é considerado
um dos mais importantes fatores da fisiopatologia das ulceras induzidas por etanol
(KIM et al., 2020).

Os oxidantes reativos sao criados em muitos compartimentos dentro da célula
a partir de uma variedade de fontes, naturalmente ou como resultado de agressdes
toxicas ou patolédgicas. Pesquisas anteriores demonstraram que a exposicéo ao etanol
causa o0 desenvolvimento de ROS, o que causa ainda mais lesbes no
estbmago. Portanto, aumentar a sinalizacdo antioxidante pode proteger a mucosa
gastrica contra a ulceracdo (BONAMIN et al., 2024; ASAAD; MOSTAF, 2022).

O GSH é um peptideo contendo grupos tiol e caracterizado como a principal
linha de defesa celular contra o dano oxidativo. Em situacdo de estresse oxidativo, o
GSH volta a sua forma oxidada pela acdo da glutationa peroxidase durante a
eliminacao do peroxido de hidrogénio (H202). A quantidade intracelular de GSH pode
ser rapidamente reduzida pela glutationa redutase completando seu ciclo (GAUCHER
et al. 2018).

A superoxido dismutase (SOD) € uma metaloproteinase que catalisa a
dismutacdo do anion superédxido (O% ), uma das principais EROs, em perdxido de

hidrogénio (H202). O perdéxido de hidrogénio formado na reagdo com a SOD né&o é um
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radical livre, € um composto com forte capacidade oxidante, sendo também uma
EROs. Dessa forma entram as enzimas catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPXx), para eliminar esse peréxido de hidrogénio do organismo (JONES, 2020).

O Malondialdeido (MDA) € um marcador bioldgico da peroxidacgéo lipidica e do

estresse oxidativo que pode ser quantificado em lesdes inflamatorias do trato
gastrointestinal. Além disso, juntamente com outras moléculas pro-oxidantes, o MPO
€ uma enzima crucial e um alvo terapéutico que desencadeia o estresse oxidativo e a
inflamacgéo, sendo encontrado em neutrofilos infiltrados. Sua ativagdo pode catalisar
a liberacdo de ERO, alterando as vias de sinalizacao inflamatéria (CHEN et al., 2020).

Neste estudo o farnesol elevou os niveis de GSH e SOD nas amostras de tecido
gastrico e reduziu os niveis de MDA e MPO, o que sugeri que a atividade antioxidante
esta envolvida no efeito gastroprotetor desse composto. Esses resultados corroboram
com os resultados apresentados pelos sesquiterpenos (-)-a-bisabolol (ROCHA et al.,
2011) e epoxido de patchoulene (LIANG et al., 2018), sesquiterpeno B-cariofileno
(FRANCOMANO et al., 2021).

Ap6s comprovar o efeito antioxidante do farnesol, passou-se a avaliar os
possiveis efeitos imunorregulatorios e anti-inflamatoérios desse constituinte.

O etanol induz respostas inflamatérias no tecido gastrico aumentando a
expressao do fator nuclear kappa-B (NF-kB), um fator de transcricdo pré-inflamatério,
que quando ativado, estimula outros mediadores pro-inflamatérios, a exemplo do fator
de necrose tumoral (TNF-a) e as interleucinas IL-6 e IL-1B. Essas citocinas,
representam um dos fatores agressivos para o desenvolvimento de inflamacéo e leséo
ulcerativa no TGl (MANTOVANI et al., 2020).

A IL-10 exerce um papel de fundamental importancia na prote¢cdo da mucosa
gastrica, através da sinalizacdo de uma resposta anti-inflamatoria, reduzindo a
resposta imune mediada por células pré-inflamatorias. Esse efeito se da por meio da
inibicAo da retroalimentacdo do TNF-a e consequente redugdo do processo
inflamatorio (MOLLAZADEH et al., 2019).

De acordo com os resultados apresentados ocorreu uma reducédo dos niveis
das citocinas proé-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-1B8, enquanto, a citocina anti-
inflamatoria 1L-10 aumentou significativamente no grupo tratado com o farnesol.
Resultados semelhantes foram encontrados com os sesquiterpenos a-humuleno
(YEO et al., 2021) e B-cariofileno (FRANCOMANDO et al., 2021) que também reduziram
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0s niveis de citocinas, como interleucina IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), e o sesquitepeno costunolide (KIM; CHOI, 2019) que reduziu os niveis das
citocinas IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNFa). Além disso, ocorreu um aumento
dos niveis de IL-10 demonstrado nos estudos envolvendo o extrato hidroalcoolico de
Aquilaria spp. (Thymelaeaceae) rica em sesquiterpenos (WANG et al., 2021) a lactona
sesquiterpenica antractilona (LI et al., 2022) e isoalantolactona (CHAQOYI ZHOU et al.,
2023).

Diante dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o Farnesol possui um
grande potencial frente as atividades gastroprotetoras que encontra-se relacionada a
mecanismos citoprotetores (participacdo dos grupamentos sulfidrila, ativacdo dos
canais Karp, aumento da producdo de muco e prostaglandinas), antioxidante pelo
aumento dos niveis de GSH e da atividade da enzima SOD e reduc¢éo da peroxidagéo
lipidica (diminuicdo dos niveis de MDA) e da infiltracao neutrofilica (atividade da MPO));
e imunorregulatério observado por meio da diminuicdo dos niveis das citocinas proé-

inflamatdrias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e aumento dos niveis da citocina reguladora IL-10.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da avaliagdo do sesquiterpeno farnesol frente aos diferentes modelos

experimentais de inducdo que mimetizam as Ulceras gastricas no homem, pode-se

concluir que:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

L X4

*,

O farnesol apresentou baixo grau de toxicidade aguda quando administrado
por via oral nas condi¢cdes experimentais avaliadas;

Apresentou atividade gastroprotetora, nas diferentes doses testadas, frente
aos modelos de inducdo aguda de Ulceras (etanol, estresse e AINES);

O efeito gastroprotetor do farnesol pode envolver mecanismos inibitérios da
secrecao 4cida gastrica (antissecretorios).

O efeito gastroprotetor do farnesol estd associado a mecanismos
citoprotetores, com a participacdo dos grupamentos sulfidrilicos, 6xido nitrico,
canais Katp, aumento de muco e prostaglandinas;

O efeito gastroprotetor do farnesol envolve mecanismos antioxidantes,
demonstrado por meio do aumento dos niveis de GSH e da atividade da enzima
SOD e reducdo da peroxidacao lipidica (diminuicdo dos niveis de MDA) e da
infiltracdo neutrofilica (atividade da MPO);

O farnesol possui potencial em minimizar a resposta inflamatdria, observado por
meio da diminuicdo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-

a) e aumento dos niveis da citocina imunorregulatoéria 1L-10.
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Figura 24 - Representacao esquematica das atividades farmacoldgicas
encontradas para o farnesol

Farnesol -3 < X NOH

L Jroxicipabe Acuba }

( ATIVIDADE GASTROPROTETORA

‘ MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NA J

GASTROPROTECAO

Legenda: AINEs, Anti-inflamatérios N&o Esteroidais; GSH, Glutationa reduzida; SOD,

Superoxido dismutase; MDA, Malondialdeido; MPO, Mieloperoxidase; IL-1B3, Interleucina 1
beta; TNF-a, Fator de necrose tumoral alfa; IL-6, Interleucina 6; IL-10, Interleucina 10;
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8. PERSPECTIVAS

Apesar do farnesol apresentar baixa toxicidade no modelo agudo pré-clinico, é
necessario avaliar a toxicidade dessa substancia em modelos de toxicidade de doses
repetidas e avaliar ensaios bioquimicos e hematologicos, afim melhor investigar a
seguranca do uso desse sesquiterpeno.

Considerando os resultados promissores encontrados para a atividade
gastroprotetora desenvolvida pelo farnesol, faz-se necessario investigar outros
mecanismos de acao envolvidos nesse efeito farmacoldgico, como:

% Investigar o efeito cicatrizante no modelo de inducé&o de Ulceras gastricas por

acido aceético e buscar os fatores envolvidos no processo de cicatrizagcdo da
Ulcera;

% Investigar o efeito antiulcerogénico do farnesol no modelo de Uulcera

duodenal induzida por cisteamina;

% Andlise histolégica e imunohistoquimica dos cortes da mucosa gastrica;

Além disso, investigar a capacidade terapéutica desse sesquiterpeno em outros
modelos experimentais de doencas que acometem o trato gastrointestinal, uma vez
gue 0s mecanismos envolvidos encontrados também sdo importantes na terapéutica
de outras enfermidades, como na colite ulcerativa.

% Auvaliar o efeito anti-inflamatério intestinal do farnesol nos modelos agudo e

cronico (mimetiza a recidiva da doenca) de colite ulcerativa induzida por
TNBS;

e Realizar andlise histomorfologica dos tecidos;

e Avaliar a atividade antioxidante;

e Avaliar o efeito sobre a producéo de citocinas;

e Realizar analise imuno-histoquimica de marcadores envolvidos na

inflamacg&o e mecanismos ciprotetores da barreira intestinal.
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ANEXOS

ANEXO A

Universidade Comissdo de Etica no //
Federal da Uso de Animais

Reitoria

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO FARNESOL EM MODELOS ANIMAIS",
protocolada sob o CEUA n® 9667170122 (o co1718), Sob a responsabilidade de Leénia Maria Batista - que envolve a producao,
manutencdo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 29/07/2022.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE GASTROPROTECTIVE ACTIVITY OF THE FARNESOL IN ANIMAL MODELS", utilizing
135 Heterogenics mice (135 males), 289 Heterogenics rats (289 males), protocol number CEUA 9667170122 (o oo1718), under the
responsibility of Lednia Maria Batista - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/29/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2022 a 04/2023 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Biotério Convencional do laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a8 semanas N: 13§
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 25a35g

Origem: Biotério Convencional do laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a8 semanas N: 289
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 180a250g

Local do experimento: Os estudos de investigacao da atividade gastroprotetora serdao desenvolvidos no Laboratério de
Farmacologia do Trato Gastrintestinal (LFTGI), no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IpeFarM) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

Jodo Pessoa, 04 de outubro de 2022
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Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. lvia Carmem Talieri
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco IIl Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horario de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 9667170122
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