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Avaliação da atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico em modelos 
animais. 2016. 145p. NASCIMENTO, R.F. Pós-graduação em Produtos 
Naturais e Sintéticos Bioativos, Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2016). 

 
RESUMO 

O ácido rosmarínico (AR) é um metabólito secundário presente em diversas 
espécies de plantas, quimicamente caracterizado como um composto fenólico, 
oriundo da esterificação do ácido cafeico e do ácido lático 3,4 dihidroxifenil. Seu 
nome é derivado da Rosmarinus officinalis, espécie da qual foi isolada pela 
primeira vez. Diversos efeitos biológicos têm sido descritos para o AR como o 
antioxidante, antialérgico, anticâncer, antimicrobiano, neuroprotetor, 
hepatoprotetor, entre outros. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a 
toxicidade aguda, a atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico, e os 
mecanismos de ação relacionados, em modelos animais. No modelo de 
toxicidade aguda em camundongos fêmeas, o ácido rosmarínico nas doses de 
300 e 2000 mg/kg, v.o, não demonstrou nenhuma alteração comportamental nos 
parâmetros avaliados, nem alterações no consumo de água e ração, peso 
corpóreo e na estrutura macroscópica dos órgãos. Devido a presença de morte na 
dose de 2000 mg/kg, a DL50 do ácido rosmarínico foi estipulada em 2500 mg/kg, 
de acordo com o guia 423 da OECD, o que sugere baixa toxicidade. A atividade 
gastroprotetora do AR foi avaliada nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg (v.o) em 
diferentes modelos de indução aguda de úlcera: etanol acidificado, etanol, 
estresse por imobilização e frio, anti-inflamatório não-esteroidal (AINE) e 
contensão do suco gástrico. Na triagem farmacológica com o etanol acidificado 
em camundongos, o AR e a carbenoxolona diminuiu o índice de lesão ulcerativa 
(ILU) em 42, 42, 40, 66 e 42%, respectivamente, quando comparado ao grupo 
controle negativo (solução salina 0,9%). No modelo de etanol, AR (50, 100 e 200 
mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg) reduziu a área de lesão ulcerativa (ALU) em 
52, 68, 96 e 93%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle 
negativo. No modelo de estresse, o AR (25, 50, 100 e 200 mg/kg) e a cimetdina 
(100 mg/kg) diminuiu o ILU em 39, 41, 69, 71 e 40%, quando comparado ao grupo 
solução salina 0,9%. No modelo de úlcera induzido por AINE o AR (25, 50, 100 e 
200 mg/kg) e a cimetdina (100 mg/kg)  diminuiu o ILU em 36, 39, 49, 67 e 29%, 
quando comparado ao grupo controle negativo. No modelo úlceras induzidas por 
contensão do suco gástrico, o AR (200 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg) quando 
administrado por via oral ou intraduodenal, reduziu o ILU em 38 e 51% ; 43 e 
31%, respectivamente, quando comparados aos seus controles negativos. Foi 
avaliada a participação dos mecanismos antissecretórios ou neutralizante 
(parâmetros bioquímicos), citoproteção (grupamentos sulfidrila, óxido nítrico, 

muco, prostaglandina), antioxidante (GSH) e imunorregulatório (TNF-, IL-1 e IL-
10). Foi observado que o efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico não está 
relacionado à alteração dos parâmetros bioquímicos do suco gástrico (pH, volume 
e [H+]), não envolve a participação do óxido nítrico, muco e prostaglandinas, mas 
está relacionado a participação dos grupamentos sulfidrílicos, aumento dos níveis 

de GSH, redução de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 e TNF-) e manutenção 
dos níveis de citocinas anti-inflamatórias (IL-10). Desta forma, é possível inferir 
que o ácido rosmarínico apresenta atividade gastroprotetora, relacionada a 
mecanismos citoprotetores, antioxidante e anti-inflamatórios. 
 
Palavras-chave: Ácido rosmarínico, úlceras gástricas, gastroproteção, 
citoproteção e anti-inflamatório.  
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Evaluation of the gastroprotective activity of rosmarinic in animal models. 
2016. 145p. NASCIMENTO, R.F. Pós-graduação em Produtos Naturais e 
Sintéticos Bioativos, Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2016). 

 
ABSTRACT 

The rosmarinic acid (RA) is a secondary metabolite present in several plant 
species, chemically characterized as a phenolic compound, derived from the 
esterification of caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyl lactic acid. Its name is 
derived from Rosmarinus officinalis, the species from which it was first isolated. 
Various biological effects have been described for the AR as antioxidant, 
antiallergic, anticancer, antimicrobial, neuroprotective, hepatoprotective, among 
others. This study aimed to assess the acute toxicity, the gastroprotective activity 
of rosmarinic acid, and related mechanisms of action in animal models. In the 
model of acute toxicity in female mice, rosmarinic acid in the doses of 300 and 
2000 mg/kg, p.o, no showed behavioral changes in the evaluated parameters, or 
changes in the consumption of water and food, body weight and macroscopic 
structure of the organs. Due to the presence of death at the dose of 2000 mg/kg, 
the LD50 of rosmarinic acid was set at 2500 mg/kg, according to the OECD guide 
423, which suggest low toxicity. The gastroprotective activity of AR was evaluated 
at the doses 25, 50, 100 and 200 mg/kg (po) in different models of induction of 
acute ulcers: ethanol acidified, ethanol, stress, immobilization and cold, anti-
inflammatory non-steroidal (NSAIDs) and containment of gastric juice. In 
pharmacological screening with acidified ethanol in mice, AR and carbenoxolone 
reduced the ulcerative lesion index (ULI) at 42, 42, 40, 66 and 42%, respectively, 
compared to the negative control (saline 0.9 %). In the ethanol model, AR (50, 100 
and 200 mg/kg) and carbenoxolone (100 mg/kg) reduced in the ULA 52, 68, 96 
and 93%, respectively, compared to the negative control group. In the stress 
model, AR (25, 50, 100 and 200 mg/kg) and cimetdina (100 mg/kg) decreased the 
ULI at 39, 41, 69, 71 and 40% when compared to the saline group 0 9%. In ulcer 
model induced by NSAIDs the AR (25, 50, 100 and 200 mg/kg) and cimetidine 
(100 mg/kg) decreased the ULI at 36, 39, 49, 67 and 29% when compared to the 
control group negative. In ulcer model induced gastric juice containment, AR (200 
mg/kg) and cimetidine (100 mg/kg) when administered by oral or intraduodenal 
route, ULI reduced by 38 and 51%; 43 and 31%, respectively, when compared to 
their negative controls. It evaluated the contribution of antissecretory or 
neutralizing mechanisms (biochemical parameters), cytoprotection (sulfhydryl 
group, nitric oxide, mucus, prostaglandin), antioxidant (GSH) and 

immunoregulatory (TNF-, IL-10 and IL-1). It was observed that the 
gastroprotective effect of rosmarinic acid is not related to the change of 
biochemical parameters of gastric juice (pH, volume and [H+]), does not involve the 
participation of nitric oxide, mucus, and prostaglandins, but is related to 
participation of groups sulfhydryl, an increase in GSH levels, reduction of pro-

inflammatory cytokines (TNF- and IL-1) and maintaining the levels of anti-
inflammatory cytokines (IL-10). Thus, it is possible to infer that rosmarinic acid has 
gastroprotective activity related to cytoprotective mechanisms, antioxidant and 
anti-inflammatory. 
Keywords: rosmarinic acid, gastric ulcers, gastroprotection, cytoprotective and 
anti-inflammatory. 
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PLC-β1  Fosfolipase C beta 1  

PNA  

PNPMF  

Peptídeo natriurético atrial  

Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos  

PPgPNSB  Programa de Pós-graduação em 

Produtos Naturais e Sintéticos 

Bioativos  

s.c.  Subcutânea  

SH  Compostos sulfidrila  

SNA  Sistema nervoso autônomo  

SNAP  Sistema nervoso autônomo 

parassimpático  
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Obs: As abreviaturas, siglas e símbolos utilizados neste trabalho e que não 
constam nesta relação, encontram-se descritas no texto ou são convenções 
adotadas universalmente.

SNAS  Sistema nervoso autônomo simpático  

SNC  Sistema nervoso central  

SNE  Sistema nervoso entérico  

SOD  Superóxido dismutase  

SSTR2  

SUR  

Receptor de somatostatina 2  

Subunidade receptora de sulfonilureia  

SUS  Sistema Único de Saúde  

TFF  Fator trefoil  

TGF-  Fator de transformação de 

crescimento alfa  

TGI  Trato gastrintestinal  

TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa  

TRF  Fator de liberação da tireotropina  

TRH  

TXA2  

Hormônio liberador de tireotrofina  

Tromboxano A2  

TSH  Hormônio estimulante da tireoide  

VacA  Citotoxina vacuolizante A  

UFPB  Universidade Federal da Paraíba  

UFRN  Universidade Federal do Rio Grande 

do Norte  

VEGF  Fator de crescimento endotelial 

vascular  

v.o.  Via oral  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais  

 

A úlcera péptica é uma doença que acomete uma parcela significativa da 

população mundial (ZELICKSON, 2011; THORSEN et al., 2013) e apresenta 

múltiplas etiologias, sendo definida como uma descontinuidade da mucosa 

gástrica que pode se estender até a camada muscular da mucosa 

(TARNAWSKI, 2005; NIETO, 2012). É causada por um desequilíbrio entre 

fatores agressivos (físicos, químicos e biológicos) e mecanismos protetores da 

mucosa gástrica (HAROLD, 2007; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).  

Apesar da vasta terapêutica existente no mercado para o tratamento da 

úlcera péptica e outros distúrbios gastrintestinais é possível constatar vários 

fatores limitantes, a exemplo da baixa eficácia terapêutica de alguns 

medicamentos, os inúmeros efeitos colaterais e adversos presentes ao se fazer 

uso contínuo, a recidiva da doença, entre outros.  Dessa forma, existe uma 

grande necessidade de novas possibilidades terapêuticas com substâncias 

gastroprotetora e antiulcerogênicas mais eficazes e seguras (AL MOFLEH et 

al., 2007; ALQASOUMI et al., 2009). 

Nesse contexto, os produtos naturais têm sido uma das principais fontes 

de matérias-primas utilizadas na descoberta de novos fármacos com potenciais 

efeitos terapêuticos (FIRN; JOHN, 2003; MISHRA; TIWARI, 2011; 

ANTONISAMY  et al., 2014).  

Os produtos naturais caracterizam-se como compostos químicos obtidos 

de plantas, microrganismos e organismos marinhos que atuam como moléculas 

de ligação para a síntese de diferentes drogas (KUMAR et al., 2014). Devido a 

diversidade de estruturas químicas, a pesquisa com produtos naturais tem 

contribuído para o desenvolvimento de novos medicamentos (MACHA et al., 

2015) e para o avanço no conhecimento das ciências biológicas (HARVEY; 

EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).  

O uso de produtos naturais, em especial das plantas medicinais, pela 

população se justifica pelo contexto cultural em que se encontram inseridos, 

por serem de fácil acesso, apresentarem um grande potencial terapêutico 

atribuído a riqueza de seus constituintes ativos, pelos poucos efeitos colaterais 
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quando utilizados dentro de um esquema terapêutico, além dos fatores 

limitantes dos medicamentos sintéticos (BARBOSA; OLIVEIRA; SILVA, 2010).  

Parte da população dos países em desenvolvimento ainda depende da 

medicina caseira, utilizando vegetais para as necessidades primárias de saúde 

(BRAZ-FILHO, 2010). No Brasil 20% da população é responsável por 63% do 

consumo de medicamentos disponíveis, destacando-se o uso de plantas 

medicinais de maneira empírica, o que significa um potencial terapêutico a ser 

descoberto (AGRA et al., 2007; EDRIS, 2007; RABELO et al., 2013) 

Os produtos naturais e seus derivados representam cerca de 25% e 

50%, respectivamente, das drogas existentes no mercado (KINGSTON, 2011). 

Além disso, fornecem modelos para modificações estruturais e otimização das 

propriedades farmacológicas e bioquímicas, servindo para a inspiração de 

novos fármacos(BRAZ-FILHO, 2010). 

Portanto, os produtos naturais apresentam-se como uma fonte ainda 

pouco explorada, que se destacam por sua capacidade de interagir com uma 

gama de macromoléculas biológicas e, portanto sistemas biológicos 

oferecendo assim maiores oportunidades para encontrar moléculas ativas úteis 

no tratamento de diversas afecções (SCHMITT et al., 2011). 

Nesta perspectiva este trabalho se propôs ao estudo da atividade 

gastroprotetora de uma substância sintética, o ácido rosmarínico, caracterizado 

quimicamente como um composto fenólico (TEKELOVÁ et al., 2015) obtida 

pela primeira vez da espécie vegetal Rosmarinus officinalis, mas também 

encontrada em muitas outras espécies vegetais.  

O ácido rosmarínico apresenta várias atividades biológicas, como a 

antialérgica (OSAKABE et al., 2004), antimicrobiana (MORENO et al., 2006), 

antioxidante (TEPEA et al., 2007), anti-apoptótica (HUR et al., 2007), no 

tratamento de Alzheimer (HAMAGUCHI et al., 2009), esclerose múltipla 

(FALLARINI et al., 2009), anticâncer (MOON et al., 2010), anti-inflamatório 

(CHU et al., 2012); neuroprotetor (ONO et al., 2012) e hepatoprotetor 

(DOMITROVIC et al., 2013).  

Devido ao fato das espécies vegetais nas quais ele pode ser encontrada 

apresentarem efeito no trato gastrintestinal e por não haver relatos na literatura 

de seu efeito gastroprotetor, enquanto substância isolada, o mesmo foi 

escolhido como objeto de estudo deste trabalho. Assim o presente estudo visa 
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contribuir para o achado de novas alternativas terapêuticas, com efeito, 

gastroprotetor que sejam mais eficazes e seguros. 

 

1.2 Úlcera péptica 

1.2.1 Etiologia da úlcera péptica 

 

 A úlcera péptica é uma doença caracterizada por lesões necrotizantes, 

pontos hemorrágicos, hiperemia e inflamação severa na mucosa gastrintestinal 

que pode se estender até a camada muscular da mucosa (TARNAWSKI, 2000, 

2005; NIETO, 2012). Esse rompimento da integridade da mucosa pode ocorrer 

no esôfago, estômago e/ou duodeno, sendo denominadas de úlceras 

esofágicas, gástrica e duodenal, respectivamente (KUMAR; DEWAN; RAMA, 

2011; PAGUIGAN; CASTILLO; CHICHIOCO-HERNANDEZ, 2014) (Figura 1). 

As úlceras gástricas estão localizadas no estômago, geralmente ao 

longo da curvatura menor na transição do corpo para o antro, enquanto que as 

úlceras duodenais estão localizadas no bulbo duodenal (NAJM, 2011).   

 

Figura 1. Representação esquemática da distribuição das úlceras pépticas no Trato 

Gastrintestinal (Fonte: www.buzzle.com com modificações) 

 

 A úlcera péptica é caracterizada morfologicamente por duas estruturas, 

uma margem, formada pelo componente epitelial e mucosa adjacente não 
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necrosado e a base da úlcera, caracterizada por tecido de granulação 

(componente do tecido conjuntivo), e conectivo constituído por fibroblastos, 

macrófagos e células endoteliais de proliferação que formam os microvasos 

sanguíneos (HELANDER, 1983; TARNAWSKI, 1993, 2010; TARNAWSKI; 

AHLUWALIA, 2012).  

A mucosa do TGI é frequentemente exposta a diversos fatores 

agressivos endógenos e exógenos. Entre os fatores endógenos tem-se a 

secreção ácida péptica, redução na secreção de muco e bicarbonato, refluxo 

biliar, leucotrienos, espécies reativas de oxigênio (ERO), presença da 

Helicobacter pylori, aumento de contrações gástricas e diminuição do fluxo 

sanguíneo (KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; MOTA et al., 

2008; ALRASHDI et al., 2012). Como fatores exógenos tem-se a exposição ao 

estresse, a ingesta de álcool, o uso contínuo de anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs), fumo e deficiências nutricionais (LAINE; TAKEUCHI; 

TARNAWSKI, 2008). 

 Apesar da exposição a fatores agressores, em condições normais, a 

mucosa gástrica mantém a integridade estrutural devido a uma variedade de 

mecanismos de defesa, a exemplo de muco e bicarbonato, fluxo sanguíneo, 

óxido nítrico (NO), prostaglandinas (PGs), fatores de crescimento e 

regeneração celular, sistema de defesa antioxidante, estimulação vagal, 

liberação do Fator de Liberação da Corticotropina (CRF) e Fator de Liberação 

da Tireotropina (TRF), melatonina, hormônios como a gastrina, colecistocinina 

(CCK), grelina, corticosteróides das suprarrenais e fator de renovação celular 

(fator de crescimento epidermal - EGF) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 

2008; TARNAWASKI; AHLUWALIA, JONES, 2013).  

 O desequilibrio entre os fatores agressivos e defensivos da mucosa 

gástrica pode desencadear o desenvolvimento desse processo complexo e 

multifatorial, que é a úlcera péptica (HAROLD, 2007; AWAAD; EL-MELIGY; 

SOLIMAN, 2012). 

 Os indivíduos com úlcera péptica em geral relatam dor epigástrica, 

associada em sua maioria com sintomas de dispepsia (distensão abdominal, 

eructações, azia, náuseas e refluxo) (BARKUN; LEONTIADIS, 2010; 

PROCTOR; DEANS, 2014), falta de apetite e perda de peso. Na úlcera gástrica 

o indivíduo ao comer sente dor, enquanto na úlcera duodenal a dor é 
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tipicamente aliviada com a ingestão de alimentos (PROCTOR; DEANS, 2014). 

Entre as mais freqüentes complicações da úlcera péptica estão a hemorragia 

digestiva de via alta e perfuração (LOPERFIDO et al., 2009), seguido de 

sangramento, a hematêmese, melanema e os choques hipovolêmico, o que se 

constitui em altas taxas de morbidade e mortalidade (LAU et al., 2011; 

PROCTOR; DEANS, 2014). 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (2011), em todo o 

mundo observa-se um amplo consumo de bebidas alcoólicas e isso tem se 

configurado em um agravo a saúde e um problema de saúde pública. Diversas 

doenças estão relacionadas ao consumo agudo ou crônico de álcool, de 

maneira particular as que acomentem o esôfago e o estômago, como refluxo 

esofágico, câncer, gastrite e úlcera péptica (FRANKE; TEYSSEN; SINGER, 

2005). 

 A ingesta de etanol pode produzir erosões gástricas hemorrágicas 

agudas no estômago e a ingestão excessiva pode levar a edema na mucosa, 

hemorragias sub-epiteliais, esfoliação celular e infiltração das células 

inflamatórias (GUSLANDI, 1987; CHEN et al., 2015).  

 O etanol penetra rapidamente na mucosa gástrica e desestabiliza a 

camada de muco-bicarbonato-fosfolípidos, fazendo com que enzimas 

proteolíticas (pepsina) e o ácido clorídrico atuem na mucosa gástrica (OATES; 

HAKKINEN, 1988; BALAN et al., 2015) e causem danos a membrana, 

esfoliação celular e erosão (SHAW et al., 1990; SENER et al., 2004, BALAN et 

al., 2015). Em seguida ocorre a ativação de mastócitos que liberam mediadores 

pró-inflamatórios (a exemplo da IL-1β e TNFα), os quais induzem a migração 

de neutrófilos para o local da lesão, com liberação de espécies reativas de 

oxigênio que levam ao dano celular (TUORKEY; KAROLIN, 2009; LI et al., 

2013).  

 O etanol também promove pertubação na microcirculação, causa 

hipóxia, secreção de endotelina, inibição da produção de prostaglandina e 

muco, aumento da secreção de pepsina, aumento do fluxo de Na+, K+ e H+ para 

o lúmen o que ocasiona a retrodifusão de H+ e consequentemente a lesão das 

células da mucosa (SZABO; BROWN, 1987; TAKAYAMA et al., 2011). 

 O etanol é metabolizado no fígado e no trato gastrintestinal pela 

enzima álcool desidrogenase, em acetaldeído, substância tóxica (ERIKSSON, 
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2000; HASEBA, 2008) que promove a liberação de radicais livres, que induz ao 

dano mitocondrial e leva ao estresse oxidativo e comprometimento da 

integridade celular (FARFÁN LABONNE et al., 2009).   

 Nas últimas décadas, especialmente nos países industrializados, com 

a melhora nas condições sanitárias, sociais e na qualidade de vida, tem-se 

observado um aumento na prevalência de úlcera péptica associada ao uso de 

AINEs, principalmente em idosos (GROENEM et al., 2009;  MCJUNKIN et al., 

2011; MUSUMBA et al., 2012). 

 Os AINEs são ácidos orgânicos fracos que ao entrarem em contato 

com a mucosa gástrica agem por mecanismo local e sistêmico (WALLACE, 

2008). Estes em contato direto com a mucosa promovem efeito citotóxico direto 

sobre as células epiteliais inibindo a proliferação das mesmas (ALLEN et al., 

1993; ROSSONI et al., 2002; WALLACE, 2008). Além disso, interagem 

quimicamente com os fosfolipídeos de membrana reduzindo a sua capacidade 

hidrofóbica e esta causa o aumento da permeabilidade e alterações na fluidez 

da mucosa, espessura, flexibilidade, rigidez e na formação dos poros, o que 

culmina na formação das úlceras gástricas (LAINE, 1996; LAINE; TAKEUCHI; 

TARNAWSKI, 2008). 

 Os AINEs agem por efeito sistêmico por inibição inespecífica da 

cicloxigenase constitutiva (COX-1) e bloqueio moderado da cicloxigenase 

induzida (COX-2), o que reduz a síntese de prostaglandinas endógenas (PGE2 

e PGI2), as quais atuam como fatores citoprotetores da mucosa 

(SAMUELSSON; MORGENSTERN; JAKOBSSON, 2007; WALLACE, 2008). 

Desta forma, ocorre um aumento da liberação de íons H+ para o lúmen 

gástrico, menor produção de muco e bicarbonato e aumento da probabilidade 

de lesões gástricas (WALLACE, 2008; RAMSAY; CARR, 2011), retardando 

assim o seu mecanismo de reparo (SUZUKI et al., 2012). 

 O ácido araquidônico, antes substrato para a formação das 

prostaglandinas, passa a ser substrato para as lipoxigenases que sintetizam os 

leucotrienos, esses juntamente com o desbalanço de citocinas, gerado pela 

ação local, promovem um processo inflamatório, caracterizado por 

recrutamento de neutrófilos, estresse oxidativo e peroxidação lipídica na 

mucosa que resulta em dano celular (WALLACE, 2008; NIETO, 2012; 

FARZAEI; ABDOLLAHI; RAHIMI, 2015).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Festen%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8547530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Festen%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8547530
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 A exposição a eventos estressantes promovidas por situações de 

irritabilidade, ansiedade, impulsividade, dificuldade de concentração, 

depressão, pânico, má alimentação, têm sido associados ao desenvolvimento 

da úlcera péptica (MARSOLLA, 2009; MELINDER et al., 2015).  

 O estresse promove a ativação de duas vias, o eixo hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA) e o sistema simpato-adrenal (SAAVEDRA; SÁNCHEZ-

LEMUS; BENICKY, 2010). O estresse estimula diretamente a glândula supra-

renal a liberar adrenalina e cortisol que no hipotálamo estimulam o sistema 

nervoso simpático que passa a liberar mais catecolaminas e glicocorticoides 

(MARSOLLA, 2009). O cortisol promove aumento na secreção de ácido 

clorídrico e pepsinogênio, além de redução na produção de muco (MCEWEN, 

2008; MARSOLLA, 2009).  

 A adrenalina atua em receptores adrenérgicos 1 na parede dos vasos 

do TGI, levando a vasoconstricção e a um menor aporte sanguíneo, o que 

acarreta no aumento da produção de EROs e a peroxidação lipídica na mucosa 

do estômago (MORSY, 2011; RAMSAY; CARR, 2012). Já a acetilcolina atua 

em receptores muscarínicos (M3) da camada muscular aumentando a 

motilidade e assim diminuindo a quantidade de PG, óxido nítrico (NO), muco e 

bicarbonato no lúmen do estômago, aumentando o risco de dano a mucosa 

gástrica (ROBERT et al., 1989; MORSY, 2011; RAMSAY; CARR, 2012). 

 Fumar pode levar a formação de úlceras gástricas, a uma lentificação 

na cicatrização e a um aumento na recorrência de úlcera gástrica (MORSY; EL-

SHEIKH, 2011).  Estudo realizado por Mirzaei e colaboradores (2015) 

demonstrou que de 215 pacientes com úlcera péptica, 34% faziam uso do 

tabagismo.  

 O uso contínuo de nicotina estimula a produção de ácido gástrico, a 

qual é mediada pela estimulação de receptores histaminérgicos do tipo 2 (H2) 

estimula a secreção de pepsinogênio, a formação de EROs, aumenta a taxa de 

refluxo biliar (MAITY et al., 2003), promove o refluxo do conteúdo duodenal 

para o estômago, reduz a produção de muco, por diminuição da síntese de  

PGE2, reduz o fluxo sanguíneo para a mucosa e a produção de EGF que 

contribui para aumento na secreção ácida e diminuição da proteção da mucosa 

(GREGORY, 1997; MORSY; EL-SHEIKH, 2011). 
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 O desenvolvimento de gastrites, úlceras pépticas, carcinoma gástrico 

devido a presença da H. pylori é determinada por predisposição genética, 

fatores de virulência e ambientais (HAGYMASI; TOLUSSAY, 2014). A 

Helicobacter pylori é uma bactéria micro-aerófila, gram negativa, de 

crescimento lento, espiralada e flagelada (WEN; MOSS, 2009).  

 A H. pylori apresenta diversos fatores de virulência como a citotoxina-

associada ao gene A (cagA), peptideoglicanos, citotoxina vacuolizante A 

(vacA), urease, flagelos, adesinas, porinas, anexinas e outras proteínas de 

membrana (HANDA; NAITO; YOSHIKAWA, 2010).  

  A presença da cagA está relacionada ao desenvolvimento de úlceras 

pépticas e câncer gástrico em pacientes infectados (HAGYMASI; TOLUSSAY, 

2014).  Após a infecção nas células epiteliais do hospedeiro, a cagA é 

fosforilada em um resíduo de tirosina e estimula a proteína quinase ativada por 

mitógeno (Ras-MAPK) promovendo nas células epiteliais gástricas 

crescimento, motilidade e alteração na diferenciação dessas células 

(FUJIKAWA et al., 2003; HAGYMASI; TOLUSSAY, 2014).  Além disso, a cagA 

promove aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, fator de necrose 

tumoral- e interleucinas, IL-6, IL-10 e IL-8 (KLAUSZ et al., 2004; HASNI; 

IPPOLITO; ILLEI, 2011). 

 A vacA atua como toxina multifuncional. É uma proteína caracterizada 

por sua capacidade de induzir a formação de vacúolos citoplasmáticos, 

interromper a barreira epitelial, alterar os compartimentos endossomais, 

modular a resposta inflamatória e induzir apoptose (WROBLEWSKI; PEEK; 

WILSON, 2010).  

 A vacA induz dano celular as células epiteliais, além de exercer uma 

ação imunossupressora por inibir a apresentação de antígenos e a ativação de 

linfócitos (SAYEHMIRI et al. 2015).  

 A presença H. pylori no estômago promove o aumento na liberação de 

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (ERN) que estimula uma resposta 

imune via células T reguladoras (HANDA; NAITO; YOSHIKAWA, 2011). 

Entretanto, quando a resposta da células T é insuficiente tem-se a formação de 

úlceras gástricas (ROBINSON et. al., 2008; HANDA; NAITO; YOSHIKAWA, 

2011).  
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1.2.2 Epidemiologia 

 

 A úlcera péptica acomete em média 4 milhões de pessoas ao redor do 

mundo (ZELICKSON, 2011; THORSEN et al., 2013). Tanto a úlcera gástrica 

como a duodenal, acometem mais homens que mulheres, sendo que a úlcera 

duodenal acomete mais pacientes jovens a partir dos 20 anos e principalmente 

a faixa etária de 50-60 anos, já a úlcera gástrica acomete pacientes mais 

idosos em especial a faixa etária de 60-70 anos (GROENEM et al., 2009). 

A maior incidência de úlcera gástrica em idosos pode ser atribuída ao 

uso de AINEs (destacando-se o ácido acetilsalicílico) (SUNG et al., 2009; 

HERNÁNDEZ-DÍAZ; MARTÍN-MERINO; RODRÍGUEZ, 2013). Estudos 

realizados por Lau et al. (2011), mostram que a incidência anual de úlceras 

gástricas com hemorragia e perfuração é em torno de 20-57% e 4-14% 

respectivamente, as quais aumentaram juntamente com a idade e maior uso de 

AINEs. 

A infecção por H. pylori, acomete mais da metade da população mundial. 

Essa infecção leva ao desenvolvimento de úlcera péptica em 20% dos casos 

(BLASER, 1997, NIETO, 2012), sendo presente em 90% dos pacientes com 

úlcera duodenal e 60-80% dos pacientes com úlcera gástrica (NIETO, 2012). 

Esta infecção acomete cerca de 25% dos adultos nos países mais 

desenvolvidos e ultrapassa 80% em países em desenvolvimento (MAJUMDAR; 

BEBB; ATHERTON, 2010). Entretanto, como a infecção está se tornando 

menos frequente nos países desenvolvidos, o uso de AINEs tem sido relatado 

como a causa mais comum de lesões ulcerativas (KUSTERS; VLIET; 

KUIPERS, 2006; NAJM, 2011).  

No Brasil estima-se que a úlcera péptica afeta em torno de 1-20% da 

população, entretanto não se tem dados epidemiológicos precisos devido as 

subnotificações dos casos, que se deve a variação das populações estudadas, 

coleta de dados não padronizada e critérios selecionados para diagnóstico 

(CASTRO et al., 2009). 

Estudo realizado por Carli et al., 2015 em um hospital de Porto Alegre 

(Brasil) demonstrou que 13% dos individuos diagnosticados com a úlcera 

péptica era atribuída ao uso de AINEs, em 20% a presença da H. pylori e em 
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21% era devido a causas idiopáticas, sendo que destes 73% dos pacientes 

com úlcera gástrica, 20,48% com úlcera duodenal e 42% com ambas.    

 

1.2.3 Fisiologia gastrintestinal  

1.2.3.1 Secreção gástrica 

O TGI pode ser considerado como um tubo muscular revestido por um 

epitélio especializado que se prolonga a partir da cavidade oral até o ânus. É 

constituído por músculo liso, com exceção da cavidade oral e anal formadas 

por músculo esquelético. A camada muscular lisa, subdivide-se em uma 

camada longitudinal (superior) e outra circular (inferior), a camada superior é 

coberta por uma membrana serosa onde passam as artérias, veias e vasos 

linfáticos (CAMPBELL, 2014). 

 O TGI é revestido pela camada mucosa, abaixo dela está a submucosa, 

ambas são constituídas por tecido conjuntivo, vasos sanguíneos, vasos 

linfáticos e linfonodos e estão separadas por uma fina camada de músculo liso 

que altera a disposição da mucosa localmente, alterando as áreas expostas a 

secreção e absorção (CAMPBELL, 2014).  

O estômago é um órgão do TGI, localizado entre o esfíncter esofágico 

superior e o esfíncter pilórico (FEHER, 2012). Anatomicamente, apresenta 

quatro regiões: a cárdia, o fundo, o corpo e o piloro (RAJPUT et al., 2010; BERI 

et al., 2013). Funcionalmente o estômago é subdividido em duas regiões 

glandulares: a mucosa oxíntica (corresponde a 75% do número total de 

glândulas) e pilórica (FEHER, 2012). 

 O estômago tem como funções armazenar o alimento temporariamente, 

secretar íons hidrogênio para manter o pH ácido, atuação enzimática (pepsina 

e lipases) para início da digestão de alimentos, fornecer muco para as funções 

de proteção e lubrificação (CHU; SCHUBERT, 2012), absorção de íons, cálcio, 

ferro, vitamina B12 e inativação de microrganismos  (SCHUBERT, 2014). 

A unidade base funcional é a glândula gástrica constituída por diferentes 

células (CHU; SCHUBERT, 2012). O epitélio do corpo do estômago contém 

quatro tipos de células diferenciadas: as células oxínticas (parietais), células 

zimogênicas (principais), células mucosas da superfície e células secretoras de 

hormônios enteroendócrinos (MILLS; SHIDAVANI, 2011).  
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As células Stem e as células progenitoras são localizadas no istmo das 

glândulas e a partir desse ponto as células migram bidirecionalmente para se 

diferenciarem em células neuroendócrinas, parietais, da mucosa e células 

chefes (CHU; SCHUBERT, 2012).  

Na mucosa oxíntica há predominância das células parietais (secretoras 

de H+) e das células semelhantes a enterocromafins (ECL) secretoras de 

histamina, porém, há também as células enterocromafins (secretam peptídeo 

natriurétrico atrial, serotonina e adrenomedulina), células D (somatostatina e 

amilina) e células Gr (grelina e obestatina). Na mucosa pilórica há 

predominância das células G (gastrina),  células D, enterocromafins, células Gr 

e células chefes (CHU; SCHUBERT, 2012). 

O trato gastrointestinal é controlado por plexos nervosos extrínsecos e 

intrínsecos, no entanto, o estômago possui uma maior dependência dos 

impulsos nervosos extrínsecos oriundos do sistema nervoso central autônomo 

que se subdivide em simpático e parassimpático (TRAVAGLI et al, 2006; 

CAMPBELL, 2014).  

  O hipotálamo e o nervo vago possuem fundamental importância na 

gastroproteção. A ativação do nervo vago pode induzir a lesões na mucosa 

gástrica por exacerbar a secreção ácida, no entanto, a integridade do nervo 

vago é essencial para a proteção gástrica, mediada pela liberação de 

prostaglandinas e NO, que resulta em redução na permeabilidade do epitélio, 

aumento na síntese e secreção de muco e bicarbonato, aumento do fluxo 

sanguíneo e melhor cicatrização do epitélio (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 

2008; WALLACE, 2008; NIV; BANIC, 2014). 

A secreção gástrica é constituída por íons H+, por enzimas proteolíticas 

(pepsina) e lipolíticas (lipases), muco, bicarbonato, fator intrínseco e 

secretagogos como a gastrina e histamina (FRY, 2009). As pepsinas e as  

lipases auxiliam na hidrólise de proteínas e de lipídeos, respectivamente, 

enquanto a camada de muco e bicarbonato protege a parede gástrica do 

conteúdo ácido luminal. A única secreção ácida essencial é o fator intrínseco, o 

qual é necessário para a absorção da vitamina B12 no íleo terminal. (FRY, 

2009). Além disso, a alta acidez gástrica somada a ação das enzimas tem ação 

antimicrobiana, impedindo assim o crescimento excessivo de bactérias, 
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infecção entérica e peritonite bacteriana (MARTINSEN et al. 2011; WALDUM; 

HAUSO; FOSSMARK, 2014).  

A secreção gástrica é constituída por três fases: A fase cefálica é ativada 

a partir de estímulos olfativos, gustativos e visuais. Nesta fase ocorre a indução 

da secreção gástrica a partir do nervo vago, ao liberar diretamente a 

acetilcolina e indiretamente a gastrina. A fase gástrica é estimulada pela 

ativação de receptores de estiramento e quimiorreceptores, iniciada pela 

presença de alimento no estômago, sendo o processo autorregulado quando o 

pH fica abaixo de 2,0. A fase intestinal é mediada por estímulos químicos no 

duodeno, que reduzem a secreção ácida pelo estômago. Com a presença do 

quimo no duodeno a secreção ácida passa a ser estimulada pela distensão 

mecânica e a presença de aminoácidos e peptídeos, após um tempo o 

conteúdo ácido no duodeno induz a secreção de secretina que atua sobre as 

células G e as células parietais reduzindo a secreção ácida (FRY, 2009; 

FEHER, 2012).   

A secreção ácida é um processo que envolve uma variedade de sinais 

parácrinos, endócrinos e neurócrinos os quais culminam com a secreção de 

íons H+ pelas células parietais (FEHER, 2012).  

A célula parietal responsável pela produção da secreção ácida 

apresenta sua área de superfície luminal ampliada devido a presença de um 

sistema extensivo de canalículos que são revestidas com microvilosidades 

(BERRIDGE, 2014). 

Um adulto possui aproximadamente 109 células parietais, que secretam 

ácido clorídrico a uma concentração de 160 mM ou pH 0,8 (JOHANSSON; 

SYNNERSTAD; HOLM, 2000; BOLTIN; YARON, 2014). A taxa de secreção 

ácida varia entre o jejum e a alimentação, podendo variar entre 10 mM (pH 2,0) 

e 100 mM (pH 1,0) e chegar até 140 mM (pH 0,85), sendo o principal íon o Cl- 

(FRY, 2009), seguido do H+.    

Em repouso, as células parietais contém um pequeno número de 

canalículos intracelulares e uma série de túbulo vesículas que possuem a 

bomba de H+-K+ATPase. A estimulação dessas células leva a fusão das túbulo 

vesículas com a membrana da célula apical e a consequente ativação da H+-

K+ATPase, a qual passa a bombear H+ para o lúmen gástrico e K+ para o meio 

intracelular. O K+ por sua vez retorna para o lúmen gástrico por meio de co-
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transporte com íons Cl- na porção apical da célula (URUSHIDANI; FORTE, 

1997; FEHER, 2012; BERRIDGE, 2014). 

  Os principais secretagogos responsáveis pela secreção de ácido na 

membrana basolateral da célula parietal são a acetilcolina, histamina e 

gastrina. 

  A acetilcolina, liberada por fibras pós-ganglionares na mucosa fúndica, 

estimula diretamente as células parietais ao interagir com receptor muscarínico 

M3 (PFEIFFER, 1990; WALDUM, 2013), que acoplado a proteína 

heterotrimérica Gq/11, induz a um aumento na liberação de íon cálcio (Ca2+) e 

ativação da fosfolipase C beta 1 (PLC-1). O Ca2+ estimula a quinase da 

calmodulina II dependente de Ca2+ (CAMKII) que fosforila a fosfoproteína 

sensível a concentração de Ca2+ (CSPP-28). Essa por sua vez, estimula a 

ativação da H+-K+ATPase  e eventos de fusão que resultam na transferência de 

tubulovesículas para membrana apical (BERRIDGE, 2014).  

  A acetilcolina também ativa receptores muscarínicos, localizados no 

plexo submucoso, levando a liberação de neuropeptídeos e 

neurotransmissores, os quais estimulam a liberação de histamina das células 

ECL e gastrina pelas células G antrais (URUSHIDANI; FORTE, 1997; 

RAMSAY; CARR, 2011). Ver figura 2. 

  A histamina estimula diretamente as células parietais, a partir de sua 

ligação com os receptores H2 que estão acoplados a proteína G estimulatória a 

qual ativa a adenilil ciclase (AC). Essa enzima por sua vez ao ser ativada gera 

o 3‘ 5‘ monofosfato-cíclico (AMPC). O aumento da concentração intracelular de 

AMPc ativa a proteína cinase dependente de AMPC (PKA) que fosforila uma 

série de substratos os quais contribuem para translocação e fusão das 

vesículas na membrana apical. Entre esses substratos estão a ezrina e LSPA-

1, duas proteínas relacionadas a remodelagem da actina, e portanto 

reorganização do citoesqueleto durante a fusão, além da parchorina que ao ser 

fosforilada transloca-se  do citosol para a membrana apical, contribuindo assim 

para o aparecimento da secreção ácida. Após a fusão com a membrana apical 

das células parietais, a H+-K+ATPase que está ativada promove a saída do íon 

hidrogênio (H+) e a entrada do íon K+ para o interior da célula, o que favorece a 

saída do íon Cl- pelo gradiente eletroquímico que foi criado e assim formação 

do ácido clorídrico (BERRIDGE, 2014).  
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   A histamina de forma indireta induz a secreção de ácido, pela interação 

com receptores H3 ligados à inibição da somatostatina e, portanto, à 

estimulação da secreção de histamina e de ácido (GUSTAFSSON et al., 2011).  

  A gastrina é liberada na corrente sanguínea pelas células G, localizadas 

no antro gástrico e em menor grau na mucosa do duodeno. Esta interage com 

os receptores CCK2 presentes nas células ECL (induzindo liberação de 

histamina) e parietais, levando ao aumento do AMPC e consequentemente 

aumento de Ca2+, o que proporciona nas células ECL maior liberação de 

histamina e nas células parietais maior recrutamento da bomba H+-K+ATPase 

para a porção apical, aumentando assim a secreção gástrica  (HAKANSON; 

LIEDBERG, 1970; KULAKSIZ et al.; 2000; KOPIC, GEIBEL, 2013). (Ver figura 

2) 

  A grelina é um peptídeo liberado a partir das células X/A-like e Gr, 

localizadas nas glândulas oxínticas no corpo do estômago que também 

estimula a secreção ácida por induzir a liberação de histamina pelas células 

ECL (STENGEL et al., 2013; SCHUBERT, 2014). As concentrações de grelina 

são elevadas durante o jejum  e suprimida em resposta a ingestão de 

alimentos, obesidade e infecção por H. pylori (STENGEL et al., 2013; 

SCHUBERT, 2014). A redução na síntese de grelina por H. pylori exarceba a 

resposta inflamatória, pois a grelina tem efeito imunomodulador e 

gastroprotetor (SCHUBERT, 2014).  

  A somatostatina, por sua vez é liberada a partir das células D e funciona 

como um regulador parácrino inibindo a secreção de ácido. Liga-se a um 

receptor Sst (SSTR2) que atua por meio da proteína Gi inibindo a formação de 

AMP cíclico por adenilil ciclase o que impede a fusão das tubulovesículas aos 

canalículos e consequentemente a secreção ácida (KOPIC, GEIBEL, 2013; 

BERRIDGE, 2014).  
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Figura 2. Representação da secreção ácida (BERRINDGE, 2014 com modificações) 

 

 

 

Legenda: sstR2 = receptor de somatostatina 2; H2 = receptor de histamina 2; CCKB = receptor 
de colecistocinina B; M3 = receptor muscarínico; Gi = proteína G inibitória; Gs = proteína G 
estimulatória; Gq

 
= proteína Gq; PKA = proteína cinase A; ezrin = ezrina; parchorin = parchorina; 

PLC = fosfolipase C; InsP3 = 1,4,5 – trisfosfato de inositol; CaMKII = quinase da 
Ca

2+
/calmodulina.  

 

 Para evitar o comprometimento da integridade da mucosa gástrica pela 

secreção ácida gástrica o organismo além de criar mecanismos regulatórios 

para o mesmo, desenvolveu mecanismos de proteção para a mucosa gástrica. 

 

1.2.4 Mecanismos de defesa da mucosa gástrica 

 

 A mucosa gástrica é continuamente exposta a fatores agressores como 

HCl, pepsina, ácidos biliares, lisolecitina, etanol, AINEs,  H. pylori, toxinas e 

outros fatores nocivos. Apesar desta exposição, a mucosa gástrica mantém 

sua homeostasia devido a presença de mecanismos de defesa 

(TARNAWASKI; AHLUWALIA, JONES, 2013). Esses mecanismos de defesa 

da mucosa gástrica envolvem sistemas locais e neuro-hormonais que 

compreendem fatores pré-epitelias (camada de muco, bicarbonato, fosfolípido 

de membrana e ácidos graxos), fatores epiteliais (células epiteliais ligados, 

fatores de crescimento e renovação celular) e fatores sub-epiteliais (fluxo 

sanguíneo, inervação sensorial, fatores que atuam na reconstituição do epitélio, 

moduladores da barreira gástrica, prostaglandinas, componentes sulfidrilas e 
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sistema antioxidante) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; TARNAWASKI; 

AHLUWALIA, JONES, 2013). Figura 3. 

 

Figura 3. Representação dos mecanismos de defesa da mucosa gástrica (LAINE; 

TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008, com modificações) 

 

1.2.4.1 Defesa pré-epitelial 

 

  A primeira linha de defesa da mucosa é constituída pela barreira de 

muco-bicarbonato-fosfolipídeos de membrana a qual mantém pH neutro e evita 

que as células epiteliais sejam lesionadas pelo conteúdo ácido-péptico 

(TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013).  

  O muco é liberado por exocitose das células mucosas superficiais do 

estômago e glândulas de Brunner no duodeno, formando uma camada 

protetora (RAMSAY; AARON, 2011). O muco apresenta um aspecto de gel 

viscoso, sendo constituído por 95% de água, 5% de glicoproteínas (mucina), 

além de pequena quantidade de lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas que 

revestem toda mucosa gastrintestinal (ALLEN; FLEMSTROM, 2005). 

  A mucina apresenta alto peso molecular e está ligada a outros 

monômeros de mucina ligados por pontes dissulfeto cujo grau de glicosilação 
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determina a extensão de proteção a mucosa gástrica (ALLEN; FLEMSTROM, 

2005).  

  A secreção de mucina é estimulada pelos hormônios gastrintestinais 

secretina, PGE2 e agentes colinérgicos. Após sua secreção ocorre 

polimerização de vários monômeros de mucina que se unem por pontes 

dissulfeto (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 

2008).  

  O muco é secretado juntamente com proteínas de baixo peso molecular 

e fator trefoil (TFF). Os TFFs são parte integrante das vesículas secretoras de 

muco intracelular e desempenham importante papel na síntese e 

empacotamento da mucina. Além de aumentar a viscosidade da mucina 

gástrica e estabilizar a camada de gel (NEWTON et al., 2000; THIM; MADSEN; 

POULSEN, 2002; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008) 

  O muco retarda a difusão do conteúdo ácido do lúmen gástrico para a 

mucosa gástrica e proporciona uma lubrificação para a passagem de 

alimentos, protegendo a mucosa de tensões mecânicas. Sob a ação de 

agentes agressores, a exemplo da pepsina e N-acetilcisteína, pode ser 

dissolvido, o que possibilita a passagem de sais biliares, etanol e AINEs 

ocasionando a lesão (SILEN, 1993; RAMSAY; AARON, 201). 

  O bicarbonato é secretado pelas células epiteliais da mucosa e fica 

retido na camada de muco o que permite a manutenção de um microambiente 

neutro (pH 7,0) na superfície das células epiteliais, atuando como barreira física 

contra a retrodifusão dos íons H+ e digestão proteolítica do epitélio superficial 

pela pepsina. A secreção de HCO3
- é estimulada por prostaglandinas, fator de 

liberação de costicotrofina (CRF), melatonina, uroguanilina e orexina A 

(ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). 

  A camada de muco é revestida por uma barreira tensoativa de 

fosfolipídeos que por sua natureza hidrofóbica diminui a difusão dos íons de 

hidrogênio. Esses fosfolipídeos aumentam a viscosidade e permeabilidade 

dessa camada (GINDZIENSKI; ZWIERZ; SAROSIEK, 2003; YANDRAPU; 

SAROSIEK, 2015). 

  Um outro componente da barreira pré-epitelial é a secreção ácida, 

composta pelo ácido clorídrico. Essa secreção promove desnaturação de IgE 

(alergias alimentares), inativa toxinas e elimina microrganismos (vírus, fungos, 
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bactérias entéricas e parasitas) sendo produzida por células parietais e 

controlada por via neurócrina (acetilcolina), parácrina (histamina e 

somatostatina) e endócrina (gastrina) (JOHANSSON; SYNNERSTAD; HOLM, 

2000; BOLTIN; YARON, 2014).  

 

1.2.4.2 Defesa epitelial  

 

  É considerada na segunda linha de defesa da mucosa gástrica. É 

composta por uma camada de células epiteliais que se renova continuamente 

por meio de um processo coordenado de proliferação das células progenitoras 

em um período de 3-7 dias, para que não ocorra perda da continuidade do 

epitélio (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Essas células se mantêm 

unidas por junções intercelulares constituídas por actina filamentosa (actina-F), 

responsável pela manutenção da integridade da mucosa. Essa camada de 

células forma uma barreira com permeabilidade seletiva prevenindo a 

retrodifusão dos íons H+ e da pepsina (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 

2008). 

  As células epiteliais secretam ainda muco e bicarbonato, proteínas de 

choque térmico (HSP), peptídeos da família do fator trefoil (TFF), peptídeos 

antimicrobianos, catelicidinas e beta-defensinas que também participam da 

linha de defesa epitelial (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013; 

YANDRAPU, SAROSIEK, 2015).   

  As HSPs são proteínas envolvidas na remodelagem de outras proteínas, 

sendo sua expressão aumentada em determinadas situações, como aumento 

de temperatura e tensões que danificam as células, a exemplo da inflamação, 

infecção, exercícios, exposição a toxinas ou agentes irritantes, inanição, 

hipóxia, para a manutenção da homeostase e sobrevivência celular. Essas 

proteínas são nomeadas de acordo com seu peso molecular, como HSP90, 

HSP70, HSP60 e HSP27 (CHOI et al., 2009).  

  Em geral, as HSPs melhoram a recuperação de uma lesão por reparo 

nas proteínas funcionais lesionadas, logo contribuem para mecanismos de 

defesa e cicatrização da úlcera a partir da recuperação de enzimas essenciais 

para esses processos (CHOI et al., 2009; PARK; KIM; HAHM, 2015).  
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   Os TFFs são peptídeos resistentes a proteases que aceleram os 

mecanismos de reparação da mucosa gástrica após lesões e por serem 

abundantes em células secretoras de mucina alteram a viscosidade do muco, o 

que auxilia no processo de regeneração das lesões gástricas e manutenção da 

mucosa (HOFFMAN, 2005; TYTGAT, 2011). Seu mecanismo de ação ainda 

não está claro, porém estudos tem demonstrado que a ativação do receptor de 

quimiocina tipo 4 (CXCR4) e o trocador apical Na+/H+ são importantes na 

ativação desses peptídeos (DUBEYKOVSKAYA et al., 2009; XUE et al., 2011).   

  Peptídeos e proteínas antimicrobianas protegem ativamente o epitélio 

contra diferentes espécies de microrganismos (HOSAKA et al., 2008), sendo 

expressos em diferentes tipos de células, a exemplo das epiteliais. Eles são 

citotóxicos contra bactérias, mas não contra células normais de mamíferos 

(SILVA; MACHADO, 2012).  

  As catelicidinas e -defensinas são peptídeos que desempenham um 

importante papel no sistema de defesa nas vias imunes inatas na prevenção da 

colonização bacteriana na superfície da mucosa, acelerando a cicatrização da 

úlcera (BAUER et al., 2013). Outros peptídeos com potencial atividade 

antimicrobiana são as proteína bactericida/indutora de permeabilidade (BPI), 

elafina e psoriasina (HOSAKA et al., 2008). 

 

1.2.4.3 Defesa subepitelial 

 

  De acordo com Feinman e Haut (2014), o estômago possui uma extensa 

rede de irrigação sanguínea. As artérias gástricas, na camada muscular da 

mucosa, transformam-se em capilares que penetram a lâmina e se estendem 

em regiões próximas as células epiteliais gástricas e na base das células 

epiteliais, esse capilares convergem em vênulas coletoras (GUTH, 1992; 

LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).  

  A microcirculação da mucosa gástrica é essencial para o fornecimento 

de oxigênio e nutrientes para as células. Quando a mucosa gástrica é exposta 

a uma substância irritante ou quando ocorre difusão de íons H+, o aumento do 

fluxo sanguíneo auxilia no processo de reparação tecidual, pois permite o 

reestabelecimento do equilíbrio ácido-base, impedindo a acidose tecidual 

(RAMSAY; CARR, 2011). 
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   Os mecanismos de autoregulação mantém um fluxo gástrico constante, 

as células endoteliais liberando substâncias vasodilatadoras como NO e 

prostaciclina, que protegem a mucosa gástrica contra lesões e se opõem a 

ação danosa de vasoconstrictores, tais como leucotrienos C4, tromboxano A2 e 

endotelina. Esse processo evita a agregação plaquetária e adesão leucocitária 

as células endoteliais microvasculares, impedindo o comprometimento da 

microcirculação (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2012). 

 

1.2.4.4 Intervenção sensorial da mucosa gástrica 

 

  As fibras nervosas sensoriais são oriundas dos neurônios sensitivos 

espinhais (chegam ao estômago por meio dos nervos esplâncnicos e 

mesentéricos) e das fibras aferentes do nervo vago (HOLZER, 2007). 

   O plexo de neurônios extrínsecos aferentes estão na base da camada 

mucosa do estômago e envolvem tanto a vasculatura da mucosa como da 

submucosa gástrica. Essas fibras fazem o mesmo percurso dos capilares e 

alcançam a membrana basal das células epiteliais da superfície, onde podem 

detectar a acidez luminal e a retrodifusão de íons H+ (HOLZER, 2007; FORNAI 

et al., 2010). 

   Os nervos sensoriais regulam a contratilidade das arteríolas presentes 

na submucosa, modulando o fluxo sanguíneo na região da mucosa, pela 

liberação do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substância 

P (HOLZER, 2007; FORNAI et al., 2010).  

  O CGRP é um peptídeo constituído por 37 aminoácidos que pertence a 

família de peptídeos da calcitonina. Nessa família estão também a  

adrenomedulina, amilina e calcitonina (DURHAM; VAUSE, 2010; BARWELL et. 

al., 2012). O CGRP é importante na regulação do eixo cérebro-intestino ao ser 

liberado por nervos aferentes tem efeito gastroprotetor, pois aumenta a 

produção de NO e aumenta o fluxo sanguíneo, além de  inibir a secreção ácida 

por seus efeitos no nervo vago (IMATAKE; MATSUI; MORIYAMA, 2009; 

DEFONESKA; KAUNITZ, 2010).  

  A susbtância P é caracterizada como um neuropeptídeo e pertence a 

família das taquicininas, sendo formada por 11 aminoácidos (HONG et. al., 

2009). Apresenta seletividade pelo receptor da neuroquinina-1 (NK-1R) e 
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desempenha importante papel na neuroinflamação, proliferação celular e na 

cicatrização de feridas. Encontra-se em grande quantidade no TGI onde atua 

como neurotransmissor e neuromodulador (PANTALEO et. al., 2010; 

BRANCATI et. al., 2013).  

    

1.2.4.5 Reconstituição do epitélio gástrico 

 

  A contínua renovação do epitélio gástrico por células progenitoras é 

essencial para a manutenção da integridade estrutural da mucosa. Após a 

lesão, células epiteliais íntegras presentes nas glândulas, na região do pescoço  

migram, restituindo o epitélio, e só horas depois da lesão ocorre a proliferação 

de células progenitoras. O processo completo de renovação epitelial leva em 

média 3-7 dias, em contra partida, a substituição total das células da região 

glandular leva meses (MODLIN et al., 2003; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 

2008). Esse processo é controlado por fatores de crescimento que atuam de 

maneira geral no receptor de crescimento epidérmico (EGF-R) presente nas 

células progenitoras gástricas (TARNAWASKI et al., 1992; MODLIN et al., 

2003; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). 

  O EGF-R pode ser ativado por fatores de crescimento mitogênico, como 

fator de transformação de crescimento (TGF-) e o fator de crescimento 

insulina-dependente-1 (TGF-1). Além disso a PGE2 e a gastrina atuam sobre 

esse receptor ativando a via da quinase ativada por mitógeno (MAPK) 

estimulando a proliferação celular (NGUYEN et al., 2007; FORNAI et al., 2010). 

Em acréscimo, as células progenitoras expressam um fator antiapoptótico, a 

survinina que desempenha a gastroproteção por impedir a morte celular (PAI et 

al., 2002; FORNAI et al., 2010).  

 

1.2.5 Fatores moduladores da barreira gástrica 

1.2.5.1 Óxido nítrico (NO) 

 

 O óxido nítrico origina-se da conversão do aminoácido L-arginina em 

citrulina pela ação da enzima sintase de óxido nítrico (NOS). A NOS apresenta-

se em três isoformas: duas formas constitutivas (cNOS) dependentes de 

Ca2+/calmodulina, NOS neuronal (nNOS) e a NOS endotelial (eNOS)  e uma 
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forma induzida (iNOS), que é induzida pelas citocinas (TNF-) e produtos 

bacterianos (lipopolissacarídeos) (DING et al., 1998; NISHIO et al., 2006; 

ROVERE-QUERINI; CLEMENTI; BRUNELLI, 2014) . 

O óxido nítrico é uma molécula de sinalização envolvida na regulação de 

várias funções in vivo. Devido a seu estado gasoso, hidrofobicidade e pequeno 

tamanho, difunde-se facilmente através das membranas celulares, 

desempenhando um papel crítico em diversas funções biológicas a exemplo de 

vasodilatação, relaxamento muscular, resposta imune e neuromodulação 

(MOCANDA; PALMER; HIGGS, 1991; SCHMIT; WALTER, 1994; RAND; LI, 

1995; ROCHA et al., 2010).   

O NO é produzido e liberado no endotélio vascular gástrico e nervos 

sensoriais por meio da atividade enzimática da cNOS e iNOS, sobre o estímulo 

de agonistas como acetilcolina, bradicinina e serotonina (NAPOLI; IGNARRO, 

2009; MAGIEROWSKI et al., 2015). Quando produzido pelo cNOS auxilia na 

manutenção da integridade da mucosa gástrica (MONCADA; PALMER; 

HIGGS,1991; LOPEZ-BELMONTE, WHITTLE, MONCADA, 1993).  

O NO possui papel bifásico na resposta ulcerogênica da mucosa 

gástrica. Quando produzido pela cNOS apresenta efeito gastroprotetor e um 

pró ulcerogênico quando sintetizado pela iNOS (RIBBONS et al., 1995; 

WHITTLE et al., 1995; TANAKA et al., 1999).  

Na mucosa gástrica, o NO aumenta a secreção de muco, bicarbonato e 

fluxo sanguíneo, além de inibir a secreção ácida gástrica, regular a motilidade 

gástrica, evitar a ativação de neutrófilos e a aderência ao endotélio vascular, 

proporcionando gastroproteção (CHELO et al., 1998; BRZOZOWSKI et al., 

2008; SOBHIAN et al., 2011). Ele também tem a capacidade de eliminar os 

radicais livres com consequente diminuição dos peróxidos lipídicos gástricos 

(KOCHAR et al., 2011), acelerar o processo de cicatrização, induzir 

angiogênese,  inibir  a degranulação de mastócitos e a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, além de reduzir o estresse oxidativo. Essa ação protetora 

está relacionada a sua ação reguladora da microcirculação sanguínea 

(FIORUCCI et al., 1999; BRZOZOWSKI et al., 2001; MAGIEROWSKI et al., 

2015).   

O óxido nítrico age ativando a via da guanilil ciclase solúvel (GCS), que 

produz o monofosfato cíclico de guanosina (GMPC), o qual ativa a proteína 
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cinase dependente de GMPC (PKG), iniciando uma cascata de fosforilação, 

ativando alvos como fosfodiesterases e canais iônicos para a obtenção de 

respostas celulares as quais irão contribuir para a homeostase (ROBERT, 

1981; DE PALMA; CLEMENTI, 2012; MAGIEROWSKI et al., 2015). 

 

1.2.5.2 Prostaglandinas (PGs) 

 

As PGs são metabólitos do ácido araquidônico constituídos por ácidos 

graxos insaturados com vinte átomos de carbono, formadas por um anel 

ciclopentano que sofre modificações dando origem a quatro tipo de 

prostaglandinas, prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina F2α (PGF2α), 

prostaglandina E2 (PGE2), e prostacilina (PGI2), sendo as duas últimas 

relacionadas a gastroproteção (YUHKI et al., 2011). 

 O ácido araquidônico é liberado da membrana fosfolipídica em resposta 

a vários estímulos fisiológicos e patológicos pela ação da fosfolipase A2 (PLA2), 

e são convertidos em vários prostanoides, os quais sofrem ação das 

ciclooxigenases (COXs) para dar origem as PGs e tromboxano (BURKE; 

DENNIS, 2009; YUHKI et al., 2011). 

 A COX existe em três isoformas, COX-1, COX-2 e COX-3, sendo apenas 

as duas primeiras produtoras de eicosanoides. A COX-1 é constitutiva e está 

expressa em vários tipos de célula, sendo envolvida na síntese de PGs 

citoprotetoras no trato gastrointestinal, que aumentam a liberação de muco e 

bicarbonato (BOTTING, 2006; SZABO, 2014). A COX-2 é induzida e expressa 

em condições inflamatórias agudas devido a liberação de componentes pró-

inflamatórios como interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-α) e 

lipopolissacarídeo (LPS) (NUGTEREN; HAZELHOF, 1973; GROVER et al., 

2014). Ela promove o aumento da permeabilidade vascular com consequente 

edema, aumento do fluxo sanguíneo e infiltrado inflamatório, isso dilui e retarda 

a presença de agentes tóxicos que ao chegarem aos capilares subepiteliais, 

reduzem a lesão vascular (KUMAR et al., 2010; SZABO, 2014) .  

Há sete tipos de receptores para as prostaglandinas, designados 

receptor PGD (para PGD2), PGE e seus subtipos EP1, EP2, EP3 e EP4, 

receptor PGF (para PGF2) e receptor IP (PGI2). Todos eles são receptores 
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acoplados a proteína G (GPCRs) que utilizam diferentes vias de sinalização 

(NARUMIYA, 2009).  

A PGE2 induz o aumento de Ca2+ intracelular quando acoplada aos 

receptores EP1, isso inibe a motilidade gástrica e estimula a secreção de 

bicarbonato (TAKEUCHI et al., 2006; WALLACE, 2008). Quando ativa 

receptores EP2 a PGE2 aumenta AMPc, inibindo apoptose e participa da 

resposta imune celular (REGAN, 2003; TAKEUCHI et al., 2006; HATAZAWA et 

al., 2007). Quando interage com receptores EP3, a PGE2 pode diminuir a 

concentração de AMPC, o que resulta na inibição da secreção ácida 

(WALLACE, 2008). Essa inibição pode ser direta nas células parietais ou 

indireta pela liberação de histamina das células ECL (KATO et al., 2005). Ao se 

ligar a receptores EP4, a PGE2 acentua a secreção de muco e bicarbonato, 

inibe apoptose, aumenta angiogênese, bem como proliferação e migração de 

células epiteliais contribuindo para a reconstituição da mucosa ulcerada no 

estômago (HATAZAWA et al., 2007). 

A PGI2 é sintetizada nas células endoteliais e interage com receptores 

IP. A prostaciclina possui efeitos antitrombolíticos, por inibir a síntese de 

tromboxano A2 (WALLACE, 2008) e exerce efeito gastroprotetor, ao reduzir a 

secreção ácida no lúmen gástrico durante o estresse  por contenção e frio, 

isquemia e reperfusão (TAKEUCHI; KATO; AMAGASE, 2010). 

 

1.2.5.3 Grupamentos sulfidrilas (SHs) 

 

 Os compostos sulfidrilas são caracterizados por grupamentos químicos, 

os tióis, que são constituídos por um átomo de enxofre  e estão envolvidos na 

proteção da mucosa gástrica por meio do fortalecimento das pontes de 

dissulfeto (SZABO, NAGY; PLEBANI, 1992; PARRA et al., 2015).  

Dentre os compostos sulfidrílicos endógeno destaca-se a glutationa 

(GSH), um tripeptídeo, γ-L-glutamil-L-cisteinilglicina, de baixo peso molecular 

presente em todos os tecidos de mamíferos (LU, 2013).   

Eles protegem a integridade e a permeabilidade da membrana celular, 

funcionam como antioxidantes, mantém a função imune e regulam a síntese, 

degradação e estrutura das proteínas (SZABO, NAGY; PLEBANI, 1992; 

PARRA et al., 2015). 
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 Os grupamentos sulfidrila agem reduzindo a produção de radicais livres, 

estabilizando a camada de muco (pontes dissulfeto) e mantendo a sua 

integridade (ÁVILA et al., 1996; PARRA et al, 2015).  

Sulfidrilas endógenas, semelhantes a glutationa, exercem um importante 

papel na proteção da mucosa gástrica (SZABO, NAGY; PLEBANI, 1992; 

PARRA et al., 2015). 

 A GSH é sintetizada no citosol de maneira regulada, por uma sequência 

de adições de cisteína, glutamato e glicina (FORMAN et al., 2009). Os 

principais determinantes para sua síntese é a quantidade de cisteína 

(aminoácido precursor) e enxofre, além da enzima limitante, a ligase da 

cisteína glutamato (GCL) (LU, 2009). A redução da disponibilidade da GSH 

enquanto antioxidante não enzimático agrava o estresse oxidativo e resulta no 

aumento das lesões da mucosa gástrica (LABONNE et al., 2009). 

 

1.2.6 Sistema antioxidante 

 

Os radicais livres consistem em moléculas, átomos ou íons que 

possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua camada de valência 

(LOBO et al., 2010). Os radicais livres são instáveis e bastante reativos, tanto 

podem doar um elétron como recebê-lo de outras moléculas, comportando-se 

como oxidantes ou redutores (PHAM-HUY, HE; PHAM-HUY, 2008).  

As espécies reativas de oxigênio são radicais livres gerados pelo 

metabolismo celular das mitocôndrias que apresentam tendência em doar 

oxigênio para outras substâncias (LOBO et al., 2010), a exemplo do ânion 

superóxido (O2.-), radical hidroxil (OH.), hidroperoxila (HO2) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O aumento destas espécies radicalares nas células causa 

danos a membrana plasmática, ou seja, peroxidação lipídica (PHAM-HUY, HE; 

PHAM-HUY, 2008; WU; KOSTEN; ZHANG, 2013).  

 Além disso, qualquer molécula do corpo pode ser alvo dos radicais 

livres, principalmente lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas, o que resulta em 

danos celulares e perturbações na homeostase (LOBO et al., 2010). 

 Os radicais livres em geral são obtidos a partir de fontes internas e 

externas. Os obtidos de fonte interna são produzidos a partir de reações 

enzimáticas, incluem as produzidas na cadeia respiratória, na fagocitose, na 
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síntese de prostaglandina e no sistema citocromo P450 e as reações não 

enzimáticas (reações entre oxigênio e compostos orgânicos, bem como 

iniciadas por reações ionizantes). Os obtidos de fontes externas, os radicais 

livres são resultantes da radiação, tabagismo, poluentes do ar, certos 

medicamentos, pesticidas, e produtos químicos industriais  (LIU; STERN; 

ROBERTS, 1999; LOBO et al., 2010).  

 Um desequilíbrio entre os sistemas pró e antioxidante, com predomínio 

dos oxidantes leva a uma produção exacerbada de EROs e a um processo 

denominado estresse oxidativo, por sua vez o estresse oxidativo exerce um 

papel central na fisiopatologia de diferentes desordens (BURTON et al., 2010).  

 O nosso organismo dispõe de um sistema de defesa contra os radicais 

livres denominados sistema antioxidante que pode ser enzimático e não 

enzimático (BURTON et al., 2010). Os antioxidantes enzimáticos endógenos 

incluem a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GR). Já os antioxidantes não enzimáticos são a 

glutationa, ácido ascórbico, vitamina E, L-arginina, coezima Q10 (CoQ10), a 

melatonina e o ácido úrico (VASCONCELOS et al., 2007; VALKO et al., 2015). 

Ver figura 4. 
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Figura 4. Representação esquemática do sistema antioxidante enzimático e não 

enzimático 

 

Legenda: O2
-
 = ânion superóxido; SOD = superóxido dismutase; CAT = catalase; GPx = 

glutationa peroxidase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; GR = glutationa 
redutase; NADP

+ 
= nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; NADPH = nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzida (Adaptado de WU; KOSTEN; ZHANG, 2013). 

 

A GSH apresenta um papel chave frente ao estresse oxidativo, na 

detoxificação de xenobióticos e como modulador na proliferação celular, 

apoptose, resposta imune e fibrogênese (LU, 2013). 

Quando exposto as espécies reativas de oxigênio, o GSH secretado 

pelas células epiteliais, é convertido em GSSG (glutationa oxidada) pela 

glutationa peroxidase (GPx), e em seguida reduzido pela GSSG redutase, pela 

ação de NADPH, formando um ciclo redox (LU, 2009). Quando há aumento nas 

espécies reativas de oxigênio, ocorre uma redução nos níveis de GSH, o que 

diminui a defesa da mucosa gástrica, tornando-a mais susceptível as lesões 

(SAXENA; KRISHNAMURTHY; SINGH, 2011). 

A SOD atua na conversão do ânion O2
- em H2O2 que por sua vez é 

decomposto em H2O e O2 pela CAT, evitando a formação de radicais hidroxil. 

Quando ocorre a geração de radicais hidroxil a GPx conjuga tanto os radicais 

hidroxil como os peróxidos a GSH, formando a GSSG. Em seguida, a GSSG é 

novamente convertida em GSH pela ação da GR. Portanto, o sistema 

antioxidante atua reduzindo a quantidade de EROs, caso haja um desequilíbrio 

desse mecanismo a célula pode entrar em estresse oxidativo e instala-se um 

quadro de peroxidação lipídica (VALKO et al., 2015).  
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Um antioxidante pode ser definido como uma molécula estável capaz de 

doar um elétron a um radical livre e assim neutralizá-lo, diminuindo assim os 

danos celulares. Estes antioxidantes atuam sequestrando radicais, doando 

elétrons, decompondo peróxidos, inibindo enzimas e quelando metais (KUHN, 

2003). 

 

1.2.7 Citocinas 

 

 As citocinas são proteínas de baixo peso molecular produzidas por 

células que atuam como moléculas sinalizadoras e que tem como função 

mediar e regular a resposta imune (ABBAS; ABUL, 2013). O grupo de citocinas 

é bastante diversificado e agrupado em várias classes, incluindo interleucinas 

(IL), fatores de necrose tumoral (TNF), interferons (IFN), fatores estimulantes 

de colônias (CSF), fatores transformadores de epitélio (TGF) e quimiocinas. 

Elas são envolvidas em diversos processos fisiológicos, destacando-se a 

regulação das respostas inflamatórias e imunológicas (inata e adaptativa) (AIT-

OUFELLA et al., 2011). 

Na úlcera gástrica induzida por etanol ocorre um processo inflamatório 

devido ao desequilíbrio entre as citocinas pró-inflamatórias, a interleucina-1 

(IL-1), fator de necrose tumoral- (TNF-) e o interferon  (INF), que 

desempenham importantes papéis nas lesões gástricas e as citocinas anti-

inflamatórias como a IL-10 (BESERRA et al., 2011). 

 O TNF- e a IL-1 são as primeiras citocinas liberadas em resposta a 

inflamação ou infecção na mucosa gástrica (MORSY; EL-SHEIK, 2012). 

 O TNF- desempenha um papel fundamental na inflamação, induz febre, 

estimula a produção de proteínas de fase aguda no fígado, provoca a ativação 

das células endoteliais e aumenta a aderência de neutrófilos (LEON; WHITE; 

KLUGER, 1998; LI et al.,2013). Estudos demonstram que a administração de 

TNF- em animais experimentais induz respostas fisiológicas semelhantes a 

resposta inflamatória sistêmica observada na sepse e lesões graves 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Na mucosa gástrica o TNF- é uma 

citocina chave por promover a reparação da mucosa por meio da estimulação 

da proliferação de células epiteliais (TULASSAY; URSZENYI, 2010).  
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A IL-1 aumenta a permeabilidade vascular, migração neutrofílica, além 

de contribuir com a geração de ERO (TARGOSZ et al., 2012),  recrutamento de 

monócitos e interage com o receptor sensível ao carbapol (Ca2p) presente nas 

células parietais, reduzindo a secreção ácida, contribuindo com a colonização 

da H. pylori (SCHEPP et al., 1998; BOLTIN; YARON, 2014). Essa interleucina 

inibe a secreção ácida gástrica e estimula a produção de fatores defensivos da 

mucosa (prostaglandina, NO) e de reparo (fator ativador de plaquetas de 

mastócitos) (TULASSAY; URSZENYI, 2010). 

 Tanto a IL-10 como a IL-6 estão envolvidas na inflamação de fase aguda 

bem como na manutenção e regulação da úlcera gástrica (ROGLER; ANDUS, 

1998; LIU et al., 2012). A IL-10 é uma citocina produzida por monócitos e 

macrófagos, células Th1, linfócitos B e células Tr1. Essa interleucina 

desempenha importante papel na supressão de respostas inflamatórias, 

regulando negativamente a expressão de TNF- em monócitos e macrófagos 

(MOORE et al., 1993; SUABJAKYONG et al., 2015).  

 As prostaglandinas endógenas regulam negativamente a liberação de 

mediadores inflamatórios que podem contribuir na geração da úlcera gástrica 

(MARTIN; WALLACE, 2006). A PGE2 inibe a liberação de TNF- e IL-1 de 

macrófagos e da IL-8 e leucotrieno B4 de neutrófilos (LIM et al., 2009; MORSY; 

EL-SHEIK, 2012). 

 

1.2.8 Terapêutica da úlcera gástrica 

 

 Durante anos a terapêutica da úlcera gástrica foi centrada no controle da 

secreção ácida ou no aumento dos fatores citoprotetores. Inicialmente, para a 

neutralização da secreção ácida foi utilizado os antiácidos (AWAAD; EL-

MELIGY; SOLIMAN, 2013), a exemplo  do hidróxido de alumínio, hidróxido de 

magnésio que agem de forma rápida, sendo utilizados portanto para alívio de 

sintomas leves ou esporádicos. Atuam na neutralização do ácido clorídrico 

gástrico e inibição da enzima proteolítica (pepsina), por um período de 1-3h se 

ingerido com alimentos. Apresentam fatores limitantes como efeitos colaterais 

(hipercalemia, insuficiência renal, alcalose metabólica, hipermagnesemia, 
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dentre outros). Entretanto, têm sido utilizados, pontualmente por serem mais 

acessíveis e seguros (MATON; BURTON, 1999; MEJIA; KRAFT, 2011). 

 Em substituição aos antiácidos foram utilizadas substâncias 

antissecretórias, a exemplo dos anticolinérgicos (pirenzepina e telenzepina). 

Eles interagem com receptores muscarínicos do tipo M1 e apresentam baixa 

eficácia, além de apresentarem diversos efeitos colaterais, como taquicardia, 

secura na boca, cefaleia e confusão mental, o que tornou o uso dessa classe 

de drogas obsoleta (JAIN et al., 2007) . 

 Posteriormente surgiu uma classe de drogas antissecretórias, os 

inibidores dos receptores H2, a exemplo da cimetidina, ranitidina, famotidina, 

nizatidina e roxatidina.  São eficazes na redução da secreção de ácido, porém, 

não inibem a secreção de gastrina e a estimulação vagal, logo, ainda há uma 

significativa secreção ácida pelas células parietais. Os antagonistas do receptor 

H2 agem de maneira reversível e quando utilizados para o tratamento da úlcera 

gástrica apresentam uma faixa de cura entre 50-70% (LIPOF; SHAPIRO; 

KOZOL, 2006; STEWART; ACKROYD, 2011). Porém, não evitam a recidiva da 

úlcera e ao serem utilizados por sete dias para o tratamento de úlceras 

observa-se tolerância e redução da eficácia em 50% (SACHS; CHIN; HUNT, 

2007, 2010).  Dentre os efeitos colaterais é observado a diarreia, cefaleia, 

tontura, fadiga, dor muscular, constipação, ginecomastia em homens e 

galactorreia em mulheres (BRUTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). 

Os inibidores da bomba de H+/K+-ATPase (omeprazol, lansoprazol, 

rabeprazol, pantoprazol e esomeprazol) é uma outra classe de drogas 

antissecretória mais eficazes na supressão da secreção ácida gástrica por 

inibirem a fase final da secreção, a ativação da bomba de H+, K+-ATPase . São 

bases fracas que se acumulam seletivamente nos canalículos das células 

parietais (pH é 1,0), onde são protonadas e convertidas em sua forma ativa a 

qual reage de modo covalente com o grupo sulfidril de cisteína no domínio 

extracelular da H+/K+-ATPase, inibindo sua ação. Assim, tem-se uma 

cicatrização mais rápida da úlcera gástrica comparado aqueles que utilizam 

somente antagonistas H2 (SHIN; SACHS, 2008; STEWART; ACKROYD, 2011). 

O uso prolongado pode resultar em hipergastrinemia, hipersecreção ácida 

rebote, náuseas, diarreia, tontura, taquicardia, tremores e má absorção 

(RICHARDSON; HAWKEY; STACK, 1998; JAIN et al., 2007).  
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Outra classe de medicamentos utilizados na terapêutica da úlcera 

gástrica é a dos citoprotetores, a exemplo do sucralfato, o misoprostol e os sais 

de bismuto (MEJIA; KRAFT, 2011).  

O sucralfato é formado por sacarose sulfatada de alumínio e hidróxido 

de alumínio e atua ligando-se as lesões da mucosa gástrica  formando um 

filme. Quando exposto ao conteúdo ácido interage com as proteínas do tecido 

danificado, favorecendo a angiogênese, produzindo o recrutamento de fatores 

de crescimento e formação de tecido de granulação, sendo sua ação mais 

importante na prevenção de úlcera gástrica induzida por estresse em pacientes 

em estado crítico (OATES; WOOD, 1991; MEJIA; KRAFT, 2011). O misoprostol 

por sua vez, tem sido nos últimos anos utilizado como uma ferramenta 

farmacológica, já que seu uso é restrito apenas a internações hospitalares. Ele 

atua inibindo a secreção de ácido, aumentando o fluxo sanguíneo e a secreção 

de muco e de bicarbonato, no entanto, ocasiona diarreias, cólicas abdominais e 

contrações uterinas que podem levar ao aborto (JAIN et al., 2007). 

Quando a úlcera gástrica está relacionada a infecção pelo H. pylori  é 

possível fazer uso de dois protocolos terapêuticos. O primeiro utiliza-se um 

esquema posológico que compreende 10-14 dias com inibidores da bomba de 

H+/K+-ATPase ou antagonista dos receptores H2 associado ao metronidazol, 

tetraciclina e subsalicilato de bismuto ou um segundo esquema em que se 

utiliza um inibidor da bomba de H+/K+-ATPase, associado a claritromicina e 

metronidazol ou amoxicilina (NAJM, 2011). 

Considerando que a terapêutica existente no mercado para o tratamento 

da úlcera gástrica não é 100% eficaz, que não apresenta um custo acessível 

para o individuo ou serviço de saúde, que apresentam inúmeros efeitos 

colaterais e muitos deles permitem a recidiva da doença se faz necessário a 

busca por novas alternativas terapêuticas, como os produtos naturais, para a 

obtenção de medicamentos mais eficazes, seguros, sem efeitos colaterais e 

sem recidiva da doença. 

 

1.3 Produtos naturais 

  

 Os produtos naturais se constituíram como a principal fonte de matérias-

primas, nas descobertas farmacêuticas do século passado. No entanto, foram 
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substituídas por compostos sintéticos, graças as novas técnicas químicas. 

Devido ao declínio na descoberta de novas entidades químicas nos últimos 

anos, a pesquisa em produtos naturais vem ganhando novo impulso, devido a 

diversidade de estruturas obtidas de metabólitos secundários e suas potenciais 

atividades biológicas (MISHRA; TIWARI, 2011).  

 Entre 1981 e 2010 cerca de 60% dos novos compostos químicos 

utilizados como medicamentos foram obtidos de produtos naturais, em especial 

plantas medicinais (CRAGG; NEWMAN, 2013).  

 Nesse contexto, o Brasil possui uma biodiversidade, que representa 

aproximadamente 20% de todas as espécies vivas conhecidas globalmente, 

onde são encontrados vários biomas importantes, tais como o amazônico, mata 

atlântica e cerrado (VALLI et al., 2013). Além disso, a presença de grande 

diversidade cultural, com fortes tradições de utilização de plantas medicinais 

pela medicina popular e o baixo custo de matéria-prima pode ser um incentivo 

as empresas farmacêuticas nacionais, a procurarem uma nova direção no 

desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos, de produtos tradicionais 

fitoterápicos ou fitofármacos (PEDROLLO; KINUPP, 2015).  

 Atualmente, os medicamentos sintéticos utilizados para o tratamento da 

úlcera péptica têm apresentado fatores limitantes a exemplo dos inúmeros 

efeitos adversos, aumento dos casos de reincidência da doença e alto custo. 

Assim tem-se buscado nos produtos naturais novas alternativas terapêuticas 

que garantam maior acesso da população, menos efeitos colaterais e mais 

eficácia terapêutica que os medicamentos existentes no mercado (BANSAL; 

GOEL, 2012). 

Nesta perspectiva, o nosso grupo de pesquisa vem estudando  inúmeras 

espécies vegetais e substâncias isoladas frente à atividade gastroprotetora, 

cicatrizante e antiulcerogênica a exemplo de Syngonanthus arthrotrichus 

(BATISTA, 2004), Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTOS, 

2008), Maytenus obtusifolia (MOTA, 2009), Praxelis clematidea (FALCÃO, 

2011), Combretum duarteanum (LIMA, 2011), Xylopia langsdorffiana 

(MONTENEGRO, 2014), Hyptis suaveolens (de JESUS, 2013), Maytenus 

distichophylla (CALDAS FILHO, 2013), Syngonanthus bisulcatus (BATISTA, 

2013; 2015), Syngonanthus macrolepsis (BATISTA, 2013), p-cimeno (LEITE, 

2014) e Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA, 2015).  
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Os produtos naturais são constituídos por inúmeros metabólitos 

secundários, a exemplo dos terpenos, flavonoides, flavononas, antocioninas, 

alguns carboidratos, alcaloides e polifenóis (O‘CONNOR, 2015).  

Os polifenóis são metabólitos secundários amplamente distribuídos em 

todas as plantas superiores, com um importante papel na defesa contra 

patógenos e predadores de plantas, além de proteger a planta em várias 

condições de estresse abióticos, como a precipitação e radiação ultravioleta 

(DAGLIA, 2012).  

Os polfenóis são caracterizados pela presença de um ou mais anéis 

fenólicos, com uma ou mais substituições hidroxil. Os polifenóis consistem em 

uma grande variedade de estruturas químicas baseadas nas substituições da 

estrutura química básica, na polimerização e no grau de oxidação, sendo 

classificados como flavonoides e não flavonoides (FARZAEI; ADDOLLAHI; 

RAHIMI, 2015).  

Os flavonoides possuem um esqueleto de carbono comum difenil 

propano, dois anéis de benzeno (o anel A e B) unidos por uma cadeia de 

carbono linear de três que dão origem a uma estrutura heterocíclica oxigenada. 

Os polifenóis flavonoides são divididos em diferentes subclasses de acordo 

com o estado de oxidação do anel pirano central, incluindo antocianinas, 

isoflavonas, flavanonas e flavonóis. O grupo de não flavonoides são 

constituídos por ácidos fenólicos (catecol, eugenol, ácido caféico), lignanas 

(pinoresinol, lariciresinol, matairesinol) e compostos hidroxicinâmicos (ácido 

rosmarínico, ácido clorogênico) (SUMBUL et al., 2011; FARZAEI; ADDOLLAHI; 

RAHIMI, 2015) .  

Os polifenóis destacam-se por apresentarem uma ampla atividade 

biológica, como efeito antioxidante, antialérgico, anti-inflamatório, anticâncer, 

anti-hipertensivo e antimicrobiano. Ao longo dos últimos 20 anos, os polifenois 

têm sido estudados para a prevenção de doenças crônicas, tais como doença 

cardiovascular, cancro, osteoporose, diabetes mellitus, e doenças 

neurodegenerativas. Sendo a sua atividade protetora atribuída principalmente 

ao seu efeito (DAGLIA, 2012).  

Dentre esses compostos está o ácido rosmarínico, polifenol bastante 

estudado e com diversas atividades biológicas já relatadas na literatura 

(PETERSEN et al., 2009). 
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1.4 Ácido rosmarínico 

 

 O ácido rosmarínico foi isolado pela primeira vez por dois químicos 

italianos, Scarpati e Oriente em 1958, e denominado de acordo com a planta 

da qual foi isolado, a Rosmarinus officinalis (SCARPATI; ORIENTE, 1958; 

PETERSEN et al., 2009). 

 O ácido rosmarínico consiste em um éster do ácido cafeico e do ácido 

3,4 – dihidroxifenilático (PETERSEN et al., 2009). É caracterizado como um 

composto fenólico não flavonoide, se enquadrando como derivado 

hidroxinâmico (DAGLIA, 2012; TEKEĽOVÁ et al., 2015). Ver figura 5. 

 

Figura 5. Estrutura química do ácido rosmarínico (PERTENSEN et al., 2009) 

 

  

Esse composto fenólico tem sido isolado de muitas espécies, sendo 

encontrado em 39 famílias de plantas, como as da família Lamiaceae e 

Boraginaceae e identificado como composto ativo em diversas espécies 

vegetais, a exemplo da Salvia officinalis, Menta x piperita, Thymus vulgaris, 

Melissa officinalis, Symphytum officinale, dentre outras (PETERSEN et al., 

2009). É importante considerar que nem todas as plantas da família Lamiaceae 

contém o ácido rosmarínico, sendo esse composto presente principalmente na 

subfamília Teucrioideae (PETERSEN et al., 2009). 

  Vários efeitos biológicos tem sido relatados para o ácido rosmarínico, 

como o antialérgico (OSAKABE et al., 2004), antimicrobiano (MORENO et al., 

2006), antioxidante (TEPEA et al., 2007), antiapoptótico (HUR et al., 2007), no 

tratamento de Alzheimer (HAMAGUCHI et al., 2009), esclerose múltipla 

(FALLARINI et al., 2009), anticâncer (MOON et al., 2010), anti-inflamatório 
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(CHU et al., 2012); neuroprotetor (ONO et al., 2012) e hepatoprotetor 

(DOMITROVIC et al., 2013). 

 O interesse pelo ácido rosmarínico tem aumentado consideravelmente 

na última década. A partir das atividades biológicas relatadas na literatura, esse 

composto passa a ter um grande potencial para a melhoria da saúde humana 

num futuro próximo como um produto farmacêutico ou dietético. Além disso, o 

ácido rosmarínico é produzido com facilidade em culturas de células o que tem 

permitido sua produção por diversos laboratórios (KHOJASTEH et al., 2014). 

Em levantamento realizado por nosso grupo em base de dados (Science 

Direct e PubMed, no período de 2014-2015) não foram encontrados relatos de 

estudos farmacológicos a respeito da atividade gastroprotetora e 

antiulcerogênica para o ácido rosmarínico, o que motivou a tornar essa 

substância objeto de estudo do presente trabalho. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico em modelos 

animais que mimetizam a úlcera gástrica no homem. 

 

2.2 Específicos  

 

 Realizar estudo comportamental e determinar a dose letal 50% (DL50) 

do ácido rosmarínico usando o protocolo da OECD in vivo; 

 Realizar triagem farmacológica do ácido rosmarínico, frente à atividade 

gastroprotetora; 

 Avaliar a atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico em modelos 

clássicos de indução aguda de úlcera (etanol, estresse, anti-inflamatório 

não esteroidal e contensão do suco gástrico); 

 Investigar o efeito do ácido rosmarínico sobre os parâmetros 

bioquímicos (pH, concentração ácida e volume gástrico); 

 Elucidar os mecanismos de ação envolvidos na atividade gastroprotetora 

do ácido rosmarínico (quanto a ação antissecretória, citoprotetora e 

antioxidante);  

 Avaliar a atividade imunoregulatória do ácido rosmarínico a partir da 

quantificação da IL-1, TNF- e IL-10. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 MATERIAL 

3.1.1 Local da pesquisa 

 

 Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Farmacologia do Trato 

Gastrintestinal (LFTGI), sob a orientação da Profª. Drª Leônia Maria Batista e  

no laboratório de Imunologia em colaboração com a Profª. Drª. Giciane 

Carvalho Vieira, localizado no Instituto de Pesquisa em Fármacos e 

Medicamentos (IPeFarM) dentro do Programa de Pós-Graduação em Produtos 

Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) no período de março de 2014 a 

dezembro de 2015. Experimentos também foram realizados no Laboratório de 

Farmacologia do Centro de Biociências da Universidade Federal do Rio Grande 

do Norte (UFRN) em parceria com a Profª Drª Aurigena Antunes de Araújo. 

 

3.1.2 Substância teste 

 

O ácido rosmarínico foi adquirido da SIGMA- ALDRICH, em forma de pó, 

sendo acondicionado em frasco âmbar e mantido à temperatura ambiente.  

 

3.1.3 Animais 

 

 Para o desenvolvimento dos protocolos experimentais descritos neste 

trabalho foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos, adultos de 

ambos os sexos, linhagem Swiss, pesando entre 25-35 g e ratos (Rattus 

norvegicus) albinos, linhagem Wistar, pesando entre 180-250 g, oriundos do 

biotério Prof. Thomas George localizado no IPeFarM/UFPB. Os animais foram 

mantidos em condições padrão do biotério local, durante sete dias antes de 

cada experimento, sob a temperatura de 21 ± 1 ºC, com ciclos claro-escuro de 

12 horas, os animais tiveram livre acesso a água e ração Presence® tipo 

pellets.  

 Os animais foram submetidos a um jejum que variou entre 12-36h, de 

acordo com a metodologia utililizada e foram distribuídos (n=5-10) em grupos 

controle negativo (solução salina 0,9%), controle positivo (droga de referência 

ou ferramenta farmacológica) e a droga teste (ácido rosmarínico), nas doses de 
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A B 

25, 50, 100 e 200 mg/kg por via oral ou intraduodenal. Os animais foram 

acomodados em gaiolas com fundo falso (tela), para que não houvesse 

coprofagia, com água ad libitum até 1 hora antes dos testes. 

Seguindo a resolução n° 1000/2012, do Conselho Federal de Medicina 

Veterinária com as recomendações da Associação Americana de Medicina 

Veterinária (AVMA, 2013) a eutanásia dos ratos foi precedida por anestesia 

geral com com cloridrato de quetamina 5% (150 mg/kg) e cloridrato de xilazina 

2% (20 mg/kg), via intraperitoneal, e após ausência do reflexo corneal foi 

administrado o cloreto de potássio 1 mmol/kg, via intravenosa. Já os 

camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. 

Todos os protocolos experimentais utilizados neste trabalho seguiram os 

princípios internacionais para o estudo com animais de laboratório 

(ZIMMERNAM, 1983) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal 

(CEUA/UFPB) sob o registro de nº 007/2015 (ANEXO 1). 

 

Figura 6. Camundongos Swiss (Mus musculus) (A) e rato  Wistar (Rattus norvegicus) 

(B) utilizados em modelos experimentais (Foto: arquivo do Laboratório de 

Farmacologia do TGI) 

 

3.1.4 Drogas utilizadas  

 

Para a realização dos protocolos foram utilizados as substâncias: ácido 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinaethanosulfônico (HEPES) (SIGMA Chemical Co, 

U.S.A), ácido 5,5‘-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) (SIGMA Chemical Co, 

U.S.A), ácido bicinchônico (SIGMA Chemical Co, U.S.A), ácido clorídrico 

(MERCK, Germany), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (SIGMA Chemical 

Co, U.S.A), albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA Chemical Co, U.S.A), alcian 

blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A), carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, 

U.S.A), cimetidina (SIGMA Chemical Co, U.S.A), cloreto de potássio (SIGMA 
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Chemical Co, U.S.A), cloreto de magnésio (SIGMA Chemical Co, U.S.A), 

cloreto de sódio P.A. (QUIMEX-MERCK, Brasil), etanol (MERCK, Germany), 

fenolftaleína (RIEDEL-DE HAËN, Germany), fosfato de sódio monobásico 

(SIGMA Chemical Co, U.S.A), fosfato de sódio bibásico (SIGMA Chemical Co, 

U.S.A), fluoreto de sódio (SIGMA Chemical Co, U.S.A), glibenclamida (SIGMA 

Chemical Co, U.S.A), hidróxido de sódio (QUIMEX-MERCK, Brasil), piroxicam 

20 mg (HEXAL, Brasil), indometacina (SIGMA Chemical Co, U.S.A), ketamina 

5% (VETANARCOL), lansoprazol (SIGMA Chemical Co, U.S.A), L-glutationa 

reduzida (SIGMA Chemical Co, U.S.A), N-etilmaleimida (SIGMA Chemical Co, 

U.S.A), N-nitro-L-arginina-metil-éster (SIGMA Chemical Co, U.S.A), sacarose 

(SIGMA Chemical Co, U. S. A), tween 80 (MERCK, Germany) e xilazina 2 % 

(DORCIPEC). 

Para solubilização do ácido rosmarínico foi utilizado solução salina 0,9%. 

As substâncias utilizadas como controle positivo (carbenoxolona e cimetidina), 

assim como os bloqueadores do óxido nítrico e dos grupamentos sulfidrílicos, 

N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e N-etilmaleimida (NEM), 

respectivamente, também solubilizados por esta substância. A indometacina foi 

solubilizada pelo carbonato de sódio 0,05%.  

 

3.2 MÉTODOS 

 

 As metodologias utilizadas nesse estudo estão no fluxograma 

experimental representado na figura 7. 
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Figura 7. Fluxograma experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1 Ensaio toxicológico pré-clínico agudo do ácido rosmarínico  

 

A avaliação da toxicidade aguda do ácido rosmarínico foi realizada em 

camundongos e compreendeu a estimativa da DL50, segundo o preconizado 

pelo ―Guidelines for Testing of Chemicals‖ nº 423 (OECD, 2011), com algumas 

modificações, consumo de água e ração, alteração e peso dos órgãos, além 

das alterações comportamentais (ALMEIDA, 1999). 

Neste experimento foram utilizados camundongos fêmeas, três por 

grupo, mais o grupo controle. Os mesmos receberam por via oral (v.o) veículo 
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(solução salina 0,9%) ou ácido rosmarínico (300 e 2000 mg/kg). A dose inicial 

foi escolhida a partir de um dos quatro níveis fixos (5, 50, 300 e 2000 mg/kg). 

Considerando que não há qualquer informação sobre a substância a ser 

testada, por razões de proteção dos animais, utilizou-se uma dose inicial de 

300 mg/kg, como recomendado pelo método.  

O método não permite o cálculo preciso da Dose Letal 50% (DL50), no 

entanto, fornece uma estimativa do seu valor, classificando a substância em 

categorias de acordo com o ―Globally Harmonized Classification System‖ – 

GHS (OECD, 2001). 

Para avaliar as possíveis alterações comportamentais, sobre o Sistema 

Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autônomo (SNA), os animais após 

tratamento foram observados para detectar possíveis sinais de toxicidade de 

caráter geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; após 4 horas; e 

diariamente durante 14 dias, utilizando-se o protocolo experimental descrito por 

Almeida et al. (1999) (ANEXO 2). 

 A pesagem dos camundongos foi avaliada no primeiro dia antes da 

administração do ácido rosmarínico ou solução salina 0,9% e no 14ª dia. Após 

esse período os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus 

órgãos (coração, fígado, baço e rins) foram pesados em balança analítica para 

o cálculo do índice de órgãos que corresponde ao peso em miligrama (mg) do 

órgão dividido pelo peso em grama (g) de animal. Esses órgãos foram 

submetidos a uma avaliação macroscópica para identificação de sinais 

patológicos. 

Outros parâmetros avaliados foram o consumo de água e ração. A ração 

foi colocada diariamente e no dia seguinte, no mesmo horário avaliado o 

consumo durante 14 dias. O consumo de água também foi quantificado nesse 

mesmo intervalo de tempo utilizando-se uma proveta.  

A presença de morte nos animais durante o período dos experimentos 

foi utilizada para estabelecer a DL50 do ácido rosmarínico. 

 

3.2.2 Avaliação da atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico 

 

 Para realizar uma triagem farmacológica frente a atividade 

gastroprotetora do ácido rosmarínico foi utilizado o modelo de indução aguda 
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de úlcera induzido por etanol acidificado (HCl/etanol) em camundongos. Para 

avaliação desse modelo foram estabelecidas as doses de 25, 50, 100 e 200 

mg/kg. 

Para avaliar a atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico frente a 

outros agentes lesivos foram utilizados os modelos de indução de úlcera por 

etanol absoluto, estresse por imobilização e frio, AINE (piroxicam) e contensão 

de suco gástrico (ligadura do piloro), por esses modelos garantirem a 

reprodutibilidade e mimetizarem as principais causas de úlcera gástrica no 

homem. 

A partir do modelo de indução aguda pelo etanol foram também 

realizados ensaios histológicos, determinação de proteínas totais, dos níveis de 

glutationa reduzida (GSH) e dosagem das interleucinas pró-inflamatórias (IL-1 

e TNF-) e anti-inflamatória (IL-10) a partir do tecido gástrico. Esse modelo 

também possibilitou após análise dos resultados a escolha da melhor dose 

utilizada para elucidação do mecanismo de ação. 

Após avaliação do efeito gastroprotetor produzido pelo ácido 

rosmarínico, foi investigada os possíveis mecanismos de ação envolvidos 

nessa gastroproteção. Para isso foram investigados os mecanismos 

antissecretório (determinação dos parâmetros bioquímicos do suco gástrico, 

volume do suco gástrico, pH e concentração de íons H+); citoprotetor 

(grupamentos sulfidrila, óxido nítrico, muco e prostaglandina); antioxidante 

(dosagem da glutationa reduzida); e a atividade imunorreguladora (Dosagem 

das citocinas TNF-, IL-1 e IL-10).  

Os animais ao serem eutanasiados tiveram seus estômagos removidos, 

abertos ao longo da grande curvatura e prensados entre placas de vidro para 

quantificação das lesões por meio da utilização de uma lupa OLYMPUS Optical 

TL3 – SZ40 e expressas como Índice de Lesão Ulcerativa (ILU). O ILU foi 

calculado conforme o número e a severidade das lesões presentes na mucosa 

estomacal (SZELENYI; THIEMER, 1978). A essas lesões foram atribuídos os 

scores:  

 

 Nível 1: pontos hemorrágicos e ulcerações até 1mm; 

 Nível 2: ulcerações com 2 mm;  
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A B 

 Nível 3: ulcerações a partir de 3 mm. 

 

 

 

No entanto, nos modelos que se utilizam ratos, com exceção do modelo 

de ligadura de piloro, a partir das fotografias (dimensão de 12 megapixels) do 

estômago foi determinado a Área de Lesão Ulcerativa (ALU) utilizando o 

programa AVSoft Bioview Spectra 4.0®, conforme figura 8. 

 

Figura 8. Lupa OLYMPUS Optical TL3-SZ40 (A) e estômago de rato ulcerado com 

etanol absoluto (B) (Foto: arquivo do Laboratório de Farmacologia do TGI) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Representação de um estômago de rato ulcerado com etanol absoluto (A) e 

quantificação da área de lesão ulcerativa (B) com AVSoft Bioview Spectra 4.0® (Foto: 

arquivo do Laboratório de Farmacologia do TGI) 

 

 

 

ILU = Ʃ (nº de lesões nível 1 x 1) + (nº de lesões nível 2 x 2) +  

(nº de lesões nível 3 x 3) 

A 
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3.2.2.1 Modelos de indução aguda de úlcera gástrica 

3.2.2.1.1 Úlcera gástrica induzida por etanol acidificado  

 

 Para realização do modelo de etanol acidificado foi utilizado a 

metodologia preconizada por Mizui & Doteuchi (1983) com modificações. 

 Após jejum de 24h e livre acesso a água até uma hora antes do 

experimento, camundongos machos (n=5-7) foram divididos em seis grupos e 

pré-tratados (v.o) com solução salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 

100 mg/kg (controle positivo) ou o ácido rosmarínico nas doses 25, 50, 100 e 

200 mg/kg. Após 50 min os animais foram tratados com 0,2 mL de HCl/etanol 

60% - 0,3M, por via oral e uma hora após, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical, os estômagos removidos e seccionados ao longo da 

grande curvatura para determinação do ILU. 

 

3.2.2.1.2 Úlceras gástricas induzidas por etanol  

 

Na avaliação da atividade gastroprotetora com o agente lesivo, etanol, 

foi utilizado o modelo preconizado por Morimoto e colaboradores (1991), com 

modificações. Inicialmente, os ratos (n=6-7) foram submetidos a um jejum de 

24 horas, em seguida, foram divididos em grupos e pré-tratados por via oral 

com salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/Kg (controle 

positivo) ou o ácido rosmarínico (25, 50, 100 e 200 mg/kg). Após 60 min, os 

animais foram tratados com 4 mL/kg de etanol absoluto (agente lesivo, v.o). 

Após 1h, os ratos foram eutanasiados, os estômagos removidos e abertos para 

determinação da área ulcerativa (AU). Em seguida, os estômagos foram 

imersos em nitrogênio líquido e congelados a – 80°C para doseamento dos 

níveis de proteínas totais, glutationa reduzida, citocinas pró-inflamatórias (TNF 

-  e  IL-1) e anti-inflamatórias (IL-10). Além disso, foi realizado análise 

histopatológica de cada grupo.   
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3.2.2.1.3 Análise histológica 

 

 Para realização da histologia foram retiradas amostras de tecido do 

estômago medindo em média 1 cm de comprimento, os quais foram fixados em 

formalina tamponada, desidratados em diferentes concentrações de etanol e 

clarificados em xilol. Em seguida, as amostras foram incorporadas a parafina 

histológica e seccionadas a uma espessura de 5 µm, quando foram submetidas 

as colorações de hematoxilina e eosina (HE) e ácido periódico de Schiff (PAS). 

A análise dos tecidos foi realizada a partir de um microscópio óptico e de forma 

aleatória por um examinador que não tinha conhecimento do grupo. A partir de 

cada grupo foi selecionada a lâmina com as melhores condições histológicas 

para a representação neste trabalho em dois aumentos (40 x e 100x) 

(BEHMER; TOLOSA; FREITAS-NETO, 1976) 

 

3.2.2.1.4 Úlceras gástricas induzidas por anti-inflamatório não-esteroidal 

(Piroxicam) 

 

Para realização deste protocolo experimental foi utilizado o modelo de 

Puscas et al., (1997). Para isso, foram utilizados camundongos Swiss (n=7), 

colocados no jejum por 24h, em seguida pré-tratados, via oral, com solução 

salina 0,9% (controle negativo), com cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) 

ou o ácido rosmarínico (25, 50, 100 e 200 mg/kg). Após 30 min, os animais 

foram tratados com piroxicam 30 mg/kg (agente lesivo) por via subcutânea 

(s.c.) e 4 horas após essa administração, os animais foram eutanasiados, os 

estômagos removidos e seccionados para determinação do ILU. 

 

3.2.2.1.5 Úlceras gástricas induzidas por estresse (imobilização e frio)  

 

Este experimento foi baseado na metodologia de Levine et al (1971). 

Após jejum de 24h, os camundongos Swiss (n=5-7) foram pré-tratados com 

solução salina 0,9% (controle negativo), cimetidina 100 mg/Kg (controle 

positivo) ou o ácido rosmarínico (25, 50, 100 e 200 mg/kg), por via oral. 

Decorrido 30 min, os animais foram imobilizados pelas patas dianteiras e 

traseiras, colocados em contensores de policloreto de vinila (PVC) (9 cm de 
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comprimento x 3,5 cm de diâmetro) e submetidos a uma temperatura de 4 ± 1 

°C por um período de 3 h, para indução das úlceras gástricas. Após as 3h, os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estômagos 

removidos e abertos para determinação do ILU. 

 

3.2.2.2.1 Úlceras gástricas induzidas por contensão do suco gástrico  

 

Este protocolo experimental foi descrito por Shay et al., (1945). Após 

jejum de 24h, os ratos (n=5-8) foram anestesiados com cloridrato de quetamina 

5% (anestésico) e cloridrato de xilazina 2% (relaxante muscular), em seguida 

submetidos a uma incisão longitudinal abaixo da apófise xifoide para ligadura 

(amarração) do piloro. Esses animais foram pré-tratados por via intraduodenal 

(i.d.) com solução salina 0,9% (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg 

(controle positivo) ou a melhor dose do ácido rosmarínico (200 mg/kg). Em 

seguida, as incisões dos animais foram suturadas e 4 h após a ligadura, os 

ratos foram eutanasiados, os estômagos retirados e abertos para determinação 

do ILU e determinação dos parâmetros bioquímicos. 

Esta mesma metodologia foi repetida tratando os animais por via oral 

com as drogas testes e seus respectivos controles antes de se fazer a lidadura 

de piloro.  

 

3.2.2.3 Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos na atividade 

gastroprotetora do ácido rosmarínico 

3.2.2.3.1 Avaliação dos parâmetros bioquímicos do suco gástrico após 

ligadura do piloro (i.d./v.o.)  

  

 No modelo de úlcera gástrica induzida por contensão do suco gástrico, 

os estômagos após serem removidos foram abertos para coleta do conteúdo 

gástrico com o objetivo de determinar os parâmetros bioquímicos do mesmo: 

volume, pH e concentração de íons hidrogênio. 

A avaliação dos parâmetros bioquímicos foi realizada segundo Shay et 

al., 1945,  com modificações. O conteúdo do estômago foi pesado e em 

seguida foi calculado  o volume do suco gástrico que foi expresso em g/4h. O 

pH foi aferido com o auxílio de um pHmetro digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil), 
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após centrifugação do conteúdo estomacal juntamente com 10 mL de água 

destilada a 3000 rpm por 10 minutos e expresso em unidades. Na sequência, 

10 mL do sobrenadante foi retirado e distribuído em alíquotas de 5 mL em 2 

erlenmeyer, para a realização da  titulação do suco gástrico e determinação da 

concentração de H+ expressa em mEq/mL/4h. A titulação foi realizada com 

auxílio de uma bureta, utilizando-se hidróxido de sódio (NaOH) 0,01N e 

fenolftaleína, uma solução indicadora. 

  

3.2.2.3.2 Avaliação da participação dos grupamentos sulfidrílicos (SHs)  

 

Para avaliar a participação dos grupamentos sulfidrilas na 

gastroproteção mediada pelo ácido rosmarínico foi utilizado o modelo descrito 

por Matsuda et al. (1999). Os ratos (n=5-7) foram colocados em jejum de 24 

horas. Em seguida distribuídos em seis grupos. Desses 3 grupos receberam 

previamente solução salina 0,9% - 10 mL/kg (i.p.) e os outros 3 grupos 

receberam previamente N-etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg (i.p.), um bloqueador 

dos grupamentos sulfidrílicos. Após 30 minutos do pré-tratamento, os animais 

foram tratados por via oral com solução salina 0,9% (controle negativo), 

carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) ou a melhor dose do ácido 

rosmarínico (200 mg/kg). Decorrido 1h do tratamento, os ratos receberam 

oralmente etanol absoluto - 4 mL/kg (agente lesivo). Após 60 min, os animais 

foram eutanasiados, os estômagos retirados, abertos e fotografados. A área da 

lesão gástrica foi determinada utilizando o programa AVSoft Bioview Spectra 

4.0®. 

 

3.2.2.3.3 Avaliação da participação do óxido nítrico (NO) na 

gastroproteção  

 

 A avaliação da participação do óxido nítrico na gastroproteção mediada 

pelo ácido rosmarínico foi realizada de acordo com o modelo preconizado por 

Sikiric et al. (1997). Após jejum de 24h os ratos (n=5-7) foram distribuídos em 

seis grupos. Desses, 3 grupos receberam previamente solução salina 0,9% - 

10 mL/kg (i.p.), os outros 3 grupos receberam  N-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME) 70 mg/kg (i.p.), um agente bloqueador da enzima sintase de óxido 
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nítrico. Transcorrido 30 minutos do pré-tratamento, os animais foram tratados 

com solução salina 0,9% (controle negativo, v.o), carbenoxolona 100 mg/kg 

(controle positivo, v.o) ou a melhor dose do ácido rosmarínico (200 mg/kg, v.o). 

Após 1h do tratamento, os ratos receberam oralmente etanol absoluto - 4 

mL/kg (agente lesivo). Após 60 min, os animais foram eutanasiados, os 

estômagos retirados, abertos e fotografados. A área da lesão gástrica foi 

determinada utilizando o programa AVSoft Bioview Spectra 4.0®. 

 

3.2.2.3.4 Determinação da concentração de muco aderido à parede 

gástrica  

 

A quantificação do muco aderido à mucosa gástrica foi realizado 

conforme modelo proposto por Rafatullah et al. (1990) com modificações. Os 

ratos (n=5-8), após jejum de 24h, foram pré-tratados, por via oral,  com solução 

salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) e 

a melhor dose do ácido rosmarínico (200 mg/kg). Após 1 hora desse pré-

tratamento, os animais, previamente anestesiados com cloridrato de quetamina 

5% e de xilazina 2%, foram submetidos a um procedimento cirúrgico abaixo da 

apófise xifoide para realização da ligadura do piloro. Decorrido 4 horas, os 

animais foram eutanasiados, o esôfago foi pinçado para evitar  perdas de 

conteúdo estomacal, o estômago foi retirado e lavado em água gelada e aberto 

ao longo da grande curvatura. Em seguida, retirou-se a porção glandular do 

estômago a qual foi separada, pesada e imersa, por 2 h, em 10 mL de solução 

de alcian blue. O excesso de alcian blue foi removido por lavagem do 

estômago com 7 mL de solução sacarose 0,25 mol/L, por duas vezes 

consecutivas, sendo a primeira por 15 minutos e a segunda por 45 minutos. 

Para extração do corante, complexado ao muco aderido à parede estomacal, 

adicionou-se a preparação 10 mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L, sobre 

agitação intermitentemente por um minuto, a cada 30 min, durante 2 horas.  

Uma alíquota de 4 mL da amostra foi retirada e adicionada a uma 

solução de 4 mL de éter etílico, sob agitação por 2 min. Como resultado, 

obteve-se uma emulsão que foi centrifugada por 10 min a 3600 rpm e cujo 

sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foi realizada a leitura da 

absorbância das amostras em espectrofotômetro (modelo Multisca, marca 
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Labsystems) a 570 nm. A determinação da concentração de alcian blue foi feita 

por intercalação em uma curva padrão com várias concentrações de alcian 

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

 

3.2.2.3.5 Avaliação da participação das prostaglandinas (PGs) na 

gastroproteção 

 

A partir do modelo de Rodrigues et al. (2010) com modificações foi 

avaliada a participação das prostaglandinas na gastroproteção mediada pelo 

ácido rosmarínico. Para tanto, os ratos foram mantidos em jejum de 24 horas e 

distribuídos em grupos de animais, dos quais 3 foram pré-tratados com 

indometacina 30 mg/kg (inibidor da ciclooxigenase) e 3 grupos receberam o 

veículo (solução salina 0,9%), por via oral. Em seguida, os animais foram 

tratados oralmente com solução salina 0,9% (controle negativo), misoprostol 50 

μg/kg, um análogo das prostaglandinas (controle positivo) ou o ácido 

rosmarínico (200 mg/kg). Após 1 hora do tratamento, os animais receberam o 

agente lesivo, etanol absoluto, e 60 min após os animais foram eutanasiados 

por deslocamento cervical e tiveram seus estômagos removidos, abertos e 

fotografados. A área da lesão gástrica foi determinada utilizando o programa 

AVSoft Bioview Spectra 4.0®. 

 

3.2.2.4 Avaliação do efeito antioxidante 

3.2.2.4.1 Extração dos componentes citosólicos 

 

 Para extração dos componentes citosólicos do estômago foi retirada à 

porção glandular do estômago a partir do modelo de indução de úlcera pelo 

etanol (MORIMOTO et al., 1991) que foi adicionado ao tampão composto de 

HEPES (50 mM), KCl (1 M), MgCl2 (1 M), NaCl (5 M), EDTA (0,1 M) e NaF 

(0,1M) na proporção de 1:3 (mg de estômago: mL de tampão), obtendo-se um 

homogenato de estômago que foi homogeinizado pelo aparelho FastPrep MD© 

por 30 segundos e submetido a uma centrifugação (14000 rpm, 45 min, 4°C). 

Em seguida, foi retirado o sobrenadante (extrato citosólico) o qual foi aliquotado 

em eppendorfs para a determinação dos níveis de proteínas totais, GSH e 

citocinas. 
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3.2.2.4.2 Determinação das proteínas totais 

 

 A determinação das proteínas totais foi realizada conforme Smith et al., 

(1985). O extrato citosólico foi diluído em tampão PBS 0,1 M (pH = 7,4) na 

proporção de 1:20 (v/v) e em seguida centrifugado (12000 rpm, 4°C, 12 min). 

Na sequência 4 µL de cada amostra foi adicionado em cada poço de uma 

microplaca contendo 200 µL de ácido bicinchônico (pipetado anteriormente). 

Foi realizado também uma curva utilizando a albumina como padrão. A placa 

foi incubada a 37°C por 25 minutos e em seguida foi realizado a leitura em 

espectrofotômetro a 562 nm. Para obtenção dos valores das proteínas totais de 

cada amostra foi feita uma interpolação com a curva padrão de concentrações 

já conhecidas. 

 

3.2.2.4.3 Determinação dos níveis de GSH 

 

 A determinação dos níveis de GSH foi realizada conforme Faure; Lafond 

(1995), por meio da reação com o ácido 5,5‘-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB). O 

extrato citosólico foi diluído em tampão PBS 0,1 M (pH = 7,4) na proporção de 

1:10 (v/v) e em seguida centrifugado (12000 rpm, 4°C, 12 min). Na sequência 

100 µL de cada amostra foi adicionado em cada poço de uma microplaca 

contendo 100 µL do tampão tris/EDTA (1 mM, pipetado anteriormente), e foi 

realizada a leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda de 412 nm. 

Após essa etapa, 20 µL de DTNB foi pipetado em todos os poços, a microplaca 

foi incubada por 15 min e foi realizada a leitura a 412 nm. Foi elaborado uma 

curva padrão de L-glutationa, em que os valores de GSH obtidos pela 

interpolação dos valores com a curva padrão foram expressos como nmol de 

GSH/ mg de proteínas. 

 

3.2.2.5 Avaliação da atividade imunorreguladora 

3.2.2.5.1 Determinação das interleucinas pró-inflamatórias (TNF- e IL-1) 

e anti-inflamatórias (IL-10) 

 

 Para a avaliação da atividade imunorregulatória a partir dos estômagos 

obtidos do modelo de úlcera induzida por etanol frente as citocinas (TNF-, IL-
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1 e IL-10) o primeiro passo foi sensibilizar uma microplaca, com 96 poços e de 

fundo chato, com o anticorpo de captura de cada interleucina. Transcorrido 

18h, a placa foi lavada com tampão de lavagem, Tween 20 0,05%, por três 

vezes, bloqueada com uma solução séria bovina 1% e lavada com Tween 20 

0,05% (3x). Anteriormente foi preparado um homogenato da porção glandular 

do estômago (100 mg) em tampão fosfato salino (PBS, 600 µL) que foi 

centrifugado (4000 rpm, 10 min, 4°C), em que 100 µL do sobrenadante de cada 

amostra foi centrifugado na microplaca juntamente com a curva padrão. A  

placa foi incubada por 2h e em seguida lavada com o tampão de lavagem (3x), 

e adicionado 100 µL do anticorpo secundário biotinilado em cada poço. Com 

isso a placa foi novamente incubada por 2h e lavada (3x). A microplaca foi 

incubada com estreptavidina por 20 minutos e lavada (3x), após isso foi 

adicionado o substrato para revelação (Kit DuoSet© – R&D Sustems Catalog – 

DY999) e a placa foi novamente incubada por 20 minutos, quando a reação foi 

interrompida adicionando 50 µL de uma solução de parada em cada poço. A 

leitura da placa foi feita em um espectofotômetro no comprimento de 450 nm, 

sendo os valores desconhecidos obtidos pela interpolação com a curva-padrão 

e expressos em pg de interleucina/mL.  

 

3.2.3 Análise estatística  

 

Para os resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda foi 

realizado o teste ―t‖ de Student não pareado. Já para os resultados 

farmacológicos obtidos em ensaios de indução aguda de úlcera gástrica foi 

utilizada a análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do pós-teste 

(Dunnett e/ou Tukey). Todos os resultados foram expressos como média ± 

desvio padrão (d.p.) da média ou ± erro padrão (e.p.m.) (apenas os 

doseamentos) e o nível de significância mínimo foi de p˂0,05. 

Os resultados foram analisados por meio do software, GraphPad Prism 

5.0, San Diego, CA, EUA. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Ensaio toxicológico pré-clínico agudo do ácido rosmarínico 

 

 Após análise dos dados foi observado que os animais tratados com o 

ácido rosmarínico nas doses de 300 e 2000 mg/kg (v.o) não apresentaram 

nenhuma alteração comportamental quando comparada ao grupo controle 

negativo (solução salina 0,9%).  

Durante a estimativa da DL50 não foi verificado  nenhuma morte no 

primeiro grupo de animais tratados com o ácido rosmarínico (300 mg/kg), logo 

a administração foi repetida com a mesma  dose e mais uma vez nenhuma 

morte foi constatada. Em seguida, foi observado que em um outro grupo de 

animais tratado com o ácido rosmarínico 2000 mg/kg, v.o, não foi observada 

nenhuma morte, porém, ao repetir o tratamento com outros animais nessa 

mesma dose foi verificada a morte de um camundongo. Com isso foi possível 

constatar que a DL50 do ácido rosmarínico é aproximadamente 2500 mg/kg 

(categoria 5 do guia 425 da OECD) , o que se configura baixa toxicidade 

conforme demonstrado na figura 10.  

 
Figura 10. Determinação da DL50 do ácido rosmarínico (adaptado do guia nº 423 da 
OECD 
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Quando foi avaliado o peso relativo dos órgãos, o peso corporal, 

consumo de água e ração não foram observadas alterações nos grupos 

tratados com o ácido rosmarínico nas doses de 300 e 2000 mg/kg quando 

comparado ao grupo controle negativo (solução salina 0,9%) (Tabela 1).  

 

Tabela 2. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico na evolução ponderal, 

índice dos órgãos, consumo de água e de ração em camundongos fêmeas, após 14 

dias 

Parâmetros Tratamentos 

Evolução 

ponderal 

(g) 

Solução 

salina 0,9% 

Ácido 

rosmarínico (300 

mg/kg) 

Ácido rosmarínico (2000 

mg/kg) 

Inicial 26 ± 1,2 27 ± 1,5 30 ± 6,1 

Final 30 ± 1,5 28 ± 3,3 30 ± 1,0 

Índice dos órgãos (mg/g) 

Fígado 59 ± 3,4 59  ± 6,8 61 ± 5,6 

Coração 5,0 ± 0,6 5,0 ± 0,4 6,1 ± 1,9 

Rins 12 ± 1,3 12 ± 1,5 13 ± 1,7 

Baço 7,5 ± 0,6 7,4 ± 3,0 9  ± 1,9 

Consumo de água (mL) 

 45 ± 11,0 43 ± 6,1 46 ± 6,2 

Consumo de ração (g) 

 38 ± 12,0 38 ± 8,3 48 ± 12,0 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. (n=5-6). Teste ―t‖ de Student não-pareado: 
comparado com solução salina 0,9% (controle negativo). Para avaliação dos órgãos, os valores 
foram expressos como índice dos órgãos que corresponde a divisão do peso dos órgãos (mg) 
pelo peso dos animais (g). 
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4.2 Avaliação da atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico 

4.2.1 Triagem farmacológica do ácido rosmarínico em modelo de indução 

aguda de úlcera pelo etanol acidificado 

 

 De acordo com os dados analisados, foi observado que o ácido 

rosmarínico (25, 50, 100 e 200 mg/kg) e a carbenoxolona (100 mg/kg) 

reduziram de forma significativa o Índice de Lesão Ulcerativo (ILU) em 42, 42, 

40, 66 e 42% respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Tabela 

2). 

 

Tabela 2. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona em 
úlceras gástricas induzidas por etanol acidificado em camundongos  

Tratamentos 
 

Dose 
(mg/kg) 

ILU Inibição (%) 

 
Solução salina 0,9% 
 

 
- 

 
232 ± 24 

 
- 

Carbenoxolona 100 135 ± 21*** 
 

42 

Ácido rosmarínico 25 135 ± 21*** 
 

42 

 50 138 ± 19*** 
 

42 

 100 130 ± 21*** 
 

40 

 200 80 ± 20*** 
 

66 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 
via (ANOVA): F(5,31)=32,77 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, comparado com o grupo 
controle (Solução salina 0,9%) (n= 5-7). ILU= Índice de Lesão Ulcerativo. 

 

4.2.2 Úlceras gástricas induzidas por etanol 

 

Os resultados obtidos para o modelo de indução de úlcera gástrica por 

etanol, em ratos, mostraram que o ácido rosmarínico nas doses de  50, 100 e 

200 mg/kg e a carbenoxolona (100 mg/kg) reduziram de forma significativa a 

área de lesão ulcerativa (ALU) em 52, 68, 96 e 93%, respectivamente, quando 

comparado com o grupo controle (solução salina 0,9%). A partir desse modelo 

foi possível selecionar a melhor dose (200 mg/kg), considerando a diferença 

estatística existente com as demais doses. Os resultados encontram-se 

expressos no gráfico 1 e ilustrados na figura 11. 
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Gráfico 1. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona em 

úlceras gástricas induzidas por etanol em ratos 

T r a ta m e n to s

A
L

U
 (

m
m

²
)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

S o lu ç ã o  s a lin a  0 ,9 %

C a rb e n o x o lo n a  1 0 0  m g /K g

Á c id o  ro s m a r ín ic o  5 0  m g /k g

Á c id o  ro s m a r ín ic o  1 0 0 m g /kg

Á c id o  ro s m a r ín ic o  2 0 0 m g /kg

Á c id o  ro s m a rín ic o  2 5  m g /k g

9 3 %

***

2 %

5 2 %

***
6 8 %

***

9 6 %

***

p < 0 ,0 1

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 
via (ANOVA): F(5,35)= 65,11 seguido do teste de Dunnett ou Tukey. ***p<0,001, comparado com 
o grupo controle negativo (Solução salina 0,9%) (n= 5-7). ALU= Área de Lesão Ulcerativa. 

 
Figura 11. Estômagos de ratos pré-tratados (v.o) com solução salina 0,9% (A), 
carbenoxolona 100 mg/kg (B), ácido rosmarínico (25 mg/kg) (C), ácido rosmarínico (50 
mg/kg) (D), ácido rosmarínico (100 mg/kg) (E), ácido rosmarínico (200 mg/kg) (F) no 
modelo de etanol 

 

4.2.3 Análise histológica 

 

 O estudo histológico dos estômagos pertencentes ao grupo normal 

(animais que não receberam etanol) demonstraram estrutura histológica normal 

com superfície epitelial, camada submucosa e muscular intactas (Figura 12.A). 

As fossetas gástricas e as glândulas gástricas na região do istmo se mostraram 

bem preservadas, com produção de muco protetor (seta vermelha) pelas 
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células de revestimento superficial e pelas células mucosas do colo (Figuras 

13.A e 14.A). 

Os animais pertencentes ao grupo salina 0,9% (controle negativo) 

apresentaram na mucosa lesões ulcerativas no epitélio com perda de células 

epiteliais (seta preta), exsudato inflamatório, tecido necrótico do tipo fibrinoide 

(estrela vermelha), espessamento e vascularização da muscular da mucosa, 

edema na submucosa, tecido fibroso com pouco infiltrado inflamatório (seta 

branca) (Figura 12.B). Além disso, apresentou perda de células epiteliais  (seta 

preta) nas fossetas gástricas e glândulas gástricas na região do istmo, células 

em necrose e diminuição da produção de muco pelas células de revestimento 

superficial e pelas células mucosas do colo (Figuras 13.B e 14.B), e enquanto o 

grupo que recebeu carbenoxolona a 100 mg/kg não apresentou modificações 

histológicas, com preservação da camada de muco (seta vermelha) (Figuras 

12.C, 13.C e 14.C). 

 O tratamento com ácido rosmarínico (200 mg/kg) preservou algumas 

áreas da estrutura da mucosa, quando comparada a ação lesiva do grupo 

controle negativo. Porém, ainda apresentou áreas com esfoliação celular, 

exsudato inflamatório (seta branca), espessamento e vascularização da 

muscular da mucosa, edema da submucosa e tecido fibroso com pouco 

infiltrado inflamatório (Figura 12.D). O ácido rosmarínico não preservou as 

células epiteliais da mucosa nem as glândulas gástricas na região do istmo e 

não manteve a produção de muco por parte das células epiteliais de 

revestimento e pelas células mucosas do colo (Figuras 13.D e 14.D). 
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histológicos de tecido gástrico de ratos corados 

com HE em modelo de úlcera induzida por etanol. A. grupo normal, B. solução salina 

0,9% (controle negativo), C. carbenoxolona 100 mg/kg, D. ácido rosmarínico (200 

mg/kg). Aumento 40x 

Figura 13. Fotomicrografias de cortes histológicos de tecido gástrico de ratos corados 

com PAS em modelo de úlcera induzida por etanol. A. grupo normal, B. solução salina 

0,9% (controle negativo), C. carbenoxolona 100 mg/kg, D. ácido rosmarínico (200 

mg/kg). Aumento 10x 
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Figura 14. Fotomicrografias de cortes histológicos de tecido gástrico de ratos corados 

com PAS em modelo de úlcera induzida por etanol. A. grupo normal, B. solução salina 

0,9% (controle negativo), C. carbenoxolona (100 mg/kg), D. ácido rosmarínico (200 

mg/kg). Aumento 40x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4 Úlceras gástricas induzidas por anti-inflamatório não-esteroidal 

 

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo de úlcera induzida 

por anti-inflamatório não-esteroidal (piroxicam), em que os camundongos 

receberam por via ácido rosmarínico nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg 

oral ou cimetidina (100 mg/kg), demonstraram uma inibição significativa do ILU 

em  36, 39, 49, 67 e 29% respectivamente, quando comparados ao grupo 

controle negativo (solução salina 0,9%) (Tabela 3).  
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Tabela 3. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e cimetidina em úlceras 

gástricas induzidas por anti-inflamatório não-esteroidal em camundongos 

 
Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 

via (ANOVA): F(5,29)= 43,40 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, comparado com o grupo 

controle (solução salina 0,9%) (n= 5-7). ILU= Índice de Lesão Ulcerativo. 

4.2.5 Úlceras gástricas induzidas por estresse (imobilização e frio) 

 

Os resultados obtidos no modelo de úlcera induzida por estresse  

(imobilização e frio), em camundongos, mostrou que o ácido rosmarínico nas 

doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg e a cimetidina  (100 mg/kg)  reduziram 

significativamente as lesões ulcerativas em 39, 41, 69, 71 e 40%, 

respectivamente, quando comparados com o grupo controle negativo, como 

expresso na tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos 
 

Dose (mg/kg) ILU Inibição (%) 

 
Solução salina 0,9% 
 

 
- 

 
195 ± 12,0 

 
- 

Cimetidina 100 139 ± 19*** 
 

29 

Ácido rosmarínico 25 124 ± 20*** 
 

36 

 50 119 ± 12*** 
 

39 

 100 100 ± 19*** 
 

49 

 200 64 ± 20*** 
 

67 
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Tabela 4. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e cimetidina em úlceras 

gástricas induzidas por estresse em camundongos 

Tratamentos 
 

Dose 
(mg/kg) 

ILU Inibição (%) 

 
Solução salina 0,9% 
 

 
- 

 
250 ± 47 

 
- 

Cimetidina 100 150 ± 22*** 
 

40 

Ácido rosmarínico 25 152 ± 32*** 
 

39 

 50 149 ± 28*** 
 

41 

 100 78 ± 15*** 
 

69 

 200 72 ± 10*** 
 

71 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 

via (ANOVA): F(5,31)= 30,62 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, comparado com o grupo 

controle (Solução salina 0,9%) (n= 5-7). ILU= Índice de Lesão Ulcerativo. 

 

4.2.6 Úlceras gástricas induzidas por contensão do suco gástrico 

 

 No modelo de úlcera induzido por contensão do suco gástrico em ratos, 

o ácido rosmarínico (200 mg/kg) e a cimetidina (100 mg/kg) quando 

administrado por via oral ou por via intraduodenal inibiu significativamente o 

ILU em 51 e 38%, 31 e 43%, respectivamente, quando comparado aos seus 

respectivos controles. Esses resultados estão expressos na tabela 5. 
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Tabela 5. Efeito do tratamento com ácido rosmarínico (via oral e intraduodenal) e 

cimetidina em úlceras gástricas induzidas por ligadura do piloro em ratos 

Tratamentos 
 

Via de  
Administração 

Dose 
(mg/kg) 

ILU Inibição 
(%) 

Solução 
salina 0,9% 
 

Oral - 208 ± 29 - 

Cimetidina Oral 100 103 ± 18*** 
 

51 

Ácido 
rosmarínico 
 

Oral 200 130 ± 11*** 
 

38 

Solução 
salina 0,9% 
 

Intraduodenal - 219 ± 21 
 

- 

Cimetidina Intraduodenal 100 151 ± 26### 

 
31 

Ácido 
rosmarínico 

Intraduodenal 200 124 ± 19### 

 
43 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 

via (ANOVA): F(2,17)= 0,9337 (v.o.) F(2,16)= 0,2160 (i.d.) seguido do pós teste de Dunnett: 

***p<0,001, comparado com o grupo controle (salina 0,9%) via oral e 
###

p<0,001 comparado 

com o grupo controle (Solução salina 0,9%) via intraduodenal, (n= 7-8). ILU= Índice de Lesão 

Ulcerativo. 

 

4.3 Mecanismos de ação envolvidos no efeito gastroprotetor do ácido 

rosmarínico 

  

 Na perspectiva de elucidar os mecanismos de ação envolvidos na 

atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico foram avaliados os mecanismos 

antissecretórios (parâmetros bioquímicos), mecanismos citoprotetores 

(participação dos grupamentos sulfidrila, do óxido nítrico, do muco aderido a 

mucosa e de prostaglandinas), mecanismos antioxidante (por meio do 

dosagem dos níveis de GSH) e imunorregulatório (dosagem de TNF-, IL-1 e 

IL-10) dessa substância no tecido gástrico. 

 

4.3.1 Avaliação dos parâmetros bioquímicos do suco gástrico após 

ligadura do piloro (i.d./v.o.)  

 

A partir do modelo de ligadura do piloro, foi avaliado os parâmetros 

bioquímicos do suco gástrico: volume, pH e concentrações de H+, após a 
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Tratamentos 
 

Via de  
administração 

Dose 
(mg/kg) 

pH [H+]  
(mEq/mL/4)  

Volume 
(mL) 

Solução 
salina 0.9% 

 

Oral - 3,3 ± 0,3 11 ± 1,6 1,1 ± 0,2  

Cimetidina Oral 100 6,8 ± 0,6*** 
 

3 ± 0,6*** 
 

0,5 ± 0,2*** 

Ácido 
rosmarínico 

 

Oral 200 2,9 ± 0,3 
 

11,3 ± 1,5 
 

1,5 ± 0,4 

Solução 
salina 0,9% 

 

Intraduodenal - 3,2 ± 0,3 
 

13,1 ± 2 
 

1,1 ± 0,3 
 

Cimetidina Intraduodenal 100 5,6 ± 1,6### 

 
5,5 ± 1,8### 

 
 0,6 ± 0,2## 

Ácido 
rosmarínico 

Intraduodenal 200 3,3 ± 0,3 
 

13,6 ± 2,5 
 

1,0 ± 0,4 

administração (v.o ou i.d) solução salina 0,9%, ácido rosmarínico (200 mg/kg) 

ou cimetidina (100 mg/kg). Nos dois tipos de administração o ácido rosmarínico 

não alterou os parâmetros bioquímicos quando comparado ao grupo controle 

negativo. A cimetidina, no entanto, reduziu o volume gástrico e a secreção de 

íons H+ e aumentou o pH quando comparada ao controle negativo. Esses 

resultados estão expressos na tabela 6. 

 

 Tabela 6. Efeito da administração oral e intraduodenal do ácido rosmarínico e 

cimetidina nos parâmetros bioquímicos do suco gástrico após ligadura do piloro 

Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 
via (ANOVA): F(2,20)= 0,03551 (v.o.) F(2,22)= 1,204 (i.d.) seguido do teste de Dunnett: *p<0,05 
***p<0,001, comparado com o grupo controle (Solução salina 0,9%) via oral e 

###
p<0,001 

##
p<0,01 comparado com o grupo controle (Solução salina 0,9%) via intraduodenal, (n= 7-8). 

 

4.3.2 Avaliação dos grupamentos sulfidrila (SH) na atividade 

gastroprotetora do ácido rosmarínico 

 

 De acordo com os dados analisados no modelo em que se avaliou a 

participação dos grupamentos sulfidrila na gastroproteção foi possível observar 

que nos grupos previamente tratados com solução salina 0,9% (i.p) e  ácido 

rosmarínico (200 mg/kg) (v.o) ou carbenoxolona (100 mg/kg) demonstraram 

uma redução significativa da ALU, em 99 e 98%, respectivamente, quando 

comparadas ao grupo controle. 

 Entretanto, quando os grupos foram pré-tratados com NEM 10 mg/kg 

(i.p.) e tratados com salina 0,9%, ácido rosmarínico (200 mg/kg) (v.o.)  ou 
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carbenoxolona (100 mg/kg) apresentaram uma exacerbação da ALU e, 

portanto uma redução da gastroproteção que passaram a apresentar um 

percentual de inibição de 25 e 68%, respectivamente quando comparados ao 

controle negativo, conforme encontra-se representado no Gráfico 2 e ilustrado 

na figura 15.  

 

Gráfico 2. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona após 

pré-tratamento com salina e NEM (i.p.) em úlcera gástrica induzida por etanol absoluto 

em ratos 
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Á c id o  R o s m a rín ic o  2 0 0

m g /kg

S a lin a  0 ,9 %  +  N E M

C a rb e n o x o lo n a  1 0 0  m g /k g  +

N EM

Á c id o  ro s m a rín ic o  2 0 0  m g /k g

+  N E M
9 8 %

***

99%

* * *

6 8 %

# # #

2 5 %

# # #

p < 0 ,001

p < 0 ,001

p < 0 ,001

S a lina  0 ,9% NEM

Os resultados foram expressos como média ± d.p. (n=6-8). Foi utilizada a análise de variância 
de uma via (ANOVA): F(2,14) = 8,584/F(2,15) = 1,740 seguido do pós teste de Dunnett: ***p<0,001 
comparados a salina 0,9%; 

###
p<0,001 comparados a salina 0,9% + NEM. A comparação entre 

os grupos não bloqueados e bloqueados foi feita pelo teste de Tukey e estão expressos nas 
barras horizontais acima de cada grupo. A porcentagem indica a proteção em relação ao 
respectivo controle 
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Figura 15. Estômagos de ratos pré-tratados com solução salina 0,9% e tratados com 

solução salina 0,9% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), ácido rosmarínico 200 mg/kg 

(C) ou pré-tratados com NEM e tratados com solução salina 0,9% (D), carbenoxolona 

100 mg/kg (E) e ácido rosmarínico 200 mg/kg (F) no modelo de úlceras induzidas por 

etanol para avaliação da participação dos grupamentos sulfidrila 

 

4.3.3 Avaliação da participação do óxido nítrico (NO) na atividade 

gastroprotetora do ácido rosmarínico induzida por etanol absoluto 

 

De acordo com os dados obtidos a partir da avaliação da participação do 

óxido nítrico na gastroproteção produzida pelo ácido rosmarínico foi observado 

que os animais pré-tratados com solução salina 0,9% (i.p) e posteriormente 

tratados com carbenoxolona (100 mg/kg) ou ácido rosmarínico (200 mg/kg) 

(v.o) demonstraram uma redução da ALU, em 98 e 99%, respectivamente, 

quando comparadas ao grupo controle. 

Os grupos pré-tratados com o L-NAME (70 mg/kg, v.o) e tratados com 

carbenoxolona (100 mg/kg) ou ácido rosmarínico (200 mg/kg) reduziu o ALU 

em 72 e 97%, respectivamente  quando comparado ao grupo controle negativo, 

conservando o efeito gastroprotetor, como pode ser observado no gráfico 3 e 

ilustrado na figura 16. 
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D E F 

A C B 

Gráfico 3. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona após 

pré-tratamento com solução salina 0,9% e L-NAME (i.p.) na úlcera gástrica induzida 

por etanol absoluto em ratos 
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Os resultados foram expressos como média ± d.p. (n=5-7). Foi utilizada a análise de variância 
de uma via (ANOVA): F(2,14) = 8,584/F(5,29) = 2,814 seguido do pós teste de Dunnett: ***p<0,001 
comparados a salina 0,9%; 

###
p<0,001 comparados a salina 0,9% + L-NAME. A comparação 

entre os grupos não bloqueados e bloqueados foi feita pelo teste de Tukey e estão expressos 
nas barras horizontais acima de cada grupo. A porcentagem indica a proteção em relação ao 
respectivo controle negativo. 
 
 
Figura 16. Estômagos de ratos pré-tratados com solução salina 0,9% e tratados com 
solução salina 0,9% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), ácido rosmarínico 200 mg/kg 
(C) ou pré-tratados com L-NAME e tratados com solução salina 0,9% (D), 
carbenoxolona 100 mg/kg (E) e ácido rosmarínico 200 mg/kg (F) no modelo de úlceras 
induzidas por etanol para avaliação da participação do óxido nítrico 
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4.3.4 Determinação da concentração de muco aderido à mucosa gástrica 
 

 Conforme os resultados obtidos a partir do modelo em que se avalia a 

participação do muco na gastroproteção induzida pelo ácido rosmarínico, tendo 

como parâmetro a concentração de alcian blue ligado ao muco aderido a 

porção glandular do estômago foi observado que o ácido rosmarínico na dose 

de 200 mg/kg (40  9)  não altera a concentração de muco ligado a mucosa 

quando comparado ao grupo controle negativo (47  4). Entretanto, a 

carbenoxolona, como esperado, aumentou de maneira significativa a 

concentração de muco, quando comparado ao grupo controle negativo. Esses 

resultados estão melhor expressos no gráfico 4. 

 

Gráfico 4. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona sobre a 

concentração de muco aderida a mucosa gástrica após ligadura do piloro em ratos 
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Os resultados estão expressos como média ± d.p. Foi utilizada a análise de variância de uma 
via (ANOVA): F(2,19) = 0,3390 (n=6-8), seguido do pós teste de Dunnett: ***p<0,001 comparado 
ao controle negativo (Solução salina 0,9 %). 
 

4.3.5 Avaliação da participação das prostaglandinas na atividade 

gastroprotetora do ácido rosmarínico induzida por etanol absoluto 

 

Segundo os dados obtidos a partir da avaliação da participação das 

prostaglandinas na gastroproteção produzida pelo ácido rosmarínico foi 
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observado que os animais pré-tratados com solução salina 0,9% (i.p) e 

posteriormente tratados com ácido rosmarínico (200 mg/kg) ou misoprostol (50 

µg/kg) (v.o) demonstraram uma redução da ALU, em 93 e 87%, 

respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. 

Os grupos pré-tratados com o indometacina (30 mg/kg, v.o) e tratados 

com com ácido rosmarínico (200 mg/kg) ou misoprostol (50 µg/kg) (v.o) 

reduziram o ALU em 94 e 79%, respectivamente  quando comparado ao grupo 

controle negativo, mantendo o efeito gastroprotetor, como pode ser observado 

no gráfico 5 e ilustrado na figura 17. 

 

 

Gráfico 5. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e misoprostol após pré-

tratamento com solução salina 0,9% e indometacina (v.o), na úlcera gástrica induzida 

por etanol absoluto em ratos 
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Os resultados foram expressos como média ± d.p. (n=5-7). Foi utilizada a análise de variância 

de uma via (ANOVA): F(2,15) = 7,236/F(5,17) = 5,853 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 

comparados a salina 0,9%; 
###

p<0,001 comparados a salina 0,9% + Indometacina. A 

comparação entre os grupos não bloqueados e bloqueados foi feita pelo teste de Tukey. A 

porcentagem indica a proteção em relação ao respectivo controle negativo. 
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Figura 17. Estômagos de ratos pré-tratados com solução salina 0,9% e tratados com 

solução salina 0,9% (A), misoprostol  µg/kg (B), ácido rosmarínico 200 mg/kg (C) ou 

pré-tratados com Indometacina e tratados com solução salina 0,9% (D), misoprostol  

µg/kg (E) e ácido rosmarínico 200 mg/kg (F) no modelo de úlceras induzidas por etanol 

para avaliação da participação das prostaglandinas 

 

4.4 Avaliação do efeito antioxidante 

4.4.1 Determinação dos níveis de GSH 

 

 A partir do modelo de úlcera induzido por etanol e partindo-se do 

homogenato dos estômagos foi determinado o nível de GSH nos animais pré-

tratados com salina 0,9%, carbenoxolona (100 mg/kg) ou ácido rosmarínico 

(200 mg/kg). Os resultados obtidos demonstraram que a carbenoxolona e o 

ácido rosmarínico aumentaram os níveis de GSH em 7  0,6 e 6  0,04, 

respectivamente quando comparado ao grupo controle negativo (4  0,3). 

Quando o grupo controle negativo foi comparado ao grupo normal (5  0,3) foi 

também observada uma diferença significativa. Esses resultados encontram-se 

expressos no gráfico 6. 
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Gráfico 6. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona após 

pré-tratamento com solução salina 0,9% e ácido rosmarínico (v.o) sobre os níveis de 

GSH, na úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos     
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Os resultados foram expressos como média ± d.p. (n=5-7). Foi utilizada a análise de variância 

de uma via (ANOVA): F(3,21) = 1,829 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, *p<0,05  

comparados a salina 0,9%.  

 
4.5 Avaliação da atividade imunorreguladora 

4.5.1 Determinação das interleucinas pró-inflamatórias (TNF- e IL-1) e 

anti-inflamatórias (IL-10) 

 
 A partir do modelo de úlcera induzida por etanol absoluto (MORIMOTO 

et al., 1991), os níveis de interleucinas foi determinado em  homogenato de 

estômagos de animais pré-tratados com solução salina 0,9%, carbenoxolona 

100 mg/kg ou ácido rosmarínico 200 mg/kg. Os resultados obtidos 

demonstraram que o ácido rosmarínico e a carbenoxolona reduziram os níveis 

de TNF- em  1505  109 e 702  53, respectivamente quando comparada ao 

controle negativo (1856  77), bem como houve diferença estatística entre o 

grupo normal (997  78) e o controle negativo (gráfico 7A). O ácido rosmarínico 

e a carbenoxolona também reduziram os níveis de IL-1 em 1835  24 e 1078 

 98, respectivamente quando comparada ao grupo salina 0,9% (2072  61). 

Além disso, foi observada diferença entre o grupo controle negativo e o grupo 

normal (2072  62)(Gráfico 7B).  

Quando se analisa o tratamento com ácido rosmarínico (200 mg/kg) ou 

carbenoxolona (100 mg/kg) frente os níveis de IL-10 é possível observar que 

ocorreu um aumento significativo em 156  10 e 161  12, respectivamente, 



74 

 

quando comparado ao grupo salina 0,9% (80  12). Entretanto ao comparar 

com o grupo normal (163  7) foi observado que o tratamento com a droga 

teste manteve os níveis basais de IL-10 (Gráfico 7C). 

 

Gráfico 7. Efeito da administração oral do ácido rosmarínico e carbenoxolona sobre os 

níveis de TNF- (A), IL-1 (B) e IL-10 (C) em estômagos submetidos ao modelo de 

úlcera por etanol 
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Os resultados estão expressos como média ± e.p.m. Foi utilizada a análise de variância de uma 
via (ANOVA): F(3,21) = 0,8989 (A), F(3,20) = 1,419, F(3,22) = 0,8770 (n=6-8), seguido do teste de 
Dunnett: ***p<0,001, *p<0,1 comparado ao controle negativo (Solução salina 0,9 %). 
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5. DISCUSSÃO 

 

O perfil de morbidades existente nos dias atuais e que se configuram 

como agravo a saúde pública tem demandado a descoberta de novas 

possibilidades terapêuticas que apresentem maior eficácia, seja de fácil acesso 

e que tenha menos efeitos colaterais. Para isso se faz necessário a 

investigação e o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de novas 

fontes terapêuticas a exemplo dos produtos naturais (SIDDIQUI et al., 2014). A 

obtenção de novas substâncias pode ser feito a partir do isolamento de 

constituintes obtidos de produtos naturais, em especial das plantas medicinais 

ou da síntese química a partir do composto isolado (CRAGG; NEWMAN, 2013; 

MELNIK; STOGER, 2013).  

 A síntese de produtos naturais tem proporcionado grandes avanços na 

química orgânica, bem como tem permitido a descoberta de novas rotas 

sintéticas para obtenção de substâncias em quantidades suficientes para 

realização de estudos biológicos (HOFFMAN, 2013). Portanto, a síntese de 

produtos naturais é uma área promissora no que se refere ao isolamento e 

caracterização de novos alvos moleculares, disponibilidade de novos reagentes 

e drogas e de novas tecnologias que podem contribuir de fato para o 

desenvolvimento promissor de estudos pré-clínicos e clínicos de novos 

medicamentos (FREEMANTLE, 2004; MICKEL et al., 2004; CRAGG; 

NEWMAN, 2013) 

Os produtos naturais sempre desempenharam um importante papel na 

saúde humana. No início do século XX, cerca de 80% dos medicamentos 

sintéticos foram obtidos de fonte vegetal, entre 1994-2007 metade das drogas 

aprovadas foram baseadas em um produto natural (BUTLER, 2008; HARVEY, 

2008; SIDDIQUI et al., 2014). Eles representam um grande reservatório de 

diversidade química, sendo utilizados atualmente como agentes anti-

inflamatórios, cardioprotetores, hipoglicemiantes, hipolipemiantes, antivirais, 

imunomoduladores e frente os distúrbios gastrintestinais, a exemplo da úlcera 

péptica (SIDDIQUI et al., 2014). 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários, comuns na 

natureza, que variam entre estruturas simples com um anel aromático a 

substâncias poliméricas altamente complexas (SUMBUL et al., 2011).  
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Estudos tem mostrado a contribuição de polifenóis para a prevenção de 

doenças cardiovasculares, cancro, osteoporose, doenças neurodegenerativas 

e prevenção da úlcera péptica (SUMBUL et al., 2011), a exemplo do ácido 

gálico, ácido cinâmico (NANJUNDAIAH; ANNAIAH; DHARMESH, 2011), 

quercetina (HU et al., 2015) e ácido clorogênico (SHIMOYAMA et al., 2013).  

Além disso, plantas que contém o ácido rosmarínico como um de seus 

metabólitos secundários também tem apresentado esse efeito, como Buddleja 

scordioides Kunth (DIAZ-RIVAS et al., 2014), Rosmarinus officinalis L 

(AMARAL et al., 2013) e Mentha arvensis Linn (LONDONKAR; PONDDAR, 

2009).  Entretanto, nenhum estudo realizado com esta substância isolada foi 

encontrado frente a atividade gastroprotetora e antiulcerogênica, o que motivou 

a sua escolha para o desenvolvimento desse trabalho. 

A úlcera péptica é uma doença que acomete uma parcela significativa da 

população mundial e apresenta múltiplas etiologias, sendo definida como uma 

descontinuidade da mucosa gástrica que pode se estender até a camada 

muscular da mucosa (LI et al., 2014). É causada por um desequilíbrio entre 

fatores agressores (físicos, químicos e biológicos) e mecanismos protetores da 

mucosa gástrica (LI et al., 2014). 

 Dessa forma, o presente trabalho foi realizado na perspectiva de 

investigar a toxicidade aguda e a atividade gastroprotetora do ácido 

rosmarínico que mimetiza a úlcera no homem.  

O desenvolvimento de um fármaco envolve estudos não clínicos e 

clínicos para assegurar sua eficácia terapêutica. Para a determinação da 

segurança de um produto natural visando o seu uso em humanos, esse deve 

passar por estudos para avaliação de sua toxicidade (OLIVEIRA et al., 2014).  

Os estudos de toxicidade são realizados na primeira fase não clínica, 

uma vez que compostos com elevados níveis de toxicidade não podem ser 

utilizados como medicamentos em humanos (OLIVEIRA et al., 2014). Assim, a 

toxicidade aguda é um dos testes não clínicos realizados que investiga o 

pontencial de letalidade de uma dada substância ou a presença de sinais 

tóxicos, o que auxilia na seleção das doses para estudos posteriores 

(VALADARES, 200; UKWUANI et al., 2012). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) dispõe sobre a 

utilização de métodos alternativos para a obtenção de uma estimativa da dose 
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letal. Para isso se utiliza como referência o guia 423 da OECD guideline 

(Organisation for Economic Cooperation and Development) para testes 

químicos, na perspectiva de avaliar a toxicidade aguda e genotoxicidade de um 

dado composto. Para isso ele utiliza 3 animais de um só sexo (geralmente 

feminino, por geralmente serem mais sensíveis) por etapa. Dependendo da 

mortalidade e/ou estado do animal, 2-4 etapas serão necessárias para 

determinar a toxicidade aguda de uma dada substância (OECD, 2001). 

Tendo como base o protocolo da OECD (2001) foi avaliada a toxicidade 

aguda do ácido rosmarínico. Neste experimento não foi observado nenhuma 

morte entre os animais tratados com 300 mg/kg da substância teste. No 

entanto, nos animais tratados com 2000 mg/kg da droga teste apenas um 

animal foi a óbito. Portanto, a DL50 (Dose Letal 50%) do ácido rosmarínico está 

enquadrada na categoria 5 de acordo com o Sistema de Classificação 

Harmonizado Global (GSH) que é de aproximadamente 2500 mg/kg de acordo 

com OECD 423. 

Assim, os ensaios toxicológicos foram acompanhados de estudo 

comportamental preconizado por Almeida et al. (1999). Esse estudo tem por 

finalidade verificar alterações em nível de SNC e SNA, pela observação e 

registro de sinais ou alterações de comportamento apresentados pelos 

animais, presença de morte, após serem tratados por via oral, com o ácido 

rosmarínico na dose de 300 mg/kg. Essa substância não promoveu alterações 

comportamentais dentro dos parâmetros comportamentais avaliados. 

O aumento ou diminuição do peso corporal do animal pode indicar 

importantes mudanças fisiológicas, como alterações no fígado ou hormonal, ou 

falhas na absorção de proteínas, aminoácidos e outros (ANTONELLI-

USHIROBIRA et al., 2010). Durante o período do experimento (14 dias) os 

animais que permanecem vivos não podem perder mais de 10% do peso 

corpóreo inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). O ácido rosmarínico não 

apresentou alterações nesse parâmetro.  

O consumo alimentar é um parâmetro importante no estudo da 

segurança de um produto com finalidade terapêutica (IVERSEN; 

NICOLAYSEN, 2003). O ácido rosmarínico também não alterou o consumo de 

água e ração, nas condições avaliadas. 
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Uma maneira de investigar se um órgão foi submetido a um dano é 

calculando a razão órgão/peso, sendo o peso relativo dos órgãos um sinal mais 

indicativo de toxicidade do que o peso absoluto (DEMMA et al., 2006). Nesta 

perspectiva, o índice dos órgãos foi avaliado após o ensaio de toxicidade 

aguda e foi observado que o ácido rosmarínico não causou mudança 

significativa nesse parâmetro. Além disso, não foram observadas alterações 

macroscópicas para os animais tratados com o ácido rosmarínico. Dessa 

forma, considerando os parâmetros avaliados para o ácido rosmarínico é 

possível inferir que se trata de uma substância de baixa toxicidade. 

Estudos realizados com substâncias fenólicas como o resveratrol 

(WILLIAMS et al., 2009) e o ácido gálico (RAJALKSHMI; DEVARAI; DEVARAI, 

2001) também apresentaram baixa toxicidade nas condições avaliadas, o que 

corrobora com os resultados obtidos para o ácido rosmarínico. 

Considerando que a DL50 é de 2500 mg/kg, o que representa baixa 

toxicidade, e o que preconiza Souza Brito (1991) em que extratos brutos e 

derivados devem ser testados em estudos farmacológicos até a dose de 1000 

mg/kg, e considerando outros estudos farmacológicos já realizados com o 

ácido rosmarínico foram selecionados as doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg 

para seguimento dos próximos estudos farmacológicos (ROCHA et al., 2014; 

ZHANG et al., 2015). O próximo passo foi avaliar o efeito gastroprotetor do 

ácido rosmarínico em modelos de indução aguda de úlcera gástrica. 

 Inicialmente foi realizado uma triagem farmacológica frente a atividade 

gastroprotetora utilizando como agente lesivo o etanol acidificado (HCl/etanol). 

Nesse modelo, o etanol/HCl promove um efeito tóxico direto sobre o epitélio, 

causando danos severos a mucosa gástrica (ALRASHDI et al., 2012). Este 

modelo é inespecífico pois envolve tanto mecanismo antissecretório (ARISAWA 

et al., 2006; FERREIRA et al., 2008), citoprotetor (SUZUKI, et al., 2012) e 

antioxidante (SZABO, 1987; SANNOMIYA et al., 2005).  

 No modelo de úlcera induzido por HCl/etanol o ácido rosmarínico inibiu 

significativamente as lesões ulcerativas quando comparado ao grupo controle 

negativo, sugerindo que o composto avaliado apresenta atividade 

gastroprotetora. Estudos realizados com o extrato metanólico da Alchornea 

glandulosa  (CALVO et al., 2007) e extrato de Byrsonima crassa (SANNOMIYA 

et al., 2005), ambos ricos em compostos fenólicos demonstraram efeito 



81 

 

gastroprotetor no modelo em estudo, corroborando com os resultados obtidos 

para o ácido rosmarínico, o que permitiu a continuidade do trabalho, utilizando 

outros protocolos de indução aguda de úlcera.  

 O modelo de úlcera gástrica induzido por etanol em rato é muito 

utilizado, por ser reprodutível e refletir uma similar relação entre a ingesta de 

álcool e o desenvolvimento de úlceras pépticas (RAO et al., 2004; ROZZA et. 

al, 2013). Além disso, a partir desse modelo é possível a realização de análise 

histológica, determinação dos níveis de GSH, dos níveis de citocinas e 

norteamento da melhor dose a ser utilizada.  

A administração oral do etanol absoluto é nociva para o estômago por 

afetar topicamente a mucosa gástrica, levando ao rompimento da barreira de 

proteção e a danos microvasculares em poucos minutos após a administração 

(KONTUREK et al., 1998; MOLEIRO et al., 2009). 

 O etanol desencadeia lesões hemorrágicas, edema submucoso, 

infiltração de células inflamatórias e perda de células epiteliais no estômago 

(MARHUENDA et al., 1993; ALRASHDI et al., 2012). A patogênese do dano 

gástrico causado pelo etanol ocorre de forma direta, mediado pela 

degranulação de mastócitos e inibição da produção de prostaglandinas e muco 

(PARK et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005) e de forma indireta que resulta 

na peroxidação lipídica, produção de radicais livres, liberação de citocinas e no 

estresse oxidativo (ALQASOUMI et al., 2009; SUZUKI, et al., 2012). 

 Nesse modelo o ácido rosmarínico reduziu de forma significativa as 

lesões induzidas pelo etanol inferindo que esta substância apresenta efeito  

gastroprotetor sobre a mucosa gástrica nas doses avaliadas. Estudos 

envolvendo, outros polifenois, a exemplo do ácido elágico (BESERRA et al., 

2011), quercetina (KAHRAMAN et al., 2003) e eugenol (SANTIN et al., 2011), 

exercem efeitos semelhantes corroborando assim com esses resultados.  

 O desenvolvimento e a extensão da lesão gástrica depende da natureza 

e concentração do agente agressor. Abrange ruptura da camada de muco-

fosfolipídeo-bicarbonato, esfoliação da superfície epitelial, lesões nas células 

endoteliais microvasculares, danos vasculares, infiltrado inflamatório, edema e 

necrose na mucosa (TARNAWASKI; AHLUWALIA, 2013). Histologicamente, a 

úlcera gástrica é caracterizada por uma margem constituída pela borda 
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adjacente intacta que delimita a área de lesão apresentando o tecido 

necrosado (TARNAWASKI, 2010).  

 Na análise morfológica do tecido lesado por etanol e corado com 

hematoxilina e eosina, foi observado que os animais tratados com o ácido 

rosmarínico apresentaram uma redução nas lesões ulcerativas no epitélio 

gástrico, edema e exsudato inflamatório quando comparado ao grupo controle 

negativo (solução salina 0,9%), ratificando os resultados encontrados na 

análise macroscópica das lesões pela determinação da ALU. Resultados 

semelhantes foram encontrados para os compostos fenólicos diomina (ARAB 

et al., 2015) e resveratrol (SOLMAZ et al. 2009), o que corrobora com os 

resultados encontrados para o ácido rosmarínico. 

 Além disso, cortes da porção glandular dos estômagos obtidos a partir 

do modelo de úlcera induzida por etanol foram corados com PAS, com o 

objetivo de verificar a presença ou ausência de muco no interior das glândulas 

da mucosa gástrica na porção ulcerada (MCMANUS, 1964; NORDIN et L., 

2014). Porém, não foi evidenciado secreção de mucopolissacarídeos no interior 

dessas glândulas na mucosa da região ulcerada dos animais tratados com o 

ácido rosmarínico. Esses resultados corroboram com o modelo de 

determinação de muco aderido a mucosa gástrica em que também não houve 

aumento na produção de muco. 

A próxima etapa desse trabalho foi investigar o efeito do modelo de 

úlcera induzida por estresse por imobilização e frio em camundongos. Esse 

modelo mimetiza lesões agudas gástricas que podem aparecer na mucosa do 

estômago como consequência de trauma, cirurgia, sepse ou estilo de vida 

estressante (KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; TARGOSZ  et al., 

2012), podendo se encontrar de forma difusa, na parede da mucosa do 

estômago, esôfago e intestino (JIA et al., 2007).  

O estresse promove a ativação do sistema nervoso autônomo simpático 

(SNAS) e parassimpático (SNAP). A ativação do SNAS promove liberação de 

noradrenalina, a qual ativa receptores 1, induzindo vasoconstricção arteriolar, 

redução do fluxo sanguíneo, hipóxia local, isquemia e geração de espécies 

reativas de oxigênio que promovem peroxidação lipídica e redução dos níveis 

de glutationa (BANDYOPADHYAY, 1999). A estimulação parassimpática, leva 

a liberação de acetilcolina, que atua aumentando a motilidade gástrica e a 
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secreção ácida (ROBERT et al., 1989; LEVENSTEIN, 1998; SYAM et al.; 2009; 

MORSY, 2011). O aumento da secreção ácida e a diminuição da produção de 

muco e bicarbonato promovem aumento dos níveis de peróxido de hidrogênio 

que inibe a síntese de prostaglandina no estômago (BAGCHI et al., 1999; 

ALQASOUMI et al., 2009). 

 Dentre os modelos de indução de úlcera por estresse, destaca-se o 

modelo de imobilização e frio, muito utilizado por apresentar resultados 

reprodutíveis e relevância clínica (SENAY; LEVINE, 1967; JIA et al., 2007).  

O frio induz um aumento na produção de TRH por ativação do nervo 

vago, que por sua vez promove a liberação do hormônio estimulante da tireoide 

(TSH).  O TSH aumenta a secreção ácida e induz a produção excessiva de 

radicais livres (NIIDAH; TAKEUCHI; OSABE, 1991; TANAKA et al., 2007). Além 

disso, a hipotermia reduz a produção e secreção de muco mediada pela 

histamina, promove hipóxia, aumento da motilidade gástrica e degranulação de 

mastócitos (TAKEUCHI et al., 1999;  HIRUMA-LIMA et al., 2006; FILARETOVA 

et. al, 2007; RAO; VERMA, 2008). 

Desta forma, o sistema neuro-imuno-endócrino está envolvido na 

formação de úlceras induzidas por estresse em animais. O estímulo do SNA 

ativa o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e o estímulo do sistema 

termogênico do cérebro, esses modulam o sistema imune, desencadeando 

uma resposta inflamatória (TANAKA et al., 2007; FILARETOVA et., 2007). 

No protocolo de úlcera gástrica induzida por estresse por imobilização e 

frio, o ácido rosmarínico reduziu de forma significativa as lesões ulcerativas 

sugerindo uma atividade gastroprotetora que poderá está relacionada a 

mecanismos antissecretório, já que o estresse induz aumento da secreção 

ácida e diminuição da secreção de muco e bicarbonato; mecanismo 

antioxidante, pois a imobilização e o  frio induzem geração de ERO;  e/ou 

citoprotetora, em virtude do modelo reduzir a produção de prostaglandina 

(ALQASOUMI et al., 2009).  

Estudos realizados com outros  polifenóis, como as protocianidinas 

(vitamina C e E) (OHTA et al., 2010) e o ácido elágico (MURAKAMI et al., 

1991), apresentaram efeito gastroprotetor semelhante no modelo de úlcera 

induzida pelo estresse, o que corroboram com esses resultados. 
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Diante dos resultados, o próximo passo da pesquisa foi avaliar o efeito 

do ácido rosmarínico em modelo de indução de úlcera gástrica por anti-

inflamatório não esteroidal, utilizando como droga padrão o piroxicam (30 

mg/kg). 

Os AINEs são os agentes farmacológicos mais utilizados no tratamento 

da dor, inflamação e febre, porém, parte dos indivíduos que fazem uso desses 

medicamentos desenvolvem úlceras pépticas (SEVERI et al., 2009), de 

maneira particular, pacientes idosos e com comorbidades, que fazem uso 

contínuo desses medicamentos (NAJM, 2011).  

Os AINEs apresentam uma ação tóxica local, pois ligam-se 

quimicamente a camada de células da mucosa gástrica, promovendo 

desestabilização dos fosfolipídeos de membrana, aumento da permeabilidade, 

fluidez e  formação de poros, o que leva a retrodifusão dos íons H+ sobre o 

epitélio gástrico, com consequente dano gástrico a partir de processos de 

apoptose e necrose (SHOEN; VENDER, 1989; WALLACE, 2008; SOSTRES et 

al., 2010).  

Em nível sistêmico os AINEs inibem as COXs, e portanto, a produção de 

prostaglandinas, o que compromete a produção de muco, bicarbonato e a 

regulação da secreção ácida. Como as COXs estão inibidas, o ácido 

araquidônico passa a ser substrato de outras enzimas, as lipo-oxigenases, que 

induzem a produção de LTB4 o qual promove quimiotaxia de neutrófilos 

(SHIMOYAMA et al., 2013). Esses por sua vez, levam ao aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio e radicais livres, como o peróxido de 

hidrogênio que ativa o fator nuclear kappa B (NF-B) que induz a liberação de 

mediadores inflamatórios como o TNF- (CHATTOPADHYAY et al., 2006; 

WALLACE, 2008; BESERRA et al., 2011; SUSUKI et al., 2012). 

.Além disso, a inibição da COX-1 desencadeia complicações 

hemorrágicas, por reduzir os níveis de tromboxano (WALLACE, 2008). 

Enquanto, a inibição da COX-2 interfere na angiogênese e proliferação de 

células, o que promove um retardo no processo de cicatrização e restauração 

da integridade da mucosa (KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; 

SOSTRES et al., 2010).  

Os AINEs também induzem danos a mucosa gástrica por meio de 

mecanismos independentes da inibição das COXs, a exemplo da inibição do 
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óxido nítrico (NO), sulfeto de hidrogênio (H2S) e das poliaminas (putrescina, 

espermidina e espermina), que juntamente com as prostaglandinas (PGE2 e 

PGI2) mantém a integridade da mucosa e auxiliam no processo de 

reconstituição do tecido lesionado  (OH et al., 2006; WALLACE, 2003; 

SAUNDERS et al., 2008). 

Nesse contexto, no modelo de úlcera induzido pelo piroxicam (AINE), o 

ácido rosmarínico reduziu significativamente as lesões ulcerativas nas doses 

avaliadas, sugerindo que a atividade gastroprotetora promovida por ele pode 

estar relacionado a mecanismos citoprotetores e/ou antioxidantes. O ácido 

clorogênico (SHIMOYAMA et al., 2013), ácido elágico (BESERRA et al., 2011) 

e o eugenol (MORSY; FOUAD, 2008) são polifenóis que, no estudo 

relacionado, também apresentaram efeito gastroprotetor nesse modelo. 

Na sequência a próxima etapa foi avaliar o efeito gastroprotetor sobre a 

mucosa gástrica após contensão do suco gástrico. Para isso foi utilizada a 

dose de 200 mg/kg do ácido rosmarínico, considerando que a partir desse 

modelo além do ILU, serão determinados parâmetros bioquímicos para inferir 

ou não a participação de mecanismos antissecretórios. 

O modelo de úlcera induzida por ligadura de piloro mimetiza as 

principais queixas mencionadas na clínica referentes a transtornos gástricos, a 

exemplo da dispepsia, constipação crônica, gastrite e ulceração. Devido a 

baixa motilidade gástrica a secreção ácida permanece por mais tempo no 

estômago (BANSAL; GOEAL, 2012) o que leva a uma autodigestão da mucosa 

gástrica e resulta em ruptura da barreira da mucosa gástrica e formação de 

lesões ulcerativas no estômago (SHAY et al., 1945; GHARATE; KASTURE, 

2013). Além disso, a ligadura de piloro estimula os mecanorreceptores na 

mucosa antral gástrica que ativam o reflexo vago-vagal, e consequentemente 

leva a ativação das vias colinérgicas, histaminérgicas e gastrinérgicas, 

aumentando a secreção ácida gástrica por meio de maior ativação da H+/K+-

ATPase (BAGGIO; RIECK; MARQUES, 2003; ALQASOUMI et al., 2009; 

SCHUBERT, 2014). Assim, por meio desse modelo é possível observar 

alterações dos parâmetros bioquímicos relativos à secreção gástrica (FREITAS 

et al., 2011). 

A ligadura do piloro altera a resistência da mucosa gástrica, os níveis de 

prostaglandina, citocinas, reduz as concentrações de GSH, o que ocasiona a 
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peroxidação lipídica (SINGH et al., 2008; MUTHURAMAN; SOOD, 2010). Além 

disso, é também observado o aumento dos níveis de Ca2+
 e isso possibilita a 

geração de radicais livres, que aumentam os níveis de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), a atividade da mieloperoxidase (MPO) e reduz os 

níveis de GSH (LUTNICKI et al., 2006; MUTHURAMAN; SOOD, 2010). 

Nesse modelo, o ácido rosmarínico, quando administrado por via oral ou 

por via intraduodenal (200 mg/kg) reduziu significativamente o ILU, quando 

comparado ao grupo controle negativo (solução salina 0,9%), o que pode 

segerir que o ácido rosmarínico apresenta tanto atividade local como sistêmica. 

Resultados semelhantes foi encontrado em estudos desenvolvidos com 

flavonoides glicosídeos obtidos do extrato acetônico da Oroxylum indicum Vent. 

quando administrados por via oral (BABU et al., 2010) e  extrato aquoso das 

sementes de Coriandrum sativum L., rico em polifenóis, quando administrado 

intraduodenalmente (AL-MOFLEH et al., 2006). 

A partir dos resultados obtidos nos diferentes modelos experimentais 

avaliados e do efeito gastroprotetor promissor do ácido rosmarínico, o próximo 

passo foi eluciar os prováveis mecanismos de ação envolvidos nessa 

gastroproteção. 

Desse modo, o próximo passo foi avaliar a atividade antissecretória 

gástrica, a partir da avaliação de parâmetros bioquímicos (pH, concentração de 

íons H+ e volume do suco gástrico), obtidos a partir do modelo de úlceras 

induzidas por ligadura do piloro, pelas vias intraduodenal e oral. 

De acordo com os resultados, o ácido rosmarínico não alterou os 

parâmetros bioquímicos (como pH, concentração de íons H+ e volume do suco 

gástrico) determinados a partir do conteúdo gástrico, quando comparado ao 

grupo controle (solução salina 0,9%). Com isso é possível inferir que a 

atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico nas condições avaliadas não 

está relacionada a atividade antissecretória. Corroboram com esses dados, 

estudos realizados com o eugenol (SANTIN et al., 2010) e ácido clorogênico 

(SHIMOYAMA et al., 2013) administrados intraduonenalmente e com o extrato 

fenólico da Malus domestica Borkh que não altera a secreção gástrica quando 

administrada por via oral (D‘ARGÊNIO et al., 2008). 

Considerando que o efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico parece 

não está relacionado ao efeito antissecretório ou neutralizante, o próximo 
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passo foi investigar a participação do mecanismo citoprotetor. Nessa 

perspectiva se investigou a participação de grupamentos sulfidrila, do óxido 

nítrico, muco e prostaglandina na gastroproteção 

Os compostos não proteícos sulfidrílicos (NP-SH) endógenos auxiliam 

na manutenção da integridade da barreira de muco, a partir da formação de 

pontes dissulfeto entre suas subunidades. O NP-SH reduz a solubilidade do 

muco, conferindo uma maior estabilidade do mesmo (AVILA et al., 1996; 

ROZZA et al., 2013). Além disso, o NP-SH, principalmente o GSH, controla a 

cascata inflamatória de citocinas, promove a desintoxicação e excreção de 

ROS produzida por agentes agressores como etanol, indometacina e estresse, 

tendo assim um importante papel na manutenção da integridade gástrica 

(NAGY et al., 2007; BESERRA et al., 2011). Quando ocorre um desbalanço 

entre os fatores defensivos e agressivos da mucosa, devido a presença de 

agente lesivos, ocorre a redução da concentração de compostos NP-SH, em 

especial da GSH, um dos principais tióis existentes na mucosa gástrica com 

consequente aumento dos danos a mucosa (SZABO; VATTAY, 1990; 

FERREIRA et al., 2008). 

 No modelo de úlcera induzido por etanol absoluto, na ausência e na 

presença de N-Etilmaleimida (NEM), um bloqueador dos compostos sulfídrilas  

foi observado que na presença do NEM ocorreu a redução do efeito 

gastroprotetor do ácido rosmarínico em comparação ao efeito dessa substância 

na ausência desse bloqueador. Isso sugere que existe a participação dos 

grupamentos sulfidrila nesse efeito gastroprotetor. Santin e colaboradores 

(2011) demosntraram que a gastroproteção do polifenol eugenol também 

envolve a participação dos grupamentos sulfidrilas em úlcera induzida por 

etanol. 

 O óxido nítrico é uma molécula implicada nos mecanismos que 

controlam a integridade do epitélio gástrico, por regular o fluxo sanguíneo 

gástrico a partir da vasodilatação dos vasos (CALVO et al., 2007). É sintetizado 

a partir da conversão da L-arginina em L-citrulina, pela ação da enzima sintase 

do óxido nítrico (NOS) (NISHIO et al., 2006; ROVERE-QUERINI; CLEMENTI; 

BRUNELLI, 2014). O NO está envolvido na motilidade gastrintestinal, atua 

como agente citoprotetor estimulando a secreção de muco gástrico, como anti-

inflamatório e está envolvido nos efeitos protetores das prostaglandinas na 
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mucosa (CHELO et al., 1998; BRZOZOWSKI et al., 2008; SOBHIAN et al., 

2011). 

 O NO sintetizado pela cNOS está envolvido na gastroproteção, sendo 

relacionado a defesa e reparo tecidual, enquanto o produzido pela iNOS está 

relacionado a mecanismos pró-ulcerogênicos (NISHIO et al., 2006; ROVERE-

QUERINI; CLEMENTI; BRUNELLI, 2014). 

O aumento nos níveis de NO reduz a produção de radicais livres, assim 

na presença de agentes lesivos como o etanol, o dano é menor, pois o NO 

protege a mucosa da ação dos radicais livres (KOCHAR et al., 2011). 

 No modelo de úlcera induzido por etanol em ratos, na presença do L-N-

G-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME, inibidor da enzima NOS) foi observado 

que não ocorreu alteração do efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico na 

presença do L-NAME quando comparado ao grupo sem L-NAME. Com isso é 

possível inferir que o óxido nítrico não está envolvido na gastroproteção 

promovido pelo ácido rosmarínico. Estudo realizado por Santin e colaboradores 

(2011) demonstrou que o eugenol apresenta um comportamento semelhante 

ao ácido rosmarínico. 

 O muco faz parte da primeira linha de defesa da mucosa gástrica,  forma 

uma barreira semelhante a um gel contínuo que reveste toda a mucosa 

gástrica, mantendo um pH de 6-7 sobre a superfície da mucosa em meio ao 

lúmen gástrico ácido (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; RAMSAY; AARON, 2011). 

O muco tem como principais caracterícticas a viscosidade e aderência, que 

impedem a retrodifusão dos íons H+ e promove a neutralização desses íons 

(MARTINS et al., 2014; ZACARIA et al., 2014). Além disso, a quantidade ou a 

espessura da camada de muco que recobre a camada epitelial influencia na 

gastroproteção (KERSS; ALLEN; GARNER, 1982; PENISSI; PIEZZI, 1999). 

O muco atua como agente antioxidante protegendo a mucosa gástrica 

dos danos mediados pelas ERO (ARAWWAWALA; ARAMBEWELA; 

RATNASOORIYA, 2014), além de impedir a autodigestão do tecido pela 

pepsina (SILEN, 1993; RAMSAY; AARON, 2011). Ele funciona também como 

uma barreira para as bactérias não deixando que as mesmas atinjam o epitélio 

e age como lumbrificante durante o peristaltismo, diminuindo os possíveis 

danos mecânicos (MARTINS et al., 2014). 
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 A produção e liberação de muco é estimulada pelo sistema colinérgico, 

por intermédio das prostaglandinas citoprotetoras, por hormônios 

gastrintestinais (gastrina e secretina) e pelo NO que aumenta a concentração 

de mucina quando a GMPc é ativada (RAMSAY; CARR, 2011; MORSY et al., 

2012). 

 No experimento realizado com o ácido rosmarínico em modelo de 

quantificação de muco foi observado que ele não produziu o aumento da 

produção de muco quando comparado ao controle negativo. Enquanto, a 

carbenoxolona (controle positivo) induziu o aumento de muco, comportamento 

já esperado por seu efeito gastroprotetor. Assim, a ação gastroprotetora do 

ácido rosmarínico não está relacionado ao aumento da produção de muco, um 

fator relacionado a citoproteção da mucosa gástrica. Corroboram com esse 

resultado os obtidos por Beserra e colaboradores (2011) para o ácido elágico, 

que também não induziu a produção de muco.  

A manutenção da homeostase da mucosa gástrica depende da geração 

contínua de prostaglandina E2 (PGE2) e prostaciclina (PGI2) (VERA-ARZAVE et 

al., 2012). Estas PGs protegem o epitélio gástrico aumentando a secreção de 

muco e bicarbonato, reduzindo a migração de leucócitos, mantendo o fluxo 

sanguíneo para a mucosa e aumentando a resistência das células epiteliais 

promovendo a defesa da integridade gástrica (WALLACE, 2008, BESERRA et 

al., 2011).  A inibição das COXs pelos AINEs leva ao aumento da secreção 

ácida, desregulação na resposta inflamatória, recrutamento e adesão endotelial 

dos neutrófilos e ao estresse oxidativo (WALLACE, 2008). 

Para avaliar a participação das prostaglandinas no efeito gastroprotetor 

do ácido rosmarínico, foi realizado o modelo de úlcera induzido por etanol em 

ratos pré-tratados com indometacina (v.o), um inibidor não seletivo da COX. No 

grupo pré-tratado com solução salina foi observado uma redução do ALU pelo 

ácido rosmarínico. Entretanto, no grupo pré-tratado com indometacina, o efeito 

gastroprotetor foi mantido o que sugere que a gastroproteção produzida pelo 

ácido rosmarínico não envolve a participação das prostaglandinas. Resultados 

semelhantes foram encontrados para outros compostos fenólicos, ácido elágico 

(BESERRA et al., 2011) e o ácido clorogênico (SHIMOYAMA et al., 2013). 
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A próxima etapa foi avaliar se a atividade gastroprotetora está 

relacionada a mecanismos antioxidantes a partir do homogenato de tecido 

gástrico obtido também do modelo de úlcera induzido por etanol. 

Os radicais livres podem ser obtidos de fontes internas e externas, 

sendo sua produção excessiva a causa de diversas doenças, a exemplo da 

úlcera gástrica (LOBO et al., 2010). 

 No TGI, processos irritantes e inflamatórios, resultantes da ação de 

agentes lesivos como o etanol sobre a mucosa gástrica, tendem a gerar EROs 

como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila (KINJO, 

2008; SUZUKI et al., 2012). 

Para se estabilizarem os radicais livres necessitam doar ou receber 

elétrons de outras moléculas, a exemplo dos lipídeos, ácidos nucleicos e 

proteínas o que resulta em dano celular (PHAM-HUY, HE; PHAM-HUY, 2008; 

LOBO et al., 2010). Contudo, o organismo possui um sistema de defesa 

antioxidante que se subdivide em enzimático e não enzimático (BURTON et al., 

2010). 

Dentro do sistema não enzimático está a glutationa reduzida (GSH). A 

GSH é um peptídeo que contém grupamentos tióis e se constitui como a 

principal linha de defesa celular contra danos oxidativos (ROSS, 1988; 

SOLMAZ et al., 2009). Em uma situação de estresse oxidativo, o GSH  sofre a 

ação da glutationa peroxidase durante a eliminação do H2O2 e a quantidade de 

GSH intracelular é rapidamente reduzida (YOUSUF et al., 2009; SOLMAZ et 

al., 2009).  

No doseamento dos níveis de GSH em homogenato de estômago de 

animais tratados com o ácido rosmarínico em modelo de úlcera induzida por 

etanol, foi verificado o aumento significativo dos níveis da glutationa reduzida 

quando comparado ao controle negativo. Esse resultado está em concordância 

aos resultados obtidos na avaliação dos grupamentos sulfidrila. Portanto, esses 

resultados sugerem que a atividade gastroprotetora do ácido rosmarínico está 

relacionada ao seu efeito antioxidante. Estudos com os polifenóis curcumina 

(SWARNAKAR et al., 2005), resveratrol (SOLMAZ et al., 2009) e ácido 

clorogênico (SHIMOYAMA et al., 2013) apresentaram resultados semelhantes 

ao ácido rosmarínico. 

 



91 

 

Além da atividade antioxidante também foi avaliado a ativadade 

imunoregulatória do ácido rosmarínico a partir da dosagem de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1 e TNF-) e anti-inflamatória (IL-10) a partir de estômagos 

obtidos do modelo de úlcera induzida por etanol. 

 Durante o processo inflamatório, leucócitos, células endoteliais e 

macrófagos são ativados e passam a produzir e liberar citocinas pró-

inflamatórias, a exemplo da IL-1, IL-6 e TNF- e citocinas anti-inflamatórias, 

como a IL-10. Essas células também produzem enzimas pró-inflamatórias, a 

iNOS e COX, que são responsáveis por aumentar os níveis de NO e PGE2, 

respectivamente (OCAÑA-FUENTES et al., 2010). 

 A IL-1 é secretado e circula sistematicamente, sendo produzida por 

monócitos e macrófagos, e atuam na amplificação da mensagem de dano para 

outras partes do corpo e outras células que não são capazes de reconhecer a 

presença do agente lesivo, na ativação da imunidade inata e como uma ponte 

entre a resposta inata e adaptativa (DINARELLO, 1996; SIMS; SMITH, 2010).  

O TNF- é uma potente citocina pró-inflamatória que possui um papel 

importante em diversos eventos celulares como proliferação, diferenciação e 

apoptose (TRACEY; CERAMI, 1993; MOON et al. 2009).          

A IL-1 e o TNF- no dano gástrico aumentam a permeabilidade 

vascular, o recrutamento de neurófilos e aumento da geração de ERO  

(KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; KWIECIEN; KONTUREK; 

SLIWOWSKI, 2012; TARGOSZ et al., 2012). 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que regula e reprime a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias em respostas imunológicas inatas e 

adaptativas. Essa citocina promove diversos mecanismos de defesa 

especialmente nas células epiteliais para limitar o dano pela infecção viral e 

bacteriana. Facilita o processo de cicatrização de injúrias causadas por 

infecção e inflamação, reprime respostas pró-inflamatórias e limita a ruptura do 

tecido causado pela inflamação (OUYANG et al., 2011). 

   No modelo de úlcera induzida por etanol, a dosagem de citocinas a 

partir do doseamento do homogenato de estômago demonstrou uma redução 

dos níveis de IL-1 e TNF- quando comparado ao grupo controle negativo 

(solução salina 0,9%) e aumento dos níveis da IL-10 quando comparada ao 
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grupo controle negativo. Entretanto, esse aumento se dá para os níveis basais, 

demonstrando que o ácido rosmarínico apresenta efeito anti-inflamatório no 

estômago durante a úlcera gástrica. Outros compostos fenólicos também 

apresentam efeito anti-inflamatório na mucosa ulcerada, a exemplo do ácido 

elágico (BESERRA et al., 2011) que também reduz os níveis de TNF- e IL-1 

no modelo avaliado. Enquanto, o infuso da Buddleja scordioides, rico em 

compostos fenólicos, mantém os níveis de IL-10 (DÍAZ-RIVAS et al., 2015), 

corroborando com os resultados obtidos para o ácido rosmarínico. 

 Com base nos resultados obtidos, foi possível constatar que o ácido 

rosmarínico apresenta um promissor efeito gastroprotetor, relacionado a 

mecanismos antioxidantes e imunorregulatórios, nas condições avaliadas. No 

entanto, se faz necessário investigar novos mecanismos de ação envolvidos 

nessa gastroproteção. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 Com base na análise dos resultados obtidos a partir da avaliação do 

efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico de indução aguda de úlcera é 

possível concluir que: 

 

 O ácido rosmarínico possui baixa toxicidade aguda pré-clínica nas 

condições e parâmetros avaliados; 

 O ácido rosmarínico apresenta atividade gastroprotetora frente a 

modelos de indução aguda de úlcera por agentes lesivos clássicos; 

 O efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico não envolve mecanismos 

antissecretórios; 

 O efeito citoprotetor do ácido rosmarínico envolve a participação dos 

compostos sulfidrílicos; 

 A atividade gastroprotetora exercida pelo ácido rosmarínico não envolve 

a paticipação do óxido nítrico, muco e de prostaglandinas; 

 Que o efeito gastroprotetor do ácido rosmarínico está relacionado a 

mecanismos antioxidantes e imunorregulatórios. 
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Figura 18. Representação esquemática dos resultados obtivos a partir da 

avaliação da toxicidade aguda e do efeito gastroprotetor do ácido 

rosmarínico em modelos animais 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Tendo como base a baixa toxicidade e a atividade gastroprotetora do 

ácido rosmarínico se faz necessário um estudo de continuidade dessa 

substância, como segue abaixo: 

 

 Realizar estudo de toxicidade com doses repetidas; 

 Investigar por meio do modelo crônico de indução de úlceras por ácido 

acético o efeito cicatrizante do ácido rosmarínico, bem como avaliar os 

fatores envolvidos no processo de cicatrização da úlcera, a partir da 

análise histológica, imunohistoquímica e contagem de células totais das 

amostras do estômago;  

 Avaliar por meio do modelo de isquemia e reperfusão o mecanismo 

antioxidante envolvido na gastroproteção do ácido rosmarínico, através 

da determinação do malondialdeído (MDA) e da atividade das enzimas 

superóxido dismutase, catalase e óxido nítrico sintase;  

 Investigar em modelo de úlcera duodenal induzida por cisteamina o 

efeito antiulcerogênico e análise histológica do ácido rosmarínico;  

 Avaliar em processo inflamatório intestinal induzido por 

trinitrobenzenosulfônico (TNBS) na fase aguda e crônica com recidiva 

em ratos o efeito do ácido rosmarínico, além de realizar os ensaios 

bioquímicos: Determinação do malondialdeído (MDA); dosagem de 

GSH; atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase e óxido 

nítrico sintase;  

 Avaliar as amostras do cólon provenientes do modelo de retocolite 

ulcerativa, por meio da análise histológica e imunohistoquímica;  

 Realizar os modelos de esvaziamento gástrico, trânsito intestinal e 

diarreia para avaliar o efeito do ácido rosmarínico na motilidade 

gastrintestinal.  
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ANEXO I 
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ANEXO II 

 
ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

Quantificação dos efeitos 
(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, (++) efeito intenso 

 0 min 15 min 30 min 60 min 4 h 

1 – SNC      
a – Estimulante      
Hiperatividade      
Irritabilidade      
Agressividade      
Tremores      
Convulsões      
Piloereção      
Movimento intenso das vibrissas      
Outras_____________________      
b – Depressora      
Hipnose      
Ptose      
Sedação      
Anestesia      
Ataxia      
Reflexo do endireitamento      
Catatonia      
Analgesia      
Resposta ao toque diminuído      
Perda do reflexo corneal      
Perda do reflexo auricular      
c – Outros comportamentos      
Ambulação      
Bocejo excessivo      
Limpeza      
Levantar      
Escalar      
Vocalizar      
Sacudir a cabeça      
Contorções abdominais      
Abdução das patas do trem 
posterior 

     

Pedalar      
Estereotipia      
2 - SN AUTÔNOMO      
Diarréia      
Constipação      
Defecação aumentada      
Respiração forçada      
Lacrimejamento      
Micção      
Salivação      
Cianose      
Tônus muscular      
Força para agarrar      
3 – MORTE      

Observações 
complementares.:_____________________________________________________ 
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