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RESUMO

Croton rhamnifolioides Pax e Hoffman € uma planta da familia Euphorbiaceae conhecida
popularmente como “quebra-faca”, sendo utilizada na medicina popular para inflamagdes,
hipertensdo e Ulceras. O presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade
gastroprotetora e antimicrobiana do Oleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides
(OEC). Ulceras gastricas atingem milhdes de pessoas em todo mundo e o tratamento n&o tem
apresentado resposta clinicamente satisfatoria. Um dos fatores comuns neste processo
patoldgico e que aumentam 0s danos a mucosa gastrica é a presenca da Helicobacter pylori
Na infeccdo géastrica causada por Helicobacter pylori os casos de reinfeccdo e a resisténcia
aos antibidticos comumente utilizados sdo comuns. O o6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo e os constituintes foram identificados através da cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM). Destacaram-se como compostos majoritarios
0 espatulenol (22,46%) e o 1,8-cineol (18,32%). A atividade antimicrobiana do OEC foi
investigada pelo teste de microdiluicdo. Os resultados mostraram MIC de 128 pg/mL para
bactérias e MIC de 64 pug/mL para os fungos testados. O OEC demonstrou efeito modulador
significativo em associacdo com a gentamicina e oxacilina frente a Escherichia coli e em
associacdo com oxacilina e gentamicina frente a Staphylococus aureus. O OEC também
potencializou o efeito do antifungico nistatina frente a linhagem de Candida tropicalis. A
Dose Letal Média (DLsg) do OEC administrado por via oral, que revelou ser maior que
2000mg/Kg, pode ser considerada de baixa toxicidade. O OEC inibiu significativamente as
lesbes nos trés modelos classicos de inducdo de lesdo gastrica (etanol aps, etanol acidificado e
indometacina. O teste de barreira demonstrou que a atividade gastroprotetora do OEC
acontece por via sisttmica. O estudo para elucidar o mecanismo envolvido na gastroprotecao
demonstrou o envolvimento dos receptores opioides, dos canais de potassio ATP-dependentes
e do oxido nitrico. Os resultados obtidos neste estudo s&o relevantes e fornecem evidéncias
para uma futura utilizagdo de Croton rhamnifolioides como recurso terapéutico.

Palavras-chave: Croton rhamnifolioides. Atividade Gastroprotetora. Mecanismo de acao.
Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

Croton rhamnifolioides Pax and Hoffm is a plant from the Euphorbiaceae family popularly
known as "Quebra faca” (free translation) being employed in folk medicine for inflammation,
hypertension and ulcers. The present study aimed to investigate the gastroprotective and
antimicrobial activity of the essential oil from Croton rhamnifolioides (OEC) leaves. Stomach
ulcers affect millions of people worldwide and the clinical treatment has not shown a
satisfactory response. One of the common factors in this pathological process that increases
the damage to the gastric mucosa is the presence of Helicobacter pylori. In gastric infection
caused by Helicobacter pylori, reinfection cases and cases of resistance to commonly used
antibiotics are very common. The essential oil was obtained by hydrodistillation and the
constituents were identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC /
MS). Major compounds that stood out were spathulenol (22.46%) and 1,8-cineole (18.32%).
The antimicrobial activity of the OEC was investigated by microdilution test. The results
showed MIC of 128 mg / ml for bacteria and the MIC of 64 mg / mL for the fungi tested. The
OEC demonstrated significant modulatory effect in combination with gentamicin and
oxacillin against Escherichia coli and in combination with gentamicin and oxacillin against
Staphylococcus aureus. The OEC has also potentiated the antifungal effect of nystatin against
the strain of Candida tropicalis. The median lethal dose (LD50) of OEC orally administered
was found to be larger than 2000mg/kg and it may be considered of low toxicity. The CSG
significantly inhibited the injuries from classical models of induced gastric lesion (abs
ethanol, acidified ethanol and indomethacin). Barrier test showed that the gastroprotective
activity of OEC occurs systemically. The study to clarify the mechanism involved in
gastroprotection demonstrated the involvement of opioid receptors, the ATP-dependent
potassium and nitric oxide channels. The results obtained in this study are relevant and
provide evidence for future use of Croton rhamnifolioides as a therapeutic resource.

Keywords: Croton rhamnifolioides. Gastroprotective activity. Mechanism of action.
Antimicrobial Activity.
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APRESENTACAO

O presente trabalho teve como objetivos principais determinar perfil quimico, avaliar
atividade gastroprotetora e vias envolvidas e, estimar a atividade antimicrobiana e
modulatéria da resisténcia microbiana do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides
utilizando ensaios in vivo e in vitro.

Diante dos objetivos propostos, esta dissertacdo foi organizada em cinco tdpicos:
introducao, objetivos, materiais e métodos, resultados, discussao e conclusao.

O topico Introducdo descreve a importancia das plantas medicinais na recuperacao da
salde, bem como a importancia da Familia Euphorbiaceae e um dos seus maiores géneros, o
género Croton. Sdo descritos a anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal, a fisiologia da
secrecdo gastrica, os fatores através dos quais a mucosa gastrica se protege e as lesbes
provocadas na mucosa quando esses fatores protetores sdo insuficientes para conter as injdrias
provocadas por diversos agentes agressores. Também estd descrita neste topico a necessidade
de se encontrar produtos naturais com atividades antiulcerogénica e antimicrobiana que
possam servir de alternativas para o tratamento das Ulceras gastricas.

O segundo tdpico descreve os objetivos geral e especificos. Este trabalho avalia o
perfil da composicdo quimica, sua toxicidade através da determinacdo da dose letal média e o
potencial terapéutico do dleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides (OEC) para as
propriedades antiulcerogénica e qual o mecanismo envolvido nesta atividade, avaliar a
atividade antimicrobiana e moduladora de antimicrobianos.

O terceiro tdpico trata-se dos Materiais e Métodos utilizados para que os objetivos do
trabalho fossem alcancados, comecando com uma breve explicagdo da area escolhida para
estudo. Foram descritos o local da coleta do material e a obtencéo do 6leo essencial utilizando
o sistema de hidrodestilacdo tipo Clevenger. Em relacdo a composicdo quimica, a mesma foi
realizada através da Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas € 0s ensaios
microbioldgicos foram realizados através dos testes de microdiluicdo. S&o descritos também a
realizacdo dos testes in vivo, bem como a utilizacdo dos animais nos experimentos e 0s
aspectos éticos que envolvem esta pesquisa.

O quarto topico descreve os resultados da pesquisa: composi¢do quimica do 6leo
essencial de Croton rhamnifolioides (OEC), DLsy (Dose letal Média), os resultados da
atividade antimicrobiana, da atividade antiulcerogénica frente aos modelos classicos de

indugdo de lesdo géstrica, teste de barreira e mecanismos responsaveis pelo efeito do OEC.
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Este topico também discute os possiveis compostos envolvidos na atividade gastroprotetora e
antimicrobiana do oleo.

O quinto tdpico descreve suscintamente a conclusdo deste trabalho, respondem os
objetivos propostos no segundo topico desta pesquisa e justificam a busca de tentar encontrar
nesta espécie vegetal substancias que possam ser utilizadas como ferramentas terapéuticas.
Sa0 necessarios mais estudos para esclarecer 0s principios ativos responsaveis pelas

atividades bioldgicas apresentadas por esta espécie.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso de Plantas Medicinais

Segundo a Organizacdo mundial da Satude (OMS), entende-se por planta medicinal
qualquer planta que apresente em um ou mais de seus 6rgdos substancias utilizadas com
finalidade terapéutica ou que estas substancias sejam ponto de partida para a sintese de
produtos quimicos e farmacéuticos. Estas substancias sdo 0s principios ativos e eles sdo
responsaveis pelos efeitos terapéuticos que as plantas medicinais possuem (MONTANARI et
al., 2002). Os vegetais, além de se apresentarem como fontes de principios ativos, ainda
apresentam papel importante na nutricio humana e na salde publica, uma vez que sdo
fornecedores naturais de vitaminas e sais minerais (WAGNER, 2003).

O conhecimento e uso de plantas medicinais acompanham a humanidade desde o
inicio da civilizagdo. Com o passar dos séculos, foi sendo acumulada uma gama de
informac@es sobre as acdes e 0s principios ativos de varias espécies vegetais. Atualmente sdo
utilizadas pela medicina popular mais de 20.000 espécies distintas de plantas medicinais
(DEEPIKA-GUPTA et al., 2008), simbolizando muitas vezes o Unico recurso terapéutico
utilizado por vérias comunidades e populaces.

O uso das plantas na recuperacdo da satde tem evoluido ao longo dos tempos, desde
as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada pelo homem das
cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial utilizada pelo
homem moderno (LORENZI et al., 2002). Grande parte da populacdo mundial confia nos
métodos tradicionais relativos aos cuidados diarios com a salde e cerca de 80% desta
populacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento, utilizam os derivados das plantas
para esses cuidados (GURIB-FAKIM, 2006). No Brasil, 20% da populacdo sdo responsaveis
por 63% do consumo de medicamentos alopaticos; 0s 80% restantes encontram nos produtos
de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recursos
terapéuticos (FOGLIO et al., 2006).

No Brasil a regulamentagdo do uso de plantas medicinais é efetuado pelo Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) do Ministério da Saude. A Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi aprovada pelo Decreto n° 5.813/2006. As
acOes desta politica estdo manifestadas no Programa Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterdpicos (PNPMF) e sdo imprescindiveis para melhoria do acesso da populagdo ao
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medicamento, bem como para o uso sustentavel da biodiversidade brasileira e preservacao do
conhecimento tradicional (BRASIL, 2007).

O conhecimento sobre os usos das espécies medicinais é repassado de forma
empirica e de maneira oral entre os individuos (OLIVEIRA, 2009). Ceolin et al (2011) citam
que dentro de um grupo familiar existe um conhecimento proprio restrito aquele grupo, o qual
é repassado de geracdo em geracdo. Porém, devido a necessidade de validagcdo dos usos, bem
como dos efeitos benéficos e maléficos causadas pelo uso das plantas, nem sempre é aceita a
forma de utilizacdo popular (OLIVEIRA, 2007). O Brasil, assim como outros paises do
mundo, tem se dedicado a estudos que comprovem as acgdes terapéuticas das plantas
medicinais e, principalmente, a descobrir principios ativos capazes de combater doengas e/ou
melhorar a satde da popula¢do como um todo (SOUZA et al., 2010).

As pesquisas por novas substancias terapeuticamente (teis tem se tornado um
assunto de grande interesse no século XXI, pois fornecem um embasamento cientifico aos
conhecimentos oriundos da medicina popular. Além disso, estes estudos buscam encontrar
novas substancias que possam servir de fontes de estruturas quimicas que sejam importantes
para a industria farmacéutica na elaboracdo de novos produtos (ISSA, 2006).

Entre os anos de 2001 a 2010, foram aprovadas nos EUA 16 novas substancias,
provenientes de produtos naturais, para serem usadas clinicamente pelo Food Drug
Administration. A partir de entdo, a medicina ocidental vem utilizando substancias obtidas de
moléculas de origem natural. Isto explica a importancia dos estudos atuais na busca da
elucidacdo e purificacio dos compostos com atividades bioldgicas observadas
experimentalmente (KINGHORN et al., 2011). A investigacdo do potencial terapéutico dos
produtos naturais também tem se tornando uma fonte de lucro para alguns paises como a
China que, arrecadou cerca de 14 bilhdes com produtos relacionados a medicina alternativa,
incluindo diversos tipos de plantas medicinais (ROBINSON et al., 2011).

H& no mundo cerca de 250.000 a 300.000 espécies de plantas, sendo o Brasil
detentor de cerca de 20% da flora mundial (CALIXTO, 2005). Dessa forma, nossas espécies
vegetais demonstram o enorme potencial para a descoberta de novas moléculas
terapeuticamente Uteis (YUNES et al., 2001). Dentre as familias de vegetais, uma das mais
importante € a Familia Euphorbiaceae, destacando-se ndo sé na medicina popular mas
tambem no setor econdmico. Esta Familia tem tido um papel muito significativo, em especial,

na determinagdo de compostos farmacologicamente ativos (BITTNER et al., 2001).
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1.2 Familia Euphorbiaceae

A Familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e 8900 espécies identificadas
(BITTNER et al., 2001). No Brasil, ocorrem 72 Géneros e aproximadamente 1100 espécies
(CONEGERO et al., 2003), o que torna uma familia bastante comum na flora brasileira e uma
das mais complexas do ponto de vista taxondmico (SOUZA et al., 2008).

Considera-se a Regido Nordeste do Brasil como um centro de diversidade desta
familia (CORDEIRO et al., 2006) apresentando 240 especies e 50 géneros (LUCENA et al.,
2010), distribuidos em grande parte no bioma caatinga, onde muitas das espécies sdo
endémicas (SATIRO et al., 2008).

As espécies da Familia sdo distribuidas principalmente nas regibes tropicais e
subtropicais da América e da Africa, muitas das quais ja demonstraram possuir alguma
atividade farmacoldgica. Esta familia possui habito variado, crescendo em matas, cerrados,
campos, pantanos e regides alagadas. Podem ser ervas, arbustos, subarbustos, arvores, cipds e
trepadeiras, sendo que algumas crescem rasteiras e outras sao altaneiras. Possuem folhas
alternas, inteiras ou partidas, sendo que algumas sdo latescentes. As flores sdo de sexo
separado, monoicas ou dioicas, em regra actinomorfas, sendo que se relnem em
inflorescéncias tipo cacho. O fruto é seco, capsular. As sementes, com ou sem carincula, sdo
ricas em endosperma, oleaginos em sua maioria (OLIVEIRA et al., 2007; CONEGERO et al.,
2003; SCHVMAN, 1979; DI STASI et al.,, 2002; SMITH et al., 1988). Seus principais
géneros em numeros de espécies incluem Euphorbia L. (1500), Croton L. (700), Phyllanthus
L. (400) e Acalypha L. (400) (WEBSTER, 1994).

As Euphorbiaceae sdo muito utilizadas na medicina popular para fins terapéuticos.
Algumas espécies contém compostos bioativos, 0s quais conferem a estas plantas poder para
o0 tratamento de doencgas como atividade antitumoral (PUSZTAI et al., 2007; LAGE et al.,
2009). Além disso, apresentam destaque no setor econdmico, especialmente pela producao de
latex (borracha) e dleos que sdo utilizados na indUstria de tintas, sabdo, fibras sintéticas,
pigmentos para tecidos, batons e perfumes (MACHADO, 2007).

Apesar da Familia ser objeto de estudos envolvendo pesquisas em taxonomia,
filogenia, boténica econdmica, morfologia e anatomia, o conhecimento ainda precisa ser
melhor explorado (LIMA et al., 2008). Um dos géneros desta familia que se destaca é Género

Croton devido seus potenciais terapéuticos ja demonstrados na literatura.
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1.2.1 Género Croton e Croton rhamnifolioides

Croton L. pertence a Familia Euphorbiaceae e € um dos maiores géneros desta
familia, com cerca de 1.300 espécies de ervas, arbustos e arvores. Apresenta distribuicdo
pantropical, embora a maioria dos seus representantes ocorra nas Américas. No Brasil, 0
Género Croton apresenta 182 espécies. Este género esta amplamente distribuido no Nordeste
do Brasil, sendo comum encontrar seus representantes no Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas e Sergipe (FORZZA, 2010), principalmente
na caatinga, e é de grande utilidade para os individuos que vivem longe dos grandes centros
urbanos, pois servem para o tratamento de diversas doencas (SOUZA, 2003; DUARTE, 2005,
CRUZ, 2007).

As plantas deste género estdo entre as melhores fontes de compostos bioativos da
familia Euphorbiaceae, sendo ricas em terpendides e alcaloides (BERRY et al., 2005;
SALATINO et al., 2007). Eles representam a classe de metabdlitos secundarios dominantes
no género Croton. Dentre os terpendides, os diterpenos sd0 0s mais caracteristicos neste
grupo (SALATINO et al., 2007). Além disso, muitas espécies deste género se caracterizam
pela producdo de 6leo essencial. (DIAS et al., 2006; BRASIL et al., 2009).

Croton heliotropiifolius Kunth, conhecido também como Croton rhamnifolioides Pax
e Hoffm ¢ conhecido popularmente como “caatinga branca” ou “quebra faca” e € uma espécie
endémica do Nordeste Brasileiro. Esta planta cresce como subarbusto ou arbusto, com até trés
metros de altura, tem aroma agradavel e é utilizado popularmente em forma de chés e

infusdes para tratamento de Ulceras, inflamacgdes e hipertensdo (RANDAU et al., 2004).

1.2.1.1 Oleo Volatil

Na literatura existem varios relatos das atividades farmacoldgicas de espécies do
género Croton utilizando o potencial dos Oleos volateis encontrados nas plantas. Neste
sentido, Oleos volateis poderm ser definidos como misturas complexas de substancias volateis
gue sdo geralmente odoriferas, lipofilicas e liquidas. S8o compostos principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos- terpendides (DEWICK, 2009). Da-se a denominacdo “Oleo
volatil” devido as caracteristicas que apresentam: geralmente sdo liquidos de aparéncia liquida
a temperatura ambiente e se volatilizam nesta mesma temperatura (GUENTHER, 1948; OMS,
1992). Quando obtidos de diversas partes da planta, podem apresentar odores, caracteres

fisico- quimicos e composic¢do quimica variados. Além disso, a época da coleta, bem como o
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solo e as condigBes climaticas também influenciam a composigdo quimica (SIMOES et al.,
2003).

A maior utilizacdo dos 06leos é na area de alimentos (condimentos e aromatizantes),
cosméticos e farmacia. Mas drogas ricas em 0leos essenciais também sdo empregadas in
natura para a preparacdo de infusdes e/ou sob a forma de outros preparos mais simples
(DEBA et al., 2008; DIKBAS et al., 2008).

Na literatura existem varios relatos das atividades farmacoldgicas comprovadas
cientificamente como por exemplo: Rosa et al. (2003), descreve que as folhas e o sUber de
Croton cajucara apresenta acdo anti-inflamatdria, antiulcerogénica, antitumoral,
antimutagénica, antiestrogénica e hipoglicémica. O Oleo volatil, desta espécie, apresenta
atividade antifingica (SOUZA et al., 2006), anti-leishmaniose (ROSA et al., 2003), e anti-
trypanossoma cruzzi (CAMPOS et al., 2010). Oliveira et al., (2001) relata que o 6leo volatil
do Croton sonderianus, espécie comum no Nordeste do Brasil, apresenta atividade
antinociceptiva. Este mesmo 06leo, em outros estudos, apresentou atividade antibacteriana
(RODRIGUES et al., 2009), larvicida (LIMA et al., 2006) e depressora do sistema nervoso
central (LAZARINI et al., 2000).

Vérias espécies de Croton possuem Oleos volateis que apresentam atividades
fisiologicas e sdo empregados no tratamento de inflamacdes, dor de cabeca, dores musculares,
diabetes e alguns tipos de cancer (COMPAGNONE et al., 2010) e contra malaria e
convulsdes (MOHAMED et al., 2009). Além disso, sdo relatadas na literatura atividades
contra Ulceras e acdo gastroptotetora (Hiruma-Lima, Gracioso et al., 2000; Hiruma-Lima,
Gracioso et al., 2002; Paula, Toma et al., 2006; Coelho-De-Souza, Lahlou et al., 2011).

1.3 Anatomia e Fisiologia do Trato Gastrintestinal

O Sistema digestério ¢ formado basicamente de um tubo muscular com epitélio
especializado que compreende a cavidade bucal, faringe, eséfago, estdmago, intestino
delgado, intestino grosso e anus. Ele ainda apresenta, como 6rgaos anexos, o figado, pancreas
e as glandulas salivares. Juntamente com estes 6rgaos, o Trato Gastrointestinal (TGI) possuli
varias funcdes: receber, digerir, absorver e eliminar as substancias digeridas. Esses processos
séo controlados pelo Sistema Nervoso e pelo Sistema Hormonal (MERCHANT, 2007).

O estbmago, 6rgdo em destaque neste estudo, secreta cerca de 2,5 litros de suco
gastrico por dia (RANG et al., 2007) e apresenta funcbes que estdo associadas ao

armazenamento do alimento até o processo final nas demais partes do trato com o auxilio da
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secrecdo gastrica para a formacdo do quimo e o esvaziamento do quimo para o intestino,
finalizando o processo de digestdo e absorcdo (GUYTON, HAIL, 2006). O estdbmago é
dividido em cinco regides (cardia, fundo, corpo, antro e esfincter pilérico) e apresenta duas
curvaturas: a maior e a menor (ROBBINS, CONTRAN, 2005) (Figura 1).

Figura 1:Estrutura do Estdmago Humano.
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Fonte: Enciclopédia Britanica (on line), 2013.

A cérdia se da na porcdo de unido do estbmago com o esOfago, estd fixa ao
diafragma e situa-se cerca de dois centimetros e meio a esquerda da linha média ao nivel da
nona vértebra toracica. O fundo € a porcdo do estbmago que se estende da transicdo
esofagogastrica até a grande curvatura. O corpo, por sua vez, esta localizado entre o angulo de
hiss e o fundo. O antro é a porgdo entre 0 corpo e o piloro e seu peristaltismo promove a
trituracdo dos alimentos, reduzindo-os as particulas menores que passam para o duodeno e
vao sofrer a acdo do suco gastrico. O piloro é um esfincter constituido pelo espessamento da
camada muscular circular do estdmago e sua localizacdo é aproximadamente ao nivel da
primeira vértebra lombar (VALEZI, 2002).

A parede do estbmago é dividida em quatro camadas: mucosa, submucosa, camada

muscular e a serosa. A regido submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo e contém
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uma rica rede vascular e um plexo nervoso conhecido como plexo submucoso (DANGELO;
FATTINI, 2007).

A camada muscular contém fibras musculares lisas que se apresentam em trés
orientacBes: circular, obliqua e longitudinal (ENCICLOPEDIA BRITANICA, 2013). A
mucosa € constituida por uma superficie epitelial. Esta superficie € formada por uma camada
de células simples colunares que recobrem as fossas gastricas (EROSCHENKO, 2008). A
camada mucosa é a camada da parte interna do estbmago que abriga numerosas glandulas
gastricas (DANGELO; FATTINI, 2007). Existem ai dois tipos de glandulas: as oxinticas que
sdo compostas por células parietais (que secretam o acido cloridrico), células enterocromafins
(secretam histamina), células principais (secretam pepsinogénio), células D (secretam
somatostatina) e células mucosas (secretam muco); e as glandulas pildricas que possuem
células G (secretam gastrina), células D e células mucosas (SCHUBERT; PEURA, 2008). As
células mucosas também secretam bicarbonato que, junto com o muco, formam uma formam
uma pelicula que protege com a mucosa (GUYTON; HALL, 2006). A camada serosa é a
chamada tecidual que reveste a maior parte do 6rgdo, exceto em uma pequena por¢do da parte
posterior do estdbmago (regido da cardia) (DANGELO; FATTINI, 2007).

O epitélio que recobre o corpo e o fundo do estbmago (mucosa oxintica ou
glandular) contém as células parietais ou oxinticas, as células principais, as células mucosas
superficiais e as células enteroenddcrinas secretoras de hormoénio (LAINE; TAKEUCHI,
2008). As celulas parietais, como dito anteriormente, sdo as responsaveis pela secrecdo de
acido cloridrico (HCI). Além disso, sdo responsaveis pela secrecdo do fator intrinseco,
importante na absorgéo da vitamina B;, (GUYTON; HALL, 2006).

1.4 Secrecdo Gastrica

A secrecdo gastrica estd envolvida na digestdo das proteinas, na absorcdo do ferro,
célcio e da vitamina B; e atuam contra bactérias invasoras (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A fisiologia da secrecdo gastrica é dividida nas fases cefalica, gastrica e intestinal. A
fase cefalica ocorre antes do alimento penetrar no estdmago, podendo ser resultado dos
sentidos olfato, paladar e visdo; por uma lembranca ou um processo de mastigacdo e
degluticdo. Esta fase € mediada pela atividade vagal. A fase gastrica envolve a ativagdo dos
receptores, através da distensdo gastrica, mediada por estimulos vagais. A fase intestinal é

iniciada quando o alimento ja& se encontra na porcdo superior do intestino delgado, que
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continuara a realizar secrecdo do &cido gastrico em pequenas propor¢fes (ROBBINS,
COTRAN, 2005; GUYTON, HALL, 2006).

O suco gastrico ¢ uma mistura de secrecdo parietal (acido e fator intrinseco) e
secre¢Oes ndo parietais: muco, bicarbonato, Na*, K* e pepsinogénio (YAO; FORTE, 2003). O
inicio da secrecdo gastrica se da por estimulos enviados as células. Estes estimulos ativam a
bomba de protons ou géstrica. As células parietais, localizadas nas glandulas oxinticas, irdo
favorecer a secrecdo de cido cloridrico, as células ECL irdo secretar histamina e as células G,
0 hormonio gastrina (ROBBINS; COTRAN, 2005; GUYTON; HALL, 2006).

A célula parietal em repouso apresenta canaliculos intracelulares e um sistema
tabulo-vesicular rico em bomba de prétons secretoras de H*. Quando esta célula ¢ ativada, o
sistema tabulo-vesicular funde-se a membrana celular de tal modo que as microvilosidades se
projetam para os canaliculos, aumentando a area da membrana com o lumen gastrico. As
moléculas de H*/ K* ATPase ficam expostas ao K* no liquido extracelular e comegam a trocar
K" por H. O H" secretado ¢é oriundo do &cido carb6nico (H,COs). Este, por sua vez, é
originado pela hidratacdo do diéxido de carbono (CO,) mediada pela anidrase carbénica
(GANONG, 2006).

O &cido carb6nico se dissocia em HCOj3 e este deixa a célula parietal através de um
antitransportador. Este antitransportador troca o HCOj3™ por outro ion, que geralmente € o ion
cloreto por ser o ion mais abundante no liquido intersticial. Por fim, o ion cloreto deixa a
célula atraves de canais presentes na membrana apical (GANONG, 2006).

A regulacdo da secrecdo gastrica € muito complexa e sofre influéncias paracrina
(histamina), neural (acetilcolina), hormonal (gastrina), mecénica (distensdo) e quimica (café e
etanol) (SCHUBERT, 2010).

A histamina € liberada por estimulantes da secre¢do gastrica como o alimento ou
gastrina. Ela atua sobre seus receptores e promove 0 aumento da secre¢do acida por elevar os
niveis intracelulares de AMPc (DOCKRAY et al., 1996). O receptor da histamina esta
acoplado a proteina G. A histamina aumenta a secrecdo gastrica pela mudanca da
concentracdo intracelular de Ca®*, através da ativacdo da adenilato ciclase, que eleva a
concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), promovendo a ativacdo da
fosfoquinase A (PEREZ- ZOGHBI et al., 2008). A gastrina e a acetilcolina estimulam as
células parietais atraves de suas ligacbes com receptores de colecistoquinina (CCK2) e
receptores muscarinicos do subtipo M3, respectivamente. Estes receptores se acoplam a
proteina Gg, determinando um aumento nos niveis intracelulares de Ca®* e na atividade da
PKC (SCHUBERT;PEURA,2008). A ativacdo das proteinas quinases resulta em fosforilacéo
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e ativacdo da H/ K" ATPase da membrana canalicular, que bombeia ions H* na luz do
estdmago. Um canal de Cl(cloreto) da membrana apical acopla o efluxo de CI" com o efluxo
de H*, enquanto um canal de K" da membrana apical recicla o K* para fora da célula. O
resultado final desse processo consiste na rapida extrusao de HCI (&cido cloridrico) para a luz

do estdmago (GOLAN et al., 2009).

Figura 2: Controle da secrecdo do acido pelas células parietais.
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Fonte: http://www.misodor.com/ESTOMAGO%20CIRURGICAL.html

O HCI é capaz de inibir sua propria secrecdo através de uma alca de retroalimentacao
negativa, a qual envolve a liberacdo de somatostatina (SST). A somatostatina € produzida
pelas células D da porc¢do do antro e age inibindo a gastrina (GOODMAN, GILMAN, 2006).
As prostaglandinas (PGE; e PGl,) também inibem a célula parietal através do bloqueio do
AMPc, favorecendo a diminuicdo da atividade da bomba de protons, ou seja, a secrecdo do
acido ( ATAY et al., 2000).

Em condicdes fisioldgicas normais, no estdmago existe um equilibrio entre os fatores

de agressdo endogenos (HCI, bile, pepsina e enzimas pancreéaticas) exogenos (alcool, Anti-
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inflamatorios, fumo) ou bioldgicos (Helicobacter pylori), com os mecanismos de protecéo
(prostaglandinas, muco, bicarbonato, enzimas oxidantes, fluxo sanguineo, barreira epitelial e
oxido nitrico (POSSENTI, 2012).

1.5 Fatores de Protecdo da mucosa géstrica

O processo de defesa da mucosa inclui mecanismos locais e neuro-hormonais. Entre
0s mecanismos locais podemos citar a barreira muco-bicarbonato- fosfolipidio, as células
epiteliais de superficie e sua capacidade de regeneracdo rapida, as prostaglandinas, a
microcirculacdo, o Oxido nitrico e o sistema de defesa enzimatico (BRZOZOWSKI et al.,
2005; LAINE et al., 2008).

A barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio é a primeira defesa contra os agressores
(H+ e pepsina) (DEFONESKA, KAUNITZ, 2010). O muco se apresenta de forma viscosa,
elastica e aderente. E um gel composto por 95% de agua e 5% de glicoproteinas que recobre a
superficie da mucosa gastrintestinal (REPETTO et al., 2002). Devido a aderéncia e
estabilidade, 0 muco é capaz de reter o bicarbonato, que é secretado pelas células superficiais
do estbmago e duodeno, mantendo um ambiente neutro (pH 7,0) que impede a penetracdo da
pepsina e enzimas proteoliticas (LAINE et al., 2008). Prostaglandinas, agentes colinérgicos,
secretina e gastrina estimulam a secre¢do de muco, enquanto a secrecao de bicarbonato pode
ser estimulada por prostaglandinas, L-aspartato, L-glutamato, L-leucina e inibidores da
fosfodiesterase 5 (DEFONESKA; KAUNITZ, 2010).

Depois da camada de muco, a proxima linha de defesa é composta pelas células
epiteliais. Essas células sdo hidrofébicas, sdo ligadas intimamente por juncdes, permitindo a
formacdo de uma barreira de defesa e estdo em continua renovacdo. A proliferacdo destas
células ocorre gracas a um fator de crescimento expresso nas células progenitoras gastricas e
0 receptor para este fator é o receptor de fator de crescimento epidermal (EGF) (LAINE et al.,
2008).

As prostaglandinas representam outro fator de protecdo da mucosa. Elas estimulam a
producdo de muco e bicarbonato, regulam o fluxo sanguineo, reduzem a secrecao gastrica,
estimulam a renovacdo epitelial e inibem a expresséo do TNF alfa, contribuindo para a
integridade da mucosa (BRZOZOWSKI et al., 2005). As prostaglandinas séo sintetizadas a
partir de varios acidos graxos essenciais, entre eles o acido araquidonico (AA) e sdo liberadas

apos a sintese e ai vao exercer suas atividades interagindo com receptores presentes nas
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células (DEY et al., 2006).0s prostanoides apresentam oito receptores, entre tipos e subtipos.
Para prostaglandinas E, (PGE;) existem os subtipos EP,, EP,, EP; e EP;, (NARUMIYA,
2009).

O Fluxo sanguineo na mucosa mantém a estrutura e a funcdo do estbmago e esta
associado a cicatrizacdo de lesdes gastrintestinais. E regulado e modificado por sistemas e
fatores metabolicos locais como prostaglandinas, leucotrienos e outros mediadores quimicos
(KAWANO; TSUJI, 2000). O fluxo é importante para a entrada de oxigénio e nutrientes e
remocao de substancias tdxicas. Quando um agente irritante entra em contato com a mucosa
géastrica ou quando ocorre uma re-difusdo do acido, ha um aumento no fluxo sanguineo que
permite remover ou diluir o retorno do acido. Esta resposta é essencial para a defesa porque a
restricdo do fluxo leva a uma necrose hemorragica (LAINE et al., 2008).

O Oxido Nitrico é um gas volatil formado pela oxidacdo da L-arginina, cuja reacio
de oxidagdo € catalisada pela enzima Oxido nitrico sintetase (NOS). Existem trés isoformas
desta enzima: a 6xido nitrico neuronal (NNOS ou NOS-1), a 6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS ou NOS-3) e a 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS ou NOS-2). Quando gerado, O
NO se liga ao grupo heme da guanilil ciclase soluvel (GC's), que catalisa a conversdo da
guanosina trifosfato (GTP) para guanosina monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc podera se
ligar a dominios especificos de proteinas e desencadear respostas celulares (LANAS, 2008).
No TGI, o 6xido nitrico participa da manutencdo da homeostase, mantendo a barreira de
muco. Além disso, € um potente vasodilatador, auxiliando na regulacdo do fluxo sanguineo
(SUGAMOTO et al., 2001; BAYIR et al., 2006).

O Sistema de defesa enzimatico estd presente nas células dos mamiferos e é um
componente de defesa contra os radicais livres. Entre as enzimas que fazem parte deste
sistema estdo a catalase (CAT), a superoxido-desmutase (SOD) e a glutationa peroxidade
(GPy). Além disso, a glutationa reduzida (GSH), um antioxidante ndo enzimatico endégeno, e
0s antioxidantes ndo enzimaticos encontrados em frutas, vegetais e extratos de plantas, alguns
minerais como zinco, vitamina E, vitamina C e os flavonoides auxiliam no combate aos
radicais livres (KRVIDENIER, VERSPAGET, 2002).

1.6 Ulcera péptica
As plantas medicinais sdo atrativas fontes de drogas e ja estd demonstrado que

apresentam resultados promissores nos distarbios gastrintestinais (BORRELL, 1ZZ0, 2000).

Entre os distarbios gastrintestinais estd a Ulcera péptica. A Ulcera é uma lesdo necrdtica
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profunda que penetra através da mucosa e provoca a destruigdo dos componentes do tecido
epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos, células do musculo liso, vasos e nervos. e é
resultante da necrose tecidual desencadeada pela isquemia, radicais livres e diminuicdo do
oxigénio e nutrientes (TARNAWSKI et al., 2012). A Ulcera ja foi considerada a maior causa
de morbidade e mortalidade por mais de um século (CHAN, LEUNG, 2002) e se desenvolve
quando os fatores agressores prevalecem os fatores de defesa que mantém a mucosa intacta,
(SIVRI, 2004; MALFERTHEINER et al., 2009).

Os fatores de agressdo a mucosa compreendem uma variedade de fatores que
produzem danos como o etanol, uso prolongado de medicamentos, fatores genéticos e
infeccdo por Helicobacter pylori (SAUL, 2007).

O etanol é um dos fatores que agridem a mucosa e juntamente com o acido, gera uma
resposta inflamatdria que destroi a camada protetora da mucosa e provoca necrose através de
uma cadeia de eventos que incluem a liberacdo de radicais livres, enzimas e mediadores
vasoativos que provocam vasoconstricdo, hemorragia e edema, comprometendo o fluxo
sanguineo da mucosa (CASTRO et al., 2010; ROCHA et al., 2011). Os radicais livres lesam a
membrana celular por coagular as proteinas, acidos nucleicos e lipidios e tornam o tecido
edemaciado, hemorrégico e necrosado (ROZZA, 2009). Além disso, depleta 0 muco da
parede da mucosa (Al-KOWIRINY et al., 2003) e inibe a liberagdo de prostaglandinas E; e I,
(ABDEL-SALAM et al., 2001). A Inibicdo da sintese de prostaglandinas pode ser explicada
pela ativacdo da via das lipoxigenases, que irdo aumentar os niveis de leucotrieno C4 e By,
diminuindo assim os produtos formados pelas ciclo-oxigenases (MAITY et al., 2003; GOEL
etal., 2002; PESKAR et al., 2012).

A Ulcera péptica abrange tanto as Ulceras gastricas quanto as Ulceras duodenais e
apresenta-se como uma doenca de alta morbidade e mortalidade. O sintoma predominante é a
dor epigastrica, mas pode ser acompanhado por outros sintomas como o inchaco, saciedade e
nauseas. As Ulceras também podem ser assintomaticas e esta auséncia de sintoma é comum
nas Ulceras induzidas por anti-inflamatérios néo esferoidais. (AINES) (MALFERTHEINER et
al., 2009).

A sua origem é multifatorial e esta enfermidade atinge um nimero consideravel de
pessoas em todo mundo. O estresse, dieta inadequada, fatores genéticos, alcool, uso
indiscriminado de AINES e infeccdo por Helicobacter pylori sdo alguns fatores para o seu
desenvolvimento (JAIN et al., 2007; MUSUMBA et al., 2009).

Estudos revelam a forte associacdo da bactéria Helicobacter pylori e as Ulceras

gastricas e duodenais. Estima-se que mais de 50% da populacdo mundial tem infecgéo crénica
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por esta bactéria e de 5%-10% dos infectados acabam desenvolvendo a Ulcera
(MALFERTHEINER et al., 2009).

O tratamento farmacoldgico para ulceras gastricas estd baseado na utilizacdo de
medicamentos que diminuem a secrecdo acida, e/ou a neutralizacdo do acido, e/ou a
potencializagdo dos mecanismos protetores da mucosa (RANG et al., 2007). Atualmente, 0s
farmacos utilizados para o tratamento de Ulceras provocam muitos efeitos indesejaveis. Por
isso, h& um enorme interesse no uso das plantas como terapia alternativa (RATES, 2001;
SCHMEDA-HIRSCHMANN, YESILADA, 2005). Os inibidores da bomba de prétons e os
antagonistas dos receptores H, sdo muito eficientes, mas apresentam alguns inconvenientes se
utilizados por longos periodos. Esses efeitos incluem: osteoporose, riscos aumentados de
infeccdes entéricas e desenvolvimento de polipos gastricos que podem evoluir para cancer
gastrico (CHUBINEH et al., 2012). Quando a Helicobacter esta presente, o tratamento esta
baseado na sua erradicacdo com uso dessas drogas associadas com antibioticos (NAJM,
2011). Além disso, tem se tornado comum a resisténcia dos antibi6ticos a Helicobacter pylori
(TCDER-UNAL et al., 2008) e muitos estudos tem se concentrado na erradicacdo da infec¢ao
por Helicobacter pylori utilizando plantas medicinais tradicionais (WANG et al., 2005;
MAHONY et al., 2005; FONATOGAWA et al., 2004).

Apesar das terapias eficientes com o uso de inibidores da bomba de prétons e o
combate a infeccdo por Helicobacter pylori, a Glcera péptica gastrica ainda se apresenta como
um agravo de saude com forte impacto econdmico para os sistemas de salude e com a
diminuicdo da qualidade de vida dos individuos afetados (SUNG et al,2009; LAU et al.
2011).Por isto, torna-se necessaria e urgente a descoberta de produtos naturais que possam ser
utilizados no tratamento desta patologia.

1.7 Produtos Naturais e Atividade Antiulcerogénica

O conhecimento e uso de plantas medicinais acompanham a humanidade desde o
inicio da civilizacdo. Com o passar dos séculos, foi sendo acumulada uma gama de
informagdes sobre as acbes e 0s principios ativos de varias espécies vegetais. Atualmente, séo
utilizadas pela medicina popular mais de 20.000 espécies distintas de plantas medicinais
(DEEPIKA-GUPTA et al., 2008), simbolizando muitas vezes o unico recurso terapéutico
utilizado por vérias comunidades e populacdes. A atividade gastroprotetora das plantas é

atribuida & presenca de substancias como: cumarinas, terpenos, alcaloides, flavonoides,
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taninos, &cidos fendlicos e micronutrientes como o cobre (Cu), Manganés (Mn) e Zinco (Zn)
(MOTA et al., 2009).

Atualmente, os farmacos utilizados para o tratamento de Ulceras provocam muitos
efeitos indesejaveis. Por isso, ha um enorme interesse no uso das plantas como terapia
alternativa (RATES, 2001; SCHMEDA-HIRSCHMANN, YESILADA, 2005). Além disso, a
maioria dos farmacos derivados das plantas reduz os fatores que agridem a mucosa, s&o
seguros, eficazes, mais acessiveis e mais toleraveis para o paciente (GOEL, SAIRAM, 2002).

Uma dos fatores que desencadeia a gastrite ou que potencializa o processo ulcerativo
gastrico é infeccdo por Helicobacter pylori. Apesar das terapias eficientes com o uso de
inibidores da bomba de prdtons e o combate a infeccdo por Helicobacter pylori, a Ulcera
péptica gastrica ainda se apresenta como um agravo de saude com forte impacto econémico
para os sistemas de salde e com a diminuicdo da qualidade de vida dos individuos afetados
(SUNG et al,2009; LAU et al., 2011).Outro fator limitante no tratamento das Ulceras € o
aumento da resisténcia aos antibioticos (TCDER-UNAL et al., 2008) e muitos estudos tem se
concentrado na busca por substancias que possam erradicar a infec¢do por Helicobacter
pylori A utilizacdo de plantas no tratamento desta infeccdo oferece vantagens significativas

como maior conveniéncia e redugéo do custo do tratamento (WANG et al., 2005).

1.8 Atividade Antimicrobiana e Resisténcia aos Antibidticos

Vaérias sdo as razbes que justificam a necessidade urgente da descoberta de novos
antibidticos: a diminuigdo constante de agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA
(PAYNE et al., 2007), as infecgdes bacterianas como sendo a segunda causa de mortalidade
no mundo, alta prevaléncia de resisténcia microbiana e a necessidade de se encontrar agentes
gue atuem por mecanismos diferentes aos farmacos em uso (LUZHETSKYY et al., 2007;
COATES; HU, 2007).

A identificacdo do papel da Helicobacter pylori em contribuir para o processo
ulcerativo no duodeno e estdbmago fez surgir a ideia de que a eliminacao desta bactéria seria
uma estratégia para promover a cicatrizagdo das Ulceras e evitar a sua recorréncia
(ROBERTS; MORROW, 2001).

Atualmente, a terapia antibidtica utilizada para erradicar a infec¢do por Helicobacter
pylori € uma combinagdo de dois antibidticos (Claritromicina e Amoxicilina) associados a
duas ou trés drogas, como os inibidores da bomba de proétons, bloqueador H; e sais de bismuto
(DOORN et al., 2000; GODOY et al., 2003), mas a recorréncia de infeccdo e a resisténcia aos
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antibiodticos tem se desenvolvido em diferentes partes do mundo (EGAN et al., 2007), o que
torna essencial a procura por produtos naturais com atividade anti-Helicobacter pylori , que
além de servir como fonte de novos farmacos poderia ainda ser associada a terapia
convencional.

A pesquisa por novas substancias com atividade contra bactérias se torna necesséria,
pois 0s patdgenos clinicamente importantes tém se tornado resistentes aos antibioticos
(COSTA et al., 2007). Nos ultimos anos, houve um crescimento acelerado da resisténcia das
bactérias a multiplos agentes terapéuticos (LAI et al., 2011;GRUNDMANN et al., 2011).

Dentre os patdgenos de relevancia clinica, algumas se destacam como Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus e representam um dos focos na saude
publica, uma vez que estdo envolvidos com diversas patologias (DIAS, MONTEIRO, 2010).
Outra problematica é a resisténcia a leveduras pertencentes ao género Candida frente a terapia
atualmente utilizada, o que torna dificil o tratamento das infec¢fes fungicas. Desta maneira,
torna-se também importante a busca por novos compostos de origem vegetal que possam
auxiliar nesta terapéutica (LIMA et al., 2006).

Na procura por substancias com potencial antibacteriano, produtos naturais de
plantas poderiam ser alternativas interessantes (OLIVEIRA et al., 2007, SILVA et al., 2007),
uma vez que as plantas constituem uma das fontes mais importantes de substancias utilizadas
como agentes terapéuticos (BRAZ-FILHO, 2010). Recentemente, muitas plantas tém sido
conhecidas ndo s6 por apresentarem efeito antibacteriano, mas também por atuarem como
moduladores de antibidticos (GURIB-FAKIM, 2006; GIBBONS, 2004).

Croton rhamnifolioides popularmente conhecido como “Quebra-faca”, pertence a
Familia Euphorbiaceae. Croton é o segundo maior e mais diverso género desta familia
(FRODIM, 2004). Estudos demonstram que algumas espécies deste género apresentam
atividades  anti-inflamatéria,  antiulcerogénica, antimutagénica, antiestrogénica e
hipoglicémica (ROSA et al., 2003), atividades antifungicas (VIEIRA, 2007) e antibacteriana
(SILVA, 2011). Plantas deste género também sédo ricas em diterpenos (CARNEIRO et al.,
2011) e se caracterizam pela producdo de 6leo essencial (DIAS et al.; 2006 e BRASIL et al.,
2009).

Os oleos essenciais com propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais tém
sido investigados em todo mundo como fontes de novos compostos antimicrobianos e como
agentes da promocao da conservagédo de alimentos (SAFAEI-GHOMI et al., 2010; ASTANI
et al., 2010; BELLETII et al., 2008, ALVIANO et al., 2008). De acordo com Daferera (et al.

2003), o uso de 0leos essenciais com propriedades antimicrobianas oferece um baixo risco de
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desenvolvimento de resisténcia bacteriana uma vez que estes apresentam em sua composi¢ao

varias substancias.

1.9 Justificativa

Em todas as civilizagcbes sempre existiu uma estreita relacdo entre as plantas e 0s
homens. O primeiro relato sobre o estudo do homem sobre plantas medicinais data do ano
2700 a.c, onde foram descritas 365 drogas (DAVID, 2006).

Atualmente, estudos de plantas medicinais que apresentam alguma acao sobre o trato
gastrointestinal assumem grande importancia em nossa sociedade, visto que 0s medicamentos
hoje disponiveis para o tratamento desses distdrbios apresentam alguns efeitos colaterais
como, por exemplo, constipacéo, diarreia e gastrinemia (POTRICH, 2009).

A Ulcera péptica constitui uma desordem do trato gastrointestinal que afeta milhdes
de pessoas em todo mundo e é uma das causas de morbidade e mortalidade (BIRDANE et al.,
2007). O tratamento para este problema de saide € de alto custo e consequentemente ndo esta
acessivel para a maior parte da populacdo. Neste sentido, torna-se necessario a busca por
substancias que possam servir para o desenvolvimento de medicamentos eficazes, de baixo
custo e com menos efeitos colaterais.

O uso popular de produtos naturais, principalmente os derivados de plantas
medicinais, esti entre as mais atrativas fontes de medicamentos, e tem mostrado resultados
promissores no tratamento da Ulcera gastrica. Estudos relacionados a provaveis mecanismos
de acdo sugerem que uma investigacdo fitoquimica detalhada, com identificacdo de fracdes e
seguida do isolamento de principios ativos, pode resultar no desenvolvimento de moléculas
promissoras (VYAWAHARE, 2009). A maioria desses farmacos derivados de plantas reduz
os fatores agressores & mucosa, é segura, clinicamente eficaz, mais toleravel para o paciente,
relativamente barata e globalmente competitiva (GOEL, SAIRAM, 2002). A populacdo da
regido onde foi coletada Croton rhamnifolioides utiliza diversas espécies do género Croton
para fins terapéuticos, mas que ainda necessitam de estudos para a comprovacao cientifica das
atividades biologicas.

Estudos envolvendo plantas medicinais aumentam mundialmente devido a varios
fatores como a exigéncia da populagdo por um modelo de vida mais saudavel e natural, a

procura por medicamentos com menos efeitos adversos que sao caracteristicos dos produtos
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sintéticos (NEGRI, 2007) e a resisténcia bacteriana e antifingica aos antimicrobianos
atualmente utilizados. Existe a preocupacdo de ndo haver produtos que possuam atividade
contra microrganismos resistentes. A descoberta do potencial antimicrobiano das plantas é
motivo de varios estudos, pois mesmo que algumas plantas ja tiveram esta propriedade
comprovada, tornam-se necessarios estudos para entender como este processo ocorre
(SCHELZ, HOHMANN, 2006). Ja é relatado na literatura que o uso associado de plantas
medicinais com antimicrobianos pode inibir ou intensificar os efeitos das drogas
antimicrobianas convencionais, bem como ndo interferir na resposta esperada
(NASCIMENTO et al., 2006). Sendo assim, é necessaria e urgente, a descoberta de novos
compostos com atividade antimicrobiana.

Apesar do crescente aumento das pesquisas envolvendo os produtos naturais, estudos
mostram que apenas 15% a 17% das plantas ja foram estudadas quando ao seu potencial
terapéutico (ALLEMAND, 2009).

Vaérias espécies de Croton, plantas da familia Euphorbiaceae, sdo frequentemente
utilizadas na medicina popular por apresentar diversas atividades bioldgicas: anti-
inflamatdria, antiulcerogénica, antifungica, antibacteriana, antiproliferativa, antinociceptiva,
entre outras, ja comprovadas cientificamente, Croton rhamnifolioides espécie em estudo, é
utilizada na medicina popular para ulceras, inflamagdes e hipertensdo e necessita de estudos
para comprovar suas agoes.

Diante do potencial da caatinga, da enorme quantidade de vegetais que ainda
precisam ser explorados cientificamente e diante da necessidade de se encontrar novos
compostos com acdo antiulcerogénica e com potencial antimicrobiano, fica demonstrada a
relevancia quanto a busca de se conhecer as potencialidades de Croton rhamnifolioides, bem
como indicar possiveis mecanismos de acdo. Pode-se, assim, descobrir nesta espécie vegetal

substancias que sejam ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v" Determinar perfil quimico, avaliar atividade gastroprotetora e vias envolvidas e, estimar a
atividade antimicrobiana e modulatoria da resisténcia microbiana do 6leo essencial das

folhas de Croton rhamnifolioides utilizando ensaios in vivo e in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

v" Determinar a composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides
por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS).

v" Verificar a acdo do OEC isolado e em associacdo com antimicrobianos frente as cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Candida tropicalis.

v" Determinar a dose letal média (DLsg) do OEC frente a modelos animais;

v" Avaliar a atividade gastroprotetora do dleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides.
(OEC) em modelos de lesdo géastrica induzidas por etanol, etanol acidificado e
indometacina;

v Verificar o possivel mecanismo envolvido na gastroprotecdo promovida pelo OEC,
verificando a participacdo dos receptores: tipo vaniloides (TRPV-1), opioides,
histaminicos, alfa,-noradrenérgico, participacdo do 6xido nitrico e canais de potassio ATP
dependentes;



MATERIAL E METODOS




41

2 MATERIAL E METODOS

3.1 Breve caracterizacdo da Area de Estudo

A caatinga é um bioma localizado no Nordeste do Brasil que abrange os estados do
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte de
Minas Gerais e gque se destaca como um patriménio bioldgico desta regido que ndo existe em
nenhum outro lugar do mundo. De todos os biomas brasileiros, a caatinga € 0 menos
protegido e a0 mesmo tempo é a regido que mais sofre com a deterioracdo ambiental. Por
estes e outros fatores, o estudo e a conservacdo da biodiversidade tem se tornado um grande
desafio para os pesquisadores brasileiros (GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007; LEAL et
al., 2003).

O termo “Caatinga” € de origem Tupi e significa “mata branca”, referindo-se ao
aspecto de vegetacdo durante a estacdo seca, onde a maioria das arvores perdem as folhas e os
troncos se tornam esbranquicados e dominam a paisagem (PRADO, 2003). Este bioma ocupa
uma area com cerca de 850.000 Km2 (QUEIROZ, 2009), é o Unico restrito ao territdrio
brasileiro (TABARELLI et al., 2003) e apresenta uma riqueza em biodiversidade, apesar de
ser em menor nimero quando comparado ao Pantanal e Amaz6nia (PIMENTEL, 2010).

Neste Bioma, no Estado do Ceara do Nordeste do Brasil, pode-se encontrar a Estacéo
Ecoldgica de Aiuaba. As Estacdes Ecoldgicas foram instituidas através da Lei n° 6.902 de 27
de Abril de 1981 e estabelece no seu artigo 1° que “EstacBes Ecoldgicas™ sdo areas
representativas de ecossistemas brasileiros destinadas a realizacdo de pesquisas basicas e
aplicadas a ecologia, a protecdo do ambiente natural e ao desenvolvimento conservacionista
(BRASIL, 1981).

A Estacdo Ecologica de Aiuaba (Figura 3 — area destacada em verde) esta localizada
no Municipio de Aiuaba, Estado do Ceard, e foi reconhecida como uma Estacdo Ecoldgica em
2001 através do Decreto sem n° de 06 de Fevereiro. Apresenta area de 11.525.34 hj,
perfazendo perimetro de 72,77 Km (BRASIL, 2001). Este local apresenta vegetacdo que
varia do extrato arboreo denso a vegetaces mais arbustivas e com plantas espacadas entre si
(MEDEIROS, 2004).

Em estudo realizado por Samara (2010) demonstra que nesta regido foram
registradas cerca de 75 espécies de plantas de uso medicinal distribuidas em 40 familias e 65
géneros. Dentre 0s géneros mais encontrados estdo Spondias (Anacardiaceae), Annona

(Annonaceae) e Croton (Euphorbiaceae).
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Figura 3: Localizagdo Geografica da Estacdo Ecoldgica de Aiuaba, Ceard, Brasil

—rt

AP.A. da Chapada do Araripg_ .,

Fonte: IBAMA, 2006.

3.2 Material botanico

As folhas de Croton rhamnifolioides, utilizadas para a producdo do 6leo essencial,
foram coletadas de individuos desta espécie, localizados no Bioma Caatinga, na Estacdo
Ecoldgica de Aiuaba, Sul do Ceard. Para a realizacdo desta coleta foi solicitada e obtida
autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio), Orgéo responsavel pela
FLONA- Araripe- Apodi, sob o Nimero 34112-1 O Material foi coletado no més de junho de
2012, sob as coordenadas: longitude oeste 40°10°46,27°°S e 6°40°15,46""W ‘latitude sul e
altitude de 710 metros em relac&o ao nivel do mar.

3.3 Preparacéo da exsicata
O material botéanico, apresentando floracdo, foi coletado e herborizado com o auxilio

de prensa e jornal, levado ao sol e com tempo de secagem necessario para a preparacao da

exsicata. A identificacdo do material botanico foi realizada pelo Pesquisador Jodo Marcelo
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Alvarenga do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. O processo de incorporagdo ao Jardim
Botanico do Rio de Janeiro ainda se encontra em fase de finalizag&o.

3.4 Ensaios in vitro

3.4.1 Obtencéo do 6leo essencial

O oleo essencial foi obtido utilizando o sistema de hidrodestilagdo em aparelho tipo
clevenger. As folhas frescas de Croton rhamnifolioides foram colocadas em um baléo de
vidro de 5L acrescida de &gua destilada. Apos este periodo, a mistura dgua-6leo obtida foi
separada, tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o 6leo mantido sob refrigeracéo até o

momento das analises.

3.4.2 Anélise da composicéo quimica do 6leo essencial

A analise do 6leo essencial foi realizada através do método de cromatografia com
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) em um aparelho Shimadzu GC
MS-série QP2010 com as condic¢Bes programadas: coluna capilar Rtx-5MS com 30 metros de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e com filme de 0,25 mm de espessura; gas de
arraste; Hélio (1,5 mL/m); A temperatura da coluna variou de 60° C - 180°C a 5° C/min e
depois a 180° - 280° a 10° C/min (10 minutos); Temperatura do injetor de 250° C; O volume
de 6leo injetado foi de 1mL/5mL de CHCIs. Relagdo split (1:200) com tempo de corte do
solvente de 2,5 min. A velocidade de digitalizacdo foi de 0,5 scan/seg de m/z40 e 350. O
Espectrometro de massas foi operado com 70 eV de energia de ionizacdo. A identificacdo dos
compostos foi baseada na sua fragmentacdo de espectro de massa registrados na biblioteca

espectral NIST Mass 08, nos seus indices de retencdo e comparagdo com dados ja publicados.

3.4.3 Atividade Antimicrobiana

3.4.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes in vitro foram obtidos da Colegéo de

Microrganismos do Laboratorio de Micologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
As linhagens bacterianas utilizadas foram: Echerichia coli (EC-ATCC25922 e ECO06),
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Staphylococcus aureus (SA-ATCC25923 e SA10) e Pseudomonas aeruginosa (PA-
ATCC9027 e PA15). As linhagens de fungos utilizadas foram: Candida albicans (LM122), e
Candida tropicalis (LM18). Todas as linhagens foram mantidas em Agar infusdo de coracao
(HIA, Difco Laboratories Ltda.). Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas por 18h a
37°C em caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Difco Laboratories Ltda.). A origem
bacteriana e perfil de resisténcia a antibioticos, das linhagens bacterianas multirresistentes,

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: A origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibiéticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Echerichia coli 06 (EC06) Urocultura Ca, Cef, Cf, Cpm, Cro
Staphylococcus aureus 10 Swab retal Ca, Cef, Cf, Oxa, Pen, Amp,

(SA10) Amox, Mox, Cip, Lev, Ash, Amc,

Eri, Cla, Azi, Clin

Pseudomonas aeruginosa 15  Ponta de cateter Cpm, Ctz, Imi, Cip, Ptz, Lev, Mer
(PA15)

Ast — Aztreonan; Ax — Amoxacilina; Amp — Ampicilina; Asb — Ampicilina + Sulbactam; Ami — Amicacina;
Amox — Amoxilina; Amc — Amoxicilina + Ac. clavulénico; Azi — Azitromicina; Ca — Cefadroxil; Cfc —
Cefaclor; Cf — Cefalotina; Cef — Cefalexina; Com — cefepime; Cla — Claritromicina; Cro — Ceftriaxona; Ctz —
Ceftazidima; Cip — Ciprofloxacin; Clo — Cloranfenicol; Clin — Clindamicina; Imi — Imipenem; Can —
Canamicina; Szt — Sulfametrim; Tet — Tetraciclina; Tob — Tobramicina; Oxa — Oxacilina; Gen — Gentamicina;
Lev — levofloxacino; Mer — meropenem; Mox — Moxifloxacino; Neo — Neomicina; Para — Paramomicina; But —
Butirosina; Sis — Sisomicina; Net — Netilmicina; Pen — Penicilina; Ptz — Piperacilina +Tazobactam ( - ) Auséncia
de resisténcia ou resisténcia sem relevancia.

3.4.3.2 Antibidticos

Para avaliar a atividade moduladora da acdo antibiética do OEC foram utilizadas
diversas drogas (Amoxicilina, Amicacina, Gentamicina e Oxacilina,). Como antifingicos
foram utilizadas as drogas Nistatina, Benzoilmetronidazol e Anfotericina. As drogas foram
obtidas do Laboratorio Sigma Chemical Corp. St Louis , MO, EUA. Todas as solu¢des foram
preparadas com base nas recomendacdes estabelecidas em NCCLS (2003).
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3.4.3.3 Concentracgdo inibitoria minima (CIM) e Modulacdo da atividade dos antibidticos e

de antiflngicos frente a resisténcia microbiana.

A CIM (concentragdo inibitéria minima) do dleo essencial e do DMSO foram
determinados em ensaio de microdiluicdo em caldo (NCCLS 2003) utilizando-se um in6culo
de 100 pL de cada linhagem, suspensas em caldo BHI que apresentava uma concentracao de
10° UFC/mL em placas de microtitulacdo com 96 pocos, com diluicdes em série 1:2. Em cada
pogo foi adicionado 100uL do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides. As concentragdes
finais da substancia variaram entre 512 — 8 pg/mL. Para os controles foram utilizados 0S
antibidticos Amoxicilina, Amicacina, Gentamicina e Oxacilina cujas concentracdes finais
variaram entre 512 pg/mL — 8,0 pg/mL. Como antifungicos foram utilizados Nistatina,
Anfotericina e Benzoilmetronidazol. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e apds
esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina. As CIMs foram registradas
como as menores concentracdes para a inibicdo do crescimento.

Para avaliar a substancia como moduladora da acdo antibiotica e antiflngica, a
concentracdo subinibitoria, determinado pela CIM/8 de antibidticos e dos antifungicos, foram
avaliados na presenca e na auséncia do 6leo essencial e também na auséncia e presencga de
DMSO em microplacas estéreis. Os antibidticos foram avaliados nas concentragdes variando
de 2500 a 2,44 pg/mL. Todos os antibidticos testados foram obtidos junto a sigma.

O oleo essencial foi misturado em caldo BHI 10% em concentracdes subinibitorias,
obtidas e determinadas apds a realizacdo de teste de avaliagdo da CIM, sendo que para o teste
de modulacdo a concentracdo da solucdo de dleo e do DMSO foi reduzida 8 (oito) vezes
(CIM/8). A preparacdo das solucdes dos antimicrobianos foi realizada com a adi¢do de agua
destilada estéril em concentracdo dobrada (1024pg/mL) em relacdo a concentracdo inicial
definida e volumes de 100pL diluidos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada
cavidade com 100uL do meio de cultura continha a suspenséo bacteriana diluida (1:10). Os
mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para o 6leo foram utilizados durante a
modulacdo (COUTINHO et al., 2008). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap0s
esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina. O ensaio antibacteriano e
antifangico foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como média das

repeticdes.
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3.5 Ensaios in vivo

3.5.1Animais e Aspectos éticos da pesquisa

Foram utilizados nos experimentos camundongos albinos (Mus musculus), variedade
Swiss, de ambos os sexos, pesando entre 20-30 g, oriundos da Unidade de Contencdo de
Animais da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os animais foram mantidos em
rotatividade de ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo ragdo padrio e agua “ad
libitum”. No dia anterior ao ensaio, os animais foram marcados e a ra¢do retirada 15 horas
antes da experimentacdo, sendo a pesagem dos camundongos a primeira etapa de cada teste.

Todo trabalho foi realizado de acordo com as normas de Bioética reconhecidas pela
Lei n® 11.794/08, a qual regulamenta o uso de animais para fins cientificos e foi autorizado
pelo Comité de Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri
CEUA/URCA 20/2012.2

3.5.2 Determinacédo da Dose Letal Média (DLso)

A dose letal média foi estabelecida a partir do método preconizado pela OECD,
2008, definido atraves do numero de ocorréncia de mortes. Os animais foram divididos em
grupos, em numero de trés, e 0 OEC em varias concentragdes (2000,1500,500,150,50,15 e
5mg/kg) foram administrados por via oral, através do processo de gavagem. Foram
observadas alteracGes de pelo e de pele, alteragdes nos olhos e mucosas e também no sistema
respiratorio, na atividade motora, e no sistema nervoso, além da ocorréncia de morte em

periodos variados (10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h e 24h) até o décimo quarto dia.

3.5.3 Atividade Antiulcerogénica

3.5.3.1 Lesdo gastrica induzida por etanol absoluto (ROBERT .et al.,1979)

Os Camundongos Swiss (n=6) foram tratados oralmente com solucéo salina (1% de

Tween 80 em solucdo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.o..), Omeprazol (30 mg/ Kg v.0.) ou OEC
(100, 200 e 400 mg/Kg v.0.). Este pré- tratamento foi realizado 1h antes da inducdo de lesdes
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por etanol 4 (0,2 mL/ animal, v.0..). Decorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, os estdbmagos foram removidos e abertos na curvatura maior,
lavados com solucdo salina 0,9%, comprimidos entre duas laminas, escaneados e
digitalizados. Para avaliacdo e quantificacdo das lesGes gastricas as imagens foram analisadas
no software (Imagel) através da quantificacdo de pixel. Para determinacdo da area foi
utilizada a relacéo percentual em relagdo a area total do corpo gastrico.

3.5.3.2 Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado (MI1ZUI et al., 1987)

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com solucgéo salina (1% de Tween 80 em
solucdo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0..), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0..) ou OEC (100, 200 e
400 mg/Kg, v.0.. ) uma hora antes da administracédo via oral de 0,2 mL de uma soluc¢éo de 0,3
M de HCI em etanol 60 %. Ap6s 1 h os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
0s estomagos foram removidos e abertos na curvatura maior, lavados com solugdo salina
0,9% comprimidos entre duas laminas, escaneados e digitalizados. Para avaliacdo e
quantificacdo das lesBes gastricas as imagens foram analisadas no software (ImageJ) através
da quantificacdo de pixel. Para determinagdo da area foi utilizada a relacdo percentual em

relacdo a area total do corpo gastrico

3.5.3.3 Lesdo gastrica induzida por indometacina (DJAHANGUIRI et al., 1969)

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados oralmente com solucdo salina (1 % de
Tween 80 em solugéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/Kg, v.0..) ou OEC
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0..) uma hora antes da administracdo da indometacina (10 mg/Kg,
v.0..). Apos 3 h da administracdo do anti-inflamatério, os tratamentos foram repetidos com a
salina, omeprazol e o OEC. Seis horas ap6s a administracdo da indometacina 0s animais
foram sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solugéo
salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. Para avaliacdo e quantificacdo das lesGes
géstricas as imagens foram analisadas no software (ImagelJ) através da quantificacdo de pixel.
A pontuacéo foi determinada pelo método de score, realizando uma quantificacdo das lesdes
gastricas que geraram um valor de acordo com a Tabela 2 abaixo ( ZINKIEVICK et al.,
2010).
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Tabela 2 - Sistema de determinacédo de Pontuacgdo de Lesdo Gastrica.

PONTOS TIPO DE LESAO
0 AUSENTE
1 LEVE EDEMA
2 EDEMA E HEMORRAGIA
3 1-2 ULCERAS PONTUAIS
4 1-2 ULCERAS EXTENSAS
5 VARIAS ULCERAS PONTUAIS
6 ULCERAS EXTENSAS VISIVEIS NA MUCOSA

3.5.3.4 Teste de barreira fisica

Os animais foram tratados com solucédo salina (1% de Tween 80 em solugéo salina
0,9% 0,1 mL/10g, v.0..) e 0 OEC (200 mg/Kg, v.0.. ou i.p..). Ap6s 1 hora dos tratamentos, 0s
animais do grupo que receberam o OEC por via oral receberam etanol acidificado (0,2 mL
v.0..) € 0 grupo de animais que receberam o OEC por via intraperitoneal receberam o etanol
acidificado (0,2 mL i.p..) ap6s 30 minutos. Decorridos 1 hora ap6s a indugdo das lesdes, 0s
animais foram sacrificados, 0s estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em
solucdo salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e
digitalizadas de acordo com o grupo, com posterior analise através do método informatizado

anteriormente descrito. (vide 3.5.3.1).
3.6 Estudo dos possiveis mecanismos envolvido na atividade gastroprotetora do OEC
3.6.1 Envolvimento do Oxido Nitrico (MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Para avaliar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito antiulcerogénico do
OEC no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, camundongos Swiss (n=6) foram

tratados com solucdo salina (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9%, v.o..), OEC
(200mg/Kg, v.0.) 1 hora antes ou L-arginina (600mg/Kg, i.p..) 30 minutos antes de receberem
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etanol s (0,2 mL/animal, v.o0..). Para verificar o envolvimento do &xido nitrico foi
administrado NG nitro- L-arginina-metilester (L-NAME, 20mg/kg; i.p..), um inibidor
inespecifico das enzimas Oxido nitrico sintetases, 30 minutos antes da administracdo do OEC
(200 mg/Kg, v.0..) ou L-arginina (600mg/Kg, i.p..). Apos 30 minutos da administracdo da L-
arginina e 1 hora ap6s a administragdo do OEC os animais receberam etanola,s (0,2
mL/animal, v.0..). Trinta minutos apés a administracdo do etanol s 0s animais foram
sacrificados, os estbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucédo salina
0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com

posterior anélise com o auxilio do programa ImageJ conforme descrito no item 3.5.3.1

3.6.2 Envolvimento dos canais de K*-ATP-dependentes (K™ ATP) (RAHGOZAR et al., 2001)

Grupos de camundongos (n=6) Swiss foram tratados com solugdo salina (1% de
Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.0..), OEC (20 mg/Kg, v.0..) ou diazéxido (DZO)
(3mg/Kg, i.p..) 1 h antes ou 30 minutos antes de receberem etanol,ps (0,2 mL/animal, v.0..).
Para avaliar a possivel participacdo dos canais de K™ ATP no efeito antiulcerogénico do OEC
foi administrada glibenclamida (5mg/kg, v.0..), bloqueador seletivo dos canais de potassio, 30
minutos antes da administracdo do OEC (200mg/Kg, v.0..) ou diazéxido (3mg/Kg, i.p..) Apés
30 minutos da administracdo do diazoxido e 1 hora ap6s a administracdo do OEC os animais
receberam etanolaps. Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucdo salina
0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com

posterior analise com o auxilio do programa ImageJ conforme descrito no item 3.5.3.1

3.6.3 Envolvimento dos receptores a,. noradrenérgicos (LAPA et al., 2008)

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com salina (1% de
Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.0..), OEC (200mg/Kg, v.0..) ou Clonidina (0,1 mg/Kg,
I.p..) 1 hora ou 30 minutos antes da administracdo de etanols,s (0,2 mL/animal, v.0.). O
envolvimento dos receptores noradrenérgicos-a, foi avaliado pela administracdo prévia de da
ioimbina (2mg/Kg, i.p..) 20 minutos antes da administracdo do OEC (200 mg/Kg, v.0..) ou
Clonidina (0,1mg/Kg, i.p..). Ap6s lhora da administracdo do OEC ou 30 minutos da
administracdo da clonidina os animais receberam etanolys (0,2 mL/animal, v.o.). Decorridos

30 minutos apds a administracdo do etanolaps, 0s animais foram sacrificados, os estbmagos
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retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solugéo salina 0,9% e comprimidos entre
duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior anélise com o

auxilio do programa ImageJ conforme descrito no item 3.5.3.1

3.6.4 Envolvimento dos receptores histaminicos (Hy)

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com solucéo salina
(1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.0..), OEC (200mg/Kg, v.0..) ou Ranitidina (40
mg/Kg, v.0..) 1h antes da administracdo de etanola,s (0,2 mL/animal, v.0.). O envolvimento
dos receptores H, foi avaliado a partir de combinac6es onde o OEC (200mg/Kg, v.0..) ou
Ranitidina (40 mg/Kg, v.0..) foram administrados 30 minutos antes da administracdo da
Histamina (3mg/Kg, s.c.) Trinta minutos ap6s a administracdo do OEC e Ranitidina os
animais receberam etanol,ss (0,2 mL/animal, v.0..). Decorridos 30 minutos da administragéo
do etanoly,s 05 animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, abertos pela grande
curvatura, lavados em solucdo salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens
foram escaneadas e digitalizadas, com posterior analise com o auxilio do programa ImageJ

conforme descrito no item 3.5.3.1

3.6.5. Envolvimento dos receptores opioides

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com solu¢édo salina
(1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9%, v.0..), OEC (200mg/Kg, v.0..) ou Morfina
(5mg/Kg, s.c.) 30 minutos antes de receberem o etanolaps (0,2mL/animal; v.0.). A participacédo
dos receptores opioides no efeito gastroprotetor do OEC foi evidenciado pela administracédo
prévia de naloxona (2mg/kg, i.p..) 15 minutos antes da administracdo prévia de OEC (200
mg/Kg, v.0..) ou morfina (5mg/Kg, s.c.). Apds 30 minutos da administracdo da morfina e 1h
ap6s a administragdo do OEC os animais receberam etanoly,s (0,2mL/animal; v.o..).
Decorridos 30 minutos apds a administracdo do etanol,ps 05 animais foram sacrificados, 0s
estdbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucdo salina 0,9% e
comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas, com posterior

analise com o auxilio do programa ImageJ conforme descrito no item 3.5.3.1
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3.6.6 Envolvimento da participacao dos neurénios aferentes primarios sensiveis a capsaicina
(MATSUDA, LI e YOSHIKAWA, 1999)

Camundongos Swiss, divididos em grupos (n=6), foram tratados com solugédo salina
(1% de Tween 80 em solugéo salina 0,9%, v.o..), OEC (200mg/Kg, v.0..) 1 horas antes ou
capsaicina (5mg/Kg; i.p..) 30 minutos antes de receberem o etanolays (0,2mL/animal; v.o.).

Foi administrado aos animais dos demais grupos capsazepina (5mg/kg; i.p.) a fim de
investigar a participagdo dos neur6nios sensoriais sensiveis a capsaicina, 30 minutos antes do
OEC (200mg/Kg, v.0..) ou capsaicina (5mg/Kg; i.p.). Apos 30 minutos da administracdo da
capsaicina e lhora apdés a administracgio do OEC os animais receberam etanol g
(0,2mL/animal; v.o0.). Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol, os animais
foram sacrificados, os estbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solugéo
salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas,

com posterior analise com o auxilio do programa ImageJ. conforme descrito no item 3.5.3.1

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da media (E.P.M.),
avaliados pela analise de variancia (ANOVA) e os testes de multipla comparacdo Sidak,
Dunnett, Newman Keuls e Tukey (quando necessario), sendo os calculos realizados a partir

do software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.



RESULTADOS




53

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta do Material botanico e preparacéo do 6leo

Foram obtidas 1990 g de folhas secas de Croton rhamnifolioides que posteriormente
foram submetidas ao processo de hidrodestilacdo em um aparelho tipo Clevenger. Apds este
periodo, a mistura 4gua- Oleo obtida foi separada, tratada com sulfato de sddio anidro, filtrada
e 0 6leo mantido sob refrigeracdo até o0 momento das analises. Ao final, obteve-se 5 mL de

6leo essencial, gerando um rendimento de 0,2%.
4.2 Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides

A investigacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi iniciada no século
dezenove e levou a descoberta de hidrocarbonetos denominados terpenos (MORAES et al.,
2007). A composicao quimica do dleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides revelou
21 compostos, sendo o espatulenol e o 1-8 cineol os compostos majoritario conforme vito na
Tabela 3.

Tabela 3: Composicao quimica (%) do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides.

Componente (%) RT (min)
a-pineno 2,14 6,56
Sabineno 2,81 7,99
o-felandreno 1,63 9,35
0-cimeno 7,22 10,24
1,8-cineol 18,32 10,63
linalol 2,71 13,87
isoborneol 1,04 17,52
4-terpineol 4,24 18,08
a-terpineol 6,12 18,95
B-elemeno 1,00 29,18
trans-cariofileno 6,09 30,71
a-humuleno 1,78 32,49
aromadendeno 2,64 32,71
germacreno D 1,09 33,80
B-selineno 2,09 34,20
y-elemeno 4,45 34,59
espatulenol 22,46 38,79
globulol 1,77 39,87
oxido cariofileno 1,53 40,10
6-cadineno 3,92 41,90
a-cadinol 1,66 4259

TOTAL 96,71
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Figura 4: Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides.
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Muitos dos compostos encontrados no dleo essencial das folhas de Croton
rahminofolioides sdo também encontrados em varias espécies do género Croton e ja possuem
atividades bioldgicas comprovadas cientificamente. A constituicdo quimica do OEC se
assemelha também a constituicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Croton
rhamnifolioides, onde dos oito constituintes identificados, 04 também foram identificados no
OEC: a pineno, sabineno, linalol e germacreno-D (COSTA et al., 2013)

O espatulenol, encontrado no OEC, e abundante nas Angiospermas, sendo
encontrado também em outras familias: Myrtaceae (APEL et al., 2006), Lamiaceae (ZIAEI et
al., 2010), Poaceae (HESS et al., 2007) e Asteraceae (MENDES et al., 2010). O espatulenol
também se apresentou como composto majoritario em Croton argyrophyloides e possui
atividade anticancer, atividade imunomoduladora (ZIAEI et al., 2010) e antibacteriana
(ALCANTARA et al., 2010) comprovadas. Em Croton argyrophyllus, o espatulenol se
apresenta como um dos compostos majoritario e em estudo realizado por RAMOS et al.,
2013, o OGleo essencial apresentou propriedades anti-inflamatérias e antioxidante Este
composto também foi encontrado em Croton matounensis (COMPAGNONE et al., 2010),
Croton zambesicus (USMAN et al.,, 2009, BOYOM et al., 2002), Croton urucurana
(SIMIONATTO, 2007), Croton sonderianus (LIMA et al., 2006). Croton argyrophyllus
(RAMOS et al., 2013), Croton isabelli, Croton pallidulus, Croton ericoides (VUNDA et al.,
2012).

Os outros constituintes de Croton rahminofolioides também sdo comuns de serem
encontrados em outras espécies do género. Em outros estudos, o 6leo de Croton pullei

apresentou Germacreno—D que apresenta atividade antinociceptiva (ROCHA, 2008). O
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Linalol também foi encontrado em Croton oligrandum e apresenta atividade antioxidante
(AGNANIET et al., 2005). Rosa et al. (2003) relata a atividade anti-leishmania para o linalol.
Além destas atividades, o linalol também apresenta atividade sedativa (LINCK et al., 2009),
antinociceptiva (BLANK et al., 2007) e larvicida (SYLVESTRE et al., 2007).

Dados da literatura mostram que o-cimeno, constituinte presente no OEC, apresenta
atividade inseticida e repelente (TAVARES, 2009). O a-pineno, composto majoritario de
Hyptis spicigera, e também composto encontrado no OEC, apresenta sinergismo com outros
pinenos e apresenta varias atividades bioldgicas, entre elas a atividade anti-inflamatéria
(NEVES et al., 2010). Este composto, também apresenta atividade antimicrobiana contra
Candida albicans e Staphylococcus aureus resistente (SILVA et al., 2012). O o—felandreno
apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes e
Escherichia coli (BELHAMEL et al., 2008).

O a-humuleno, foram encontradas na literatura as atividades inseticida (YANG,
2003), antioxidante (WEEL et al., 2005), antimicrobiana e anticancer (LEGAULT, 2003). O
1,8—cineol, um dos compostos majoritarios de Croton rahminofolioides, € muito comum em
outras espécies como Croton zehntneri, Croton nepetaefolius e Croton argyrophylloides
(MORAIS et al., 2006) e apresenta atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva (AMARAL
et al., 2004). O 1,8 cineol, também se apresenta como composto majoritario do 6leo essencial
de Hyptis martiusii. Esta espécie apresenta atividade gastroprotetora frente ao modelo classico
de lesdo gastrica induzida por etanol (CALDAS et al., 2014).

Tanto o Oleo essencial de Croton argyrophyllus e o OEC apresentam em sua
composicéo terpenos. O potencial anti-inflamatorio destes compostos é descrito na literatura
por alguns autores (BENTO et al., 2011; RIELLA et al., 2012; CHAVAN et al., 2010). A
presenca do espatulenol, um sesquiterpeno, como um dos compostos majoritarios tanto do
Croton argyrophyllus quanto do OEC juntamente com 0s outros compostos pode estar
contribuindo para os efeitos anti-inflamatorios e gastroprotetor promovidos por estas espécies.

Geralmente os componentes refletem muito bem as caracteristicas biofisicas e
bioldgicas do 0Oleo essencial a partir da qual foram isolados. No entanto, € possivel que a
atividade do componente principal seja modulada por outros componentes menores. Nesse
sentido para fins biologicos é importante o estudo do 6leo como um todo em vez de estudar
alguns de seus componentes, pois 0 sinergismo entre 0s componentes é significativo
(BAKKALI et al., 2008; MARTINEZ et al., 2009; MERCIER,PROST, 2009).
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4.3 Atividade Antimicrobiana

4.3.1 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima

Muitos antifungicos utilizados para o tratamento de infec¢Ges por Candida produzem
inimeros efeitos colaterais e muitas vezes podem induzir a resisténcia fungica, principalmente
em pacientes imunocomprometidos (FICA, 2004). Os aminoglicosideos podem provocar
nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular como efeitos toxicos (VALLEJO et
al., 2001;0LIVEIRA, 2006). A resisténcia as penicilinas se tornou frequente. Cerca de 90% a
95% das cepas de Staphylococcus aureus é resistente as penicilinas (CASAL et al., 2005). A
descoberta de substancias que promovam efeito sinérgico quando combinados com eles torna-
se relevante uma vez que o efeito sinérgico pode ser utilizado para minimizar estes efeitos.

As concentracgdes inibitorias minimas (CIMs) do produto natural e do DMSO frente
as linhagens bacterianas e antifngicas comparativamente apresentaram o0 mesmo resultado
revelando CIM de 128 pg/mL para as bactérias e CIM de 64 pg/mL para os fungos, nao
demonstrando atividade clinica relevante. O Oleo essencial ndo apresentou atividade
antimicrobiana e a atividade antimicrobiana observada é devido a acdo do DMSO. No
entanto, 0 OEC em combinacdo com os antibidticos gentamicina e oxacilina apresentou
atividade importante na potencializacdo dos efeitos desses farmacos.

Atividades antimicrobianas de 6leos essenciais tem sido extensivamente investigadas
devido as suas aplicacdes na industria farmacéutica e na industria de alimentos, ja que a
resisténcia aos antibidticos e a resisténcia aos agentes microbiol6gicos mais utilizados na
industria de alimentos tem aumentado (ADAM, 2002). Neste sentido, novas substancias
obtidas de espécies vegetais que apresentem atividade antimicrobiana podem vir a ser uma
alternativa viavel, de baixo custo e de facil acesso para a populacéo.

O teste de modulagéo tem como objetivo analisar a influéncia da concentragcdo do
OEC sobre a acdo de concentragfes variadas dos antibioticos frente as cepas bacterianas
multirresistentes. Para isso, uma concentragéo de 16 pg/mL (CIM/8) foi utilizada nos ensaios
de modulacéo da resisténcia bacteriana.

Os aminoglicosideos foram escolhidos para serem utilizados no teste de modulagéo
porque podem provocar nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular como
efeitos toxicos (VALLEJO et al., 2001;0LIVEIRA, 2006). As penicilinas foram também

utilizadas no teste uma vez que se torna crescente a resisténcia aos P- lactdmicos.
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O OEC demonstrou efeito modulador significativo em associagdo com a gentamicina
e oxacilina frente & Escherichia coli e frente & Staphylococus aureus (Figura 5A e 5C). Esta
ultima associacao foi potencializada pelo DMSO, uma vez que 0 DMSO na auséncia do OEC
também apresentou sinergismo com o antibiotico. O DMSO foi responsavel por modular a
atividade da amoxicilina e modular o efeito do antibiético oxacilina frente & Pseudomonas
aerurinosa. O DMSO também antagonizou o efeito da amoxicilina frente a Staphylococus

aureus.

Figura 5: Atividade moduladora de antibidticos do Oleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides (OEC)
em associagdo com aminoglicosideos e penicilinas frente a Escherichia coli (A), Pseudomonas aerurinosa (B) e
Staphylococus aureus ( C).
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Muitas plantas medicinais sdo utilizadas como fonte de drogas antimicrobianas para
o tratamento de doencas infecciosas, inclusive contra bactérias multirresistentes aos
antibidticos (BUTLER et al., 2006). Os produtos de origem vegetal ou animal podem alterar o
efeito de antibidticos seja reduzindo ou aumentando suas atividades podendo assim serem
denominados de modificadores da atividade antibidtica (COUTINHO et al., 2008,
RODRIGUES et al., 2009). Os componentes volateis do 6leo essencial de Lantana camara
aumentou a atividade do antibiético amicacina em 65% contra S. aureus e P. aeruginosa
(SOUSA et al., 2012).0 6leo essencial de Lippia alba modificou a atividade do antibi6tico
eritromicina frente a Staphylococcus aureus (VERAS et al.,, 2011).. O 6leo essencial de
Lippia sidoides conseguiu modificar a atividade da Penicilina G e Ceftriaxona frente a
Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis (VERAS et al.,, 2013). O sinergismo dos
produtos naturais com o0s agentes antimicrobianos pode ser utilizado nos tratamentos
terapéuticos (MATIAS et al., 2010, SOUSA et al., 2011).

O uso de Oleos essenciais como agentes antimicrobianos oferece baixo risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana, pois eles representam uma mistura de substancias
e a atividade pode estar relacionada a varios compostos, o que dificulta a adaptacdo dos
microrganismos (DAFERERA et al., 2003). Eles podem inibir os microrganismos por varios
modos de acdo, e em parte, este efeito pode ser devido a hidrofobicidade, o que altera a
permeabilidade da membrana celular e torna mais permeével a absor¢do dos antibioticos,
causando perda do conteudo vital da célula (BURT et al., 2004; JUVEN et al., 1994).
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Os terpenos presentes nos Oleos atuam sobre as estruturas da membrana celular
causando danos (SIKKEMA et al., 2004) e sdo classificados como modificadores da atividade
antibidtica (NICOLSON et al., 1999). Estudos relatam a atividade antimicrobiana 1,8-cineol,
um dos compostos majoritarios do OEC (OKE et al., 2009; ALT-OVAZZOU et al., 2011.Em
alguns estudos, Oleos que apresentaram o espatulenol como composto majoritério
demonstraram atividade contra bactérias gram- positivas e gram-negativas (COBOS et al.,
2001; TZAKOU et al., 2003).

No nosso estudo tanto bactéria Gram-positiva quanto a Gram-negativa foram
susceptiveis a interacdo do OEC com drogas antimicrobianas. Geralmente, as bactérias Gram-
positivas sdo mais susceptiveis a modulagdo do que as Gram negativas. Uma explicacdo para
este fato € que as bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular que ndo impede a
entrada de moléculas téxicas e as bactérias Gram-negativas apresentam um sistema de
barreira constituida pela parede celular, conferindo permeabilidade aos agentes
antimicrobianos e aumentando a resisténcia (LAMBERT, 2002). As bactérias gram-negativas
sdo rodeados por uma membrana adicional, que proporciona uma superficie hidrofilica e
funciona como uma barreira de permeabilidade para os diversos agentes hidrofobicos externos
e essa barreira é devida a presenca de lipopolissacarideo (HELANDER et al., 1997;
NIKAIDO, 2003).

Sdo comuns na literatura espécies do Género Croton que apresentam atividade
antimicrobiana, como por exemplo: o dleo essencial das folhas de Croton campestris
potencializou os efeitos de aminoglicosideos, exceto gentamicina (ALMEIDA et al., 2013).
Croton zehntneri apresentou atividade contra Escherichia coli e Staphylococus aureus
utilizando o método de difusdo em discos (COSTA et al., 2008). Croton rhamnifolioides
também apresentou atividade contra Escherichia coli e Staphylococus aureus utilizando o
método de difusdo em discos (COSTA et al., 2013). Compostos obtidos de Croton urucurana,
catequina e &cido acetil aleuritpolico, apresentaram efeito antimicrobiano contra
Sthaphylococcus aureus e Salmonella typhimurium O linalol, composto presente no dleo
essencial de Croton cajucara, inibe o crescimento de colénias de Candida albicans,
Sthaphylococcus aureus e Streptococcus mutans (SALATINO et al., 2007). Esses estudos
foram realizados através da teécnica de difusdo. Entretanto, vale a pena ressaltar que a técnica
de microdiluicéo, técnica utilizada no nosso estudo, representa a técnica mais aceita para estes
bioensaios (HADACEK; GRECER,2000).
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No presente estudo o 6leo essencial de Croton rhamnifolioides demonstrou efeito
modulador significativo em associacdo com a gentamicina e oxacilina frente a Escherichia
coli e frente a Staphylococus aureus.

Na modulacdo de Antifingicos, a concentracdo subinibitéria de 8 pg/mL
(determinado pela CIM/8), foi utilizada. Os resultados na figura 6 demonstraram que o OEC
ndo potencializou a acdo dos antifingicos anfotericina e benzoilmetronidazol frente as
linhagens de fungos: Candida albicans e Candida tropicalis. O OEC potencializou somente 0
efeito do antifdngico nistatina frente a linhagem de Candida tropicalis. A reducdo da CIM do
antifungico na presenca do produto natural indica que o mesmo é capaz de atuar
sinergicamente favorecendo o efeito antifingico. Pode-se observar que o DMSO, agente
emulsificante, foi responsavel por promover antagonismo em relacdo ao OEC quando

utilizou-se nistatina frente a linhagem de Candida albicans.

Figura 6: Atividade moduladora de antibi6ticos do Oleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides (OEC)

em associacdo com nistatina, anfotericina e benzoilmetronidazol frente a Candida tropicalis (A), € Candida

albicans (B)
) EE ANTIFUNGICO (MICpg/mL)
1500 - OEC+ ANTIFUNGICO+DMSO
ES CONTROLE (DMSO)

-
£ 10004 o [l — o ] —
. E— —]
» — —
£ — —
© 500 —] —
© — —]
st — —
R} — —
c | — —

20T — —
< a,lb, ] ]
S — —
g 154 —] —
= — —
o —] —
o —] —]
< ——} ——}
o ] —]
° — —

T T
NISTATINA ANFOTERICINA BENZOILM

ANOVA: ®p < 0,001 OEC vs MIC; *P < 0.0001 controle vs OEC; ®P < 0.0001 OEC vs controle



61

B)

EE ANTIFUNGICO (MICpg/mL)
OEC+ ANTIFUNGICO+DMSO
ESl CONTROLE (DMSO)

1050 A
550

50 =~
20T

154

[OTTTEATFATTTEAT ST

[LDTTTEAFATTTET ST

NISTATINA ANFOTERICINA BENZOILM

ANOVA: #p < 0.0001 controle vs MIC; ™p < 0,0001 controle vs EOC; P < 0.0001 OEC vs

controle.

Muitos antifungicos utilizados para o tratamento de infec¢des por Candida produzem
inimeros efeitos colaterais e muitas vezes podem induzir a resisténcia fangica, principalmente
em pacientes imunocomprometidos (FICA,2004). Este sinergismo observado pode ser
importante para aumentar o efeito antifngico e diminuir a resisténcia.

Ao se introduzir um agente emulsificante ele pode possuir atividade antimicrobiana
ou esta sujeito a interacBes com a substancia em teste, (HAMMER et al., 1999; JANSEN et
al., 1987), podendo agir de modo sinérgico ou antagbnico aos componentes do Gleo
(TAKARADA et al., 2004; COX et al., 2000).

Vaérias espécies do género Croton tem demonstrado acdo antifungica, como por
exemplo, Croton zehntneri, Croton nepetaefolius e Croton argyrophyloides (FONTENNELE
et al., 2007). Em alguns estudos, 6leos que apresentaram o espatulenol como composto
majoritario demonstraram atividade antifungica contra Trichophyton tonsurans, Trichophyton
rubrum, Trichophyton menthagrophytes e Epidermophyton floccosum (FLACH et al., 2002).
Provavelmente, a atividade antifingica do O6leo essencial € devido aos componentes
majoritarios. Colaborando com esta hipotese, estudos anteriores tem demonstrado que o
espatulenol e o 6xido de cariofileno sdo compostos que apresentam atividade contra fungos
filamentosos (FARAG et al., 2004; WENQIANG et al., 2006). A atividade antifungica
apresentada pelo OEC pode ser atribuida em parte ao seu componente majoritario, o

espatulenol.
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4.4 Avaliacdo da Toxicidade aguda e Dose Letal Média (DLsp)

O valor da dose letal média é estabelecido com a finalidade de evitar o uso
inadequado de superdoses que possam levar a mortalidade ou morbidade. Considerando a
inexisténcia de estudos anteriores com administracéo oral do OEC, determinou-se a partir das
concentragdes testadas (2000, 1500, 500, 250, 150, 50, 15 e 5 mg/Kg) que o 6leo nédo foi
capaz de provocar mortalidade dos animais em doses inferiores a 2000 mg/kg por via oral,
nesse sentido, pode-se concluir que dose letal média (DLsg) deva ser maior que 2000 mg/Kg
(DLsp > 2000 mg/Kg), representando baixa toxicidade. O resultado obtido com o OEC pode
ser comparado ao 06leo essencial de Croton cajucara gque também apresentou baixa toxicidade
em camundongos (HIRUMA-LIMA et al., 1999).

4.5 Atividade Antiulcerogénica

4.5.1 Lesdo Gastrica induzida por etanol

A administracdo intragéstrica de etanol absoluto representa um modelo classico de
inducdo de lesdes gastricas em animais, sendo utilizado para o estudo fisiopatologico e
prospeccdo de novas moléculas (KWIECIEN et al.,, 2002; KONTUREK et al., 1998;
KONTUREK et al., 2001). A origem das lesdes gastricas induzidas pelo etanol é de origem
multifatorial, mas tem como ponto de partida a capacidade do etanol penetrar na mucosa,
causar a liberacdo de substancias vasoativas e provocar lesédo endotelial (SZABO et al., 1985;
SZABO et al 1987). O etanol, quando administrado, provoca uma diminuicdo da defesa
fisiolégica da mucosa, uma vez que diminui o fluxo sanguineo local, a producdo de muco, a
secrecdo de bicarbonato e os niveis de glutationa e prostaglandina enddgena. O etanol
também ativa os mecanismos que sdo considerados fatores agressores que podem provocar
ulceracdo e aumentam a liberacdo de histamina, influxo de célcio, producao de leucotrienos e
geracao de radicais livres (POSSENTI et al., 2012).

Neste modelo, os estdmagos dos animais que receberam solucgéo salina apresentaram
a maior porcentagem de area lesionada devido a agdo do etanol administrado, com media de
15,92 + 0,87%. O grupo que recebeu omeprazol (30mg/Kg, v.0.), medicamento utilizado

como referéncia, apresentou média de 10,86 = 1,12%. Os grupos que receberam 100, 200 e
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400 mg/Kg do OEC apresentaram as médias 11,96 + 0,81%, 9,34 + 0,26%, 10,05 + 0,43%,
respectivamente (Figura 7).

Figura 7: Efeito da administracdo oral do OEC sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos com cada grupo contendo a média de seis animais. Os mesmos foram tratados com salina (1% de
Tween 80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.o.-controle negativo), Omeprazol (30 mg/ Kg v.0.) ou OEC
(100, 200 e 400 mg/Kg v.0.). Apds 1h dos tratamentos, os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/ v.0.).
Decorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados e submetidos a analise no programa Imaje J. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.), avaliados pela analise de variancia (ANOVA),
comparado ao Sidak, sendo os calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism e de acordo
com os valores obtidos nos testes. a, p<0,01 versus Controle negativo. a; p<0,001 versus Controle negativo e a4
p<0,0001 versus controle negativo.

201
©
- —
©
[
o
- 15 o a,
i_) ——
©
(]
Nooj 10-
]
© ==
N
IS
o 5 =
S
]
O\O

0 T T

CN
cP 100 200 400
mg/Kg OEC

O etanol quando administrado produz uma resposta inflamatoria e promove a
destruicdo da camada protetora da mucosa causando uma necrose celular, resultante de varios
eventos que incluem a liberagdo de radicais livres, enzimas e substancias vasoativas. Isto
provoca vasoconstriccdo, edema e hemorragia, comprometendo assim o fluxo sanguineo da
mucosa (CASTRO et al., 2010; ROCHA et al., 2011). As lesdes ocorrem predominantemente
na parte glandular do estbmago com formacao de Leucotrienos C4 (LTC4), ERO's, produtos
secretados dos mastdcitos, diminuicdo do muco e deplecdo dos grupamentos sulfidrilicos,
resultando em dano a mucosa gastrica (RAO et al., 2004).

Os resultados obtidos neste modelo mostram que o OEC protegeu a mucosa,
sugerindo haver atividade gastroprotetora para o OEC. Este resultado refor¢a a utilizagdo na
medicina popular deste género como Croton malambo (SUAREZ et al., 2003), Croton
nepetaefolius (LAHLOU et al., 2000), Croton cajucara (CAMPOS et al., 2002), Croton
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Zehntneri (COELHO DE SOUZA et al., 1997) e Croton palanostigma (MILLER et al., 2000)
para o tratamento das desordens do TGI.

A atividade gastroprotetora das plantas pode ser atribuida a presenca de substancias
como cumarinas, terpenos, alcaloides, flavonoides, taninos e acidos fenolicos (MOTA et al.,
2009). As plantas do género Croton sdo ricas em terpendides e alcaloides e a presenca desses
compostos pode explicar a agdo gastroprotetora do OEC. Os terpenos compreendem o maior
grupo de produtos vegetais, apresentam grande variedade estrutural (DEGENHARDT et al.,
2009) e possuem, entre as propriedades medicinais, a atividade gastroprotetora (PERTINO et
al., 2007).

Resultado semelhante ao nosso foi encontrado em estudos anteriores com Croton
Zehntneri e Croton cajucara Coelho-de-Souza et al., 2011, relatam o efeito gastroprotetor do
o0leo essencial de Croton Zehntneri frente aos modelos de lesdo gastrica induzidos por etanol e
indometacina. Croton cajucara, popularmente conhecida como sacaca, é utilizada na
Amazobnia para desordens do TGI e seu Oleo essencial possui atividade gastroprotetora
comprovada cientificamente frente aos modelos de lesdo gastrica induzidos por etanol e
indometacina (HIRUMA-LIMA, 1999). A presenca de terpenos em Croton rhamnifolioides
pode explicar a acdo gastroprotetora apresentada.

Muitos dos constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas da espécie em estudo
também estdo presentes no 6leo essencial das folhas da Hyptis martiusii. Podemos encontrar
nas duas espécies 1,8 cineol, trans-cariofileno, aromadendreno, a-humuleno, germacreno-D,
espatulenol, 6xido de cariofileno, globulol e 6—cadineno (CALDAS et al., 2011). Destes
compostos, o0 1,8-cineol se apresenta como um dos compostos majoritarios tanto em Hyptis
martiusii quanto na espécie em estudo. Além disso, estes dois produtos naturais tem em
comum a atividade gastroprotetora. Em estudo realizado por Caldas et al., 2011, o 6leo das
folhas de Hyptis martiusii apresentou atividade gastroprotetora frente aos modelos classicos
de inducdo de Ulceras gastricas (etanol, etanol acidificado e indometacina). A presenca destes
compostos pode explicar em parte a atividade protetora da mucosa géastrica.

4.5.2 Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado

Neste modelo, os estbmagos dos animais do grupo controle negativo (salina)
apresentaram a maior porcentagem de area lesionada devido a acdo do etanol administrado,
com média de 23,85 + 1,94%. O grupo que recebeu omeprazol (30 mg/Kg), medicamento

utilizado como referéncia, apresentou média de 16,18 + 1,54%. Os grupos que receberam 100,
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200 e 400 mg/Kg do OEC apresentaram as médias 16,51 + 0,89%, 14,76 + 0,86%, 17,91 £
1,54% respectivamente. Todos 0s grupos apresentaram significancia em relacdo ao controle
salina, onde o grupo omeprazol 30 mg/kg e a dose de 100 do OEC com significancia de p<
0,01, a dose de 200 mg/Kg com significancia de p< 0,001 e a dose de 400 mg/kg com
significancia de p< 0,05. (Figura 8)

Figura 8: Efeito da administracdo oral do OEC sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado
em camundongos com cada grupo contendo a média de seis animais. Os mesmos foram tratados com salina
(1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/ Kg v.0.) ou OEC (100, 200 e
400mg/Kg v.0.). Apos 1h dos tratamentos, os animais receberam etanol acidificado (0,2 mL/ v.0.). Decorridos 30
minutos, os animais foram sacrificados e submetidos a analise no programa Imaje J. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.), avaliados pela andlise de varidancia (ANOVA)
comparado com Dunnet, sendo os calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism e de
acordo com os valores obtidos nos testes. a; p<0,05versus controle negativo.a, p<0,01 versus controle negativo. e
a3 p<0,001 versus controle negativo.
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Os resultados da atividade antiulcerogénica do OEC no modelo de Lesdo gastrica
induzida pela administracdo oral de etanol acidificado demonstrou significativo efeito
antiulcerogénico em todas as doses testadas. O etanol induz a libertacdo de histamina a partir
de mastocitos (OATES; HAKKINEN, 1988). E bem conhecido que as lesbes gastricas
induzidas pelo etanol ndo sdo inibidas por agentes anti-secretores, mas sdo inibidas por
agentes que aumentam fatores defensivos da mucosa, tais como o misoprostol (ROBERT et
al., 1979). Estes resultados indicam que o OEC promove atividade protetora eficiente
atividade provavelmente por aumentar os elementos de protecdo da mucosa gastrica, tais
como muco e bicarbonato, uma vez que inibe a formagdo de lesdes ulcerativas nos modelos
até agora apresentados. Esta hipdtese é corroborada com a acdo do OEC obtida no modelo de
lesdo gastrica induzida por indometacina, uma vez que, a lesdo provocada por este modelo

estd relacionada a diminuicdo de compostos sulfidrilicos e o aumento de peroxidos e
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compostos como cisteina, glutationa reduzida (GSH) e cisteamina promovem citoprotecdo
contra este tipo de inducdo (MIZUI, DOTEUCHI, 1987).

O composto a-humuleno, um dos compostos encontrado no OEC apresenta atividade
antioxidante, o que pode explicar em parte, a gastroprotecdo promovida pelo OEC. O 1,8-
cineol, também conhecido como cineol ou eucaliptol, € um dos compostos majoritarios da
espécie em estudo (Tabela 3). Na literatura constam diferentes aplicacdes terapéuticas para
este composto, entre elas, atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva (SANTOS, RAO,
1998), e antitumoral (MOTEKI, 2002). SANTOS, RAO, 2001, relata a atividade
gastroprotetora deste composto no modelo de leséo gastrica induzida por etanol. 1,8-cineol se
apresenta como um dos compostos majoritarios tanto em Hyptis martiusii quanto na espécie
em estudo. Estes dois produtos naturais tem em comum a atividade gastroprotetora. O Gleo
das folhas de Hyptis martiusii apresentou atividade gastroprotetora frente aos modelos
classicos de inducdo de ulceras gastricas (CALDAS et al., 2011). Em outro estudo, o linalol,
um dos constituintes do OEC, também apresentou atividade gastroprotetora frente ao modelo
de lesdo gastrica induzida por etanol (BAROCELLI et al., 2004). E possivel que o0s
compostos minoritarios modulem a atividade dos componentes majoritarios, ocorrendo desta
maneira, um sinergismo entre eles. Portanto, neste sentido, para fins biolégicos, estudar o éleo
essencial do que alguns constituintes separadamente fornece resultados mais significativos
(MARTINEZ et al., 2009; MERCIER, PROST, 2009). Face do que foi apresentado, pode-se
inferir que a presenca destes constituintes na composicdo do OEC pode ser responsavel pela

atividade gastroprotetora observada.

4.5.3 Lesdo géstrica induzida por Indometacina

Os Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) estdo entre os medicamentos mais
prescritos no mundo e sdo comumente utilizados para o alivio da dor e processo inflamatorios.
Laine, (2002) relata relacdo entre o uso de AINES e o aparecimento de Ulceras géstricas e
duodenais Os AINES sdo divididos em varias classes quimicas, sendo a indometacina um
derivado inddlico. Trata-se de um potente inibidor ndo-seletivo da ciclooxigenase (COX),
enzima que catalisa a formacéo de prostaglandinas, que também pode inibir a fosfolipase A e
C, reduzir a migracao de neutrdfilos e diminuir a proliferacdo de células T e B (KATZUNG,
2007). O contato da indometacina com a mucosa é capaz de agredi-la devido a sua acéo
irritante local (GONCALEZ et al., 2001).
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LesGes induzidas experimentalmente por indometacina sao consideradas ferramentas
de valor para o estudo da patogénese da ulceragdo aguda da mucosa gastrica e como teste de
novas substancias com potencial atividade gastroprotetora (SZABO et al., 1985, ALAM et
al., 2009).

As Ulceras induzidas com a utilizacdo de AINES ocorrem por inibicdo das enzimas
cicloxigenases que sdo responsaveis pela sintese de prostaglandinas. As prostaglandinas
protegem a mucosa por inibir a secrecdo gastrica, aumentar a quantidade de muco, e por ser
uma substancia vasodilatadora que garante o aporte nutritivo necessario para o bom
funcionamento celular (WALLACE, MCKNIGHT, 2000, LEWIS, HANSON, 1991). Os
AINES podem provocar danos no endotélio vascular, redugdo do fluxo sanguineo, formacao
de micros-trombos e ativacdo de neutréfilos (GUTH, 1992).

Neste modelo, os estbmagos dos animais sdo avaliados por pontuacdo determinada
pelo método de score, realizando uma quantificacdo das lesdes gastricas que geraram um
valor de acordo com a tabela 2 (ZINKIEVICK et al., 2010). Neste sentido, 0s animais que
receberam solucdo salina, apresentaram score com média de 5,14 + 0,14 e, consequentemente,
maior area lesionada. As lesbes nesse modelo podem esta relacionada a acdo da indometacina
sobre a produgdo do muco-bicarbonato. O grupo que recebeu omeprazol (30 mg/Kg),
medicamento utilizado como referéncia, apresentou um score médio de 2,85 + 0,40. Os
grupos que receberam 100, 200 e 400 mg/Kg do OEC apresentaram score médio de 4,71 +
0,18, 4,71 + 0,18 3,85 * 0,26 respectivamente. Somente 0s grupos omeprazol 30 mg/Kg e
OEC 400mg/Kg apresentaram significancia em relacdo ao controle salina, onde o grupo
omeprazol 30 mg/Kg com significancia de p< 0,001, a dose de 400 mg/Kg com significancia
de p< 0,01. A dose de 400 mg/kg apresentou a dose mais eficiente em relacdo a reducgéo da

area lesionada (Figura 9).

Figura 9: Efeito da administragdo oral do OEC sobre as lesfes gastricas induzidas por indometacina em
camundongos com cada grupo contendo a média de seis animais. Os mesmos foram tratados com salina (1% de
Tween 80 em solucédo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/ Kg v.0.) ou OEC (100, 200 e 400
mg/Kg v.0..). Apds 1h dos tratamentos, 0s animais receberam indometacina (10mg/kg v.o.). Decorridos 6 horas
da administragdo da indometacina, os animais foram sacrificados e submetidos a analise no programa Imaje J.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.), avaliados pela analise de variancia
(ANOVA) comparado com Tukey, sendo os célculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism
e de acordo com os valores obtidos nos testes. a; p<0,001 versus controle negativo.a, p<0,01 versus controle
negativo. bz p<0,001 versus controle positivo.
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Neste modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina, 0 OEC apresentou um
efeito gastroprotetor na dose de 400 mg/Kg, v.0. Nesta dose, a indometacina nao foi capaz de
reverter a gastroprotecdo promovida pelo OEC. Este resultado pode ser comparado ao
resultado obtido com a utilizacdo do 6leo essencial de Croton cajucara, onde conseguiu
reduzir as lesbes na mucosa gastrica promovida pela indometacina (HIRUMA-LIMA et al.,
1999). O resultado obtido com o dleo essencial de Hyptis martiusi também pode ser
comparado ao resultado obtido com o OEC. O oleo essencial de Hyptis martiusi que
semelhante ao OEC apresentou 1,8 cineol como um dos compostos majoritarios, apresentou
atividade gastroprotetora quando as lesGes gastricas foram induzidas por etanol, etanol
acidificado e indometacina (CALDAS et al., 2011).

Varios 6leos essenciais de plantas aromaticas sdo utilizados devido as suas atividades
gastroprotetoras: Bacharis dracunculifolia (MASSIGNANI et al., 2009; MENEZES et al.,
2005); Casearia sylvestris (ESTEVES et al., 2005; LORENZI et al., 2002); Croton cajucara
(ROZZA et al.,, 2011), Hyptis martiusi Benth (AGRA et al., 2008) e Hyptis spicigera
(TAKAYAMA et al.,, 2011). Em todas essas espécies, o 1,8 cineol ou o espatulenol,
apresentam-se como compostos majoritarios. Em outro estudo, para este composto é relatada
a propriedade de proteger a mucosa gastrica contra Ulceras induzidas por indometacina
(SANTOS & RAO, 2001). Santos et al., 2004 relata os efeitos anti-inflamatério, analgésico,
hepatoprotetor e gastroprotetor do 1,8 cineol. A presenca destas substancias pode explicar em
parte o efeito gastroprotetor promovido por estes produtos naturais.

Outro estudo realizado mostrou que o 6leo essencial de Croton zehntneri € composto
por vérias substancias entre elas, 1,8- cineol, a-pineno, f-elemeno e 6xido de cariofileno e que
este produto natural apresenta atividade gastroprotetora frente a modelos classicos de indugéo

de lesdo gastrica (MORAIS et al., 2006). Essas mesmas substancias foram encontradas no
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OEC. Pode-se sugerir que a presenca de tais compostos pode influenciar a atividade protetora
da mucosa géastrica apresentadas por estes 6leos essenciais Nesse sentido para fins bioldgicos
é importante o estudo do 6leo como um todo em vez de estudar alguns de seus componentes,

pois 0 sinergismo entre os componentes € significativo (BAKKALI et al., 2008).

4.6 Teste de barreira fisica

O teste de barreira fisica permite descartar a hipdtese que o OEC estivesse atuando
apenas como uma protecdo fisica, exercendo, portanto, uma a¢do mecanica formando uma
pelicula do OEC sobre a mucosa, a qual impediria que o etanol removesse a camada de muco.

Neste modelo, os estdmagos dos animais que receberam solucdo salina, apresentaram
a maior porcentagem de area lesionada devido a acdo do etanol administrado, com média de
37,89 £ 4,30%. O grupo que recebeu OEC (200 mg/Kg, v.0.) apresentou média de 23,60 +
2,66% com significancia de p< 0,05 em relacé&o ao grupo salina. Esta mesma significancia foi
observada com o grupo que recebeu OEC (200 mg/Kg, i.p.). O grupo que recebeu o OEC
(200 mg/Kg v.i.p.) apresentou uma média de 23,29 + 3,38%. (Figura 10)

Figura 10: Efeito do teste de barreira fisica. Os camundongos foram tratados com solucédo salina (1% de
Tween 80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0..) e OEC (200 mg/Kg v.0..) ou OEC (200 mg/Kg .i.p..) Apds
1h dos tratamentos, os animais do grupo via oral receberam etanol acidificado ( 0,2mL/ v.0.) e 0 grupo que
recebeu o OEC por via intraperitonial receberam o etanol acidificado(0,2mL/ v.0..) depois de 30 minutos.
Decorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados e submetidos a analise no programa Imaje J. Os resultados
foram expressos como media + erro padrdo da média (E.P.M.), avaliados pela anélise de variancia (ANOVA),
sendo os calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism e de acordo com os valores obtidos
nos testes. a; p<0,05 versus controle negativo (v.o../ .i.p..).
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Os grupos que receberam o OEC, tanto por via intraperitonial quanto por via oral,
demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao grupo salina,
permitindo concluir que a contribui¢do na protecdo gastrica promovida pela formacéo de uma
barreira fisica ndo é consideravel. Fazendo a comparacao entre 0s grupos que receberam o
OEC, nédo houve diferenga significativa entre os dois grupos analisados, reforgando a ideia
que o OEC apresenta atividade gastroprotetora independente da via de administracdo ser oral
ou intraperitoneal. Resultado semelhante foi observado com Croton cajucara. Estudo
realizado mostrou que o Oleo essencial de Croton cajucara apresenta atividade protetora
quando administrado seja pela via oral, seja pela via intraperitonial (HIRUMA-LIMA et al.,
1998).

4.7 Elucidacdo do Mecanismo de Ac¢ao envolvido na Atividade Gastroprotetora

4.7.1 Envolvimento do Oxido Nitrico

Neste mecanismo, 0s animais tratados apenas com solucao salina (1% de Tween 80
em solugdo salina 0,9% v.0.) mostraram apds a administracéo do etanol absoluto uma &rea de
lesdo da mucosa géstrica de 20,16 + 2,08%. O grupo tratado com o OEC (200 mg/Kg v.0.)
reduziu de forma significativa o percentual de lesdo gastrica (9,62 + 0,27%) em compara¢do
com o grupo tratado apenas com salina (20,16 *+ 2,08%), correspondendo um percentual de
inibicdo de 52,29%. A L-arginina (600 mg/kg, i.p.) também reduziu a porcentagem de area
lesada (12,87 + 1,53%), porém esta reducdo nao foi significativa em relacdo ao grupo salina.
A administracdo de L-NAME reverteu o efeito protetor da L- arginina (27,56 +4,43%). O L-
NAME quando administrado antes do OEC (200mg/Kg v.0.) teve seu efeito agressor reduzido
de forma significativa (15,81 + 2,31%), com p < 0,05 em relacdo ao grupo tratado com L-
NAME e L- arginina. O OEC (200mg/Kg v.0.) quando associado ao L- NAME (20 mg/Kg,
i.p.) teve seu efeito protetor reduzido de forma significativa, apresentando percentual de area
ulcerada de 15,81 + 2,31%. (Figura 11)

Figura 11: Efeito do pré-tratamento com L-NAME na gastroprotecdo promovida pelo OEC. Os animais foram
tratados previamente com salina (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9% v.0.), L-arginina (600 mg/kg, v.0.) ou
OEC (200 mg/kg, v.0.) 1 h antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal). Nas combinag@es, L- NAME (10
mg/kg, i.p.) foi administrado 1h ap6s os animais receberem L- arginina (L-arginina + L- NAME) ou OEC 200
mg/Kg (grupo OEC 200 + L_NAME. Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica
ulcerada (n= 6 animais por grupo). a;p< 0,05 versus controle negativo; bsp<0,001 versus OEC 200mg/Kg, c,p<
0,01 versus L-arginina; d;p<0,05 versus L-arginina + L-NAME (ANOVA e Teste de Tukey).
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O Oxido Nitrico (NO) é produzido pela enzima 6xido nitrico sintetase e é um
mediador que desempenha importante funcdo para a defesa da mucosa gastrica. Apos a sua
liberagdo, rapidamente se transforma em nitrito e nitrato que sdo seus metabolitos estaveis
(VICENT et al., 2010). Este mediador € importante na regulacdo do fluxo sanguineo
(WALLACE et al., 2006), regulacdo da secrecdo do muco aumentando a disponibilidade de
bicarbonato oriundo da circulagdo (UNEYAMA et al., 2009; MORAIS et al; 2010; BROWN
et al., 2003), aumento do fluxo sanguineo (WALLACE et al., 2000) e inibi¢cdo da infiltracdo
de neutrofilos (WALLACE et al., 1997).

Para investigar a participacdo do Oxido nitrico no efeito gastroprotetor foi utilizado
L-arginina, substrato para a sintese de do 6xido nitrico, e L-NAME (N®- nitro- L-arginina-
metilester), um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) (OLINDA et al., 2008). Os
bloqueadores da eNOS agravam macro e microscopicamente as lesdes associadas ao etanol e
reduzem o fluxo sanguineo da mucosa, alterando a hemodinamica gastrica. Esses efeitos sao
reduzidos pela L-arginina que funciona como substrato para a génese do 6xido nitrico
(MASUDA et al., 1995). A utilizacdo de inibidores da sintese de NO, como o L-NAME, tem
sido utilizado para avaliar o efeito da via da sintese do NO sobre o efeito gastroprotetor de
varias drogas (LEITE et al., 2008; OLINDA et al., 2008; MORAIS et al., 2010,
CERQUEIRA et al., 2012).

De acordo com estes dados, fica evidente que o efeito gastroprotetor do OEC (200
mg/Kg) tem o envolvimento desta via, uma vez que o L-NAME, um inibidor da sintese do
NO, reverte de forma significativa a protecdo da mucosa produzida pelo OEC. O
envolvimento do oxido nitrico também foi observado com o Oleo essencial de Croton
nepetaefolius Respostas vasodilatadoras promovidas por este Oleo e um dos seus

componentes, o—terpineol foram atenuadas na presenca do L-NAME (MAGALHAES et al.,
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2008) Lippia gracilis, que apresenta assim como Croton rhamnifolioides, o orto cimeno na
sua composicdo, também teve a participacdo da via do Oxido nitrico no seu efeito
antinociceptivo (GUILHON et al., 2011). O efeito gastroprotetor do OEC pode ser devido a

acOes isoladas dos compostos majoritarios ou a um sinergismo entre 0S compostos.

4.7.2 Envolvimento dos Canais de potéssio ATP-dependentes

Os canais de potéassio estdo envolvidos em varias atividades fisiologicas do estdmago
e esta propriedade pode ser inibida por substancias como indometacina, bloqueadores dos
canais de potassio e glibenclamida (PESKAR et al., 2002).

A abertura dos canais de potassio nas células endoteliais ajuda a proteger a mucosa
gastrica dos agentes ulcerogénicos. A abertura destes canais provoca um influxo de potéassio.
Isto altera o potencial de acdo da membrana fazendo com que ocorra uma diminuigdo da
entrada de calcio através dos canais levando a vasodilatacdo (NILUS; DROOGMANS, 2001).

Neste mecanismo, 0s animais tratados apenas com solucao salina (1% de Tween 80
em solucéo salina 0,9% v.0.) mostraram ap0s a administracao do etanol absoluto uma area de
lesdo da mucosa géstrica de 33,42 + 0,57%, demonstrando a capacidade do etanol absoluto
em promover lesdes gastricas. O grupo tratado com o OEC (200 mg/Kg v.0.) reduziu de
forma significativa o percentual de les&o géstrica (9,63 * 0,28%) em comparagdo com 0 grupo
tratado apenas com salina (33,42 + 0,57%). A participacdo dos canais de potassio ATP-
dependentes foi evidenciada realizando um pré-tratamento com glibenclamida (5mg/Kg, v.0.)
antes da administracdo do diazoxido (3mg/Kg, i.p.) ou OEC (200 mg/Kg, v.0.), que
resultaram em valores de média de 34,16 + 1,10% e 13,27 * 0,48%. A glibenclamida
conseguiu reverter o efeito gastroprotetor promovido pelo OEC, demonstrando o

envolvimento dos canais de potassio como mecanismo de ac¢do. (Figura 12)

Figura 12: Efeito do pré-tratamento da glibenclamida na gastroprote¢do promovida pelo OEC. Os animais
foram tratados previamente com salina (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9% v.0.), OEC (200 mg/kg, v.0.)
ou diazéxido (3 mg/kg, i.p.) 1 h ou 30 min antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas
combinac0es, glibenclamida (5mg/kg, v.0.) foi administrada 1h ou 30 min ap6s o OEC (200 mg/kg, v.0.) e
diazdxido (3 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + E.P.M da percentagem de area gastrica ulcerada (n=
6 animais por grupo). a4 p < 0,0001 versus controle negativo, b; p < versus OEC . b, p <0,01 versus OEC . by p <
0,0001 versus OEC. ¢, p < 0,0001 versus diazoxido. d, p < 0,0001 versus glibenclamida + diazoxido. (ANOVA
e Teste deTukey)
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Varias pesquisas vém mostrando o envolvimento dos canais de potassio com as
atividades bioldgicas apresentadas por compostos isolados de produtos naturais. E nosso
estudo corrobora com isto Os canais de potassio podem ser ativados ou bloqueados por
substancias. Quando ativados, aumentam o influxo de ions potéssio, ocorre fechamento dos
canais de célcio diminuindo a quantidade de ions célcio que entra na célula e isto leva a
vasodilatacdo (STENDEN; QUAYLEN, 1998). Guedes et al., 2008 mostra a participacdo dos
canais na atividade gastroprotetora promovida pelo &cido centipédico, um diterpeno de
Egletes viscosa. O isopulegol exerce atividade gastroprotetora e esta atividade € devido em
parte a participacdo dos canais de potéssio (SILVA et al., 2008). O linalol, um dos compostos
presentes no OEC, exerce seus efeitos analgésicos interagindo com receptores e canais de
potassio (DE SOUSA, 2011). O 6leo essencial de Croton sonderianus, que semelhante ao
OEC apresenta 1,8 cineol e espatulenol na sua composic¢do, produz antinocicepcdo e esta
atividade tem envolvimento dos canais de potassio (SANTOS et al., 2005). O 6leo essencial
de Croton nepetaefolius e seu constituinte majoritario, 1,8-cineol, bloqueiam a excitabilidade
do nervo ciatico de ratos por acdo indireta com os canais de potassio (LIMA- ACCIOLY et
al., 2006).

4.7.3 Envolvimento dos receptores noradrenérgicos a,.
Neste mecanismo, 0s animais tratados apenas com solucdo salina (1% de Tween 80

em solucéo salina 0,9% v.0.) mostraram apés a administragdo do etanol absoluto uma area de

lesdo da mucosa géstrica de 34,67 = 0,85%. A administragdo prévia de OEC (200 mg/kg v.0.)
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e Clonidina (0,05 mg/Kg v.0.) reduziram de forma significativa o percentual de lesdo géstrica
(22,38 £ 2,24%) e (21,54 + 1,56%) quando comparados ao grupo tratado com solucdo salina
(1% de Tween 80 em solucéo salina 0,9% v.0.), correspondendo a um percentual de inibicéo
de 35,47% e 37,88%, respectivamente. Os grupos tratados previamente com iombina e que
posteriormente receberam a clonidina e o OEC, também apresentaram uma reducdo
significativa da porcentagem da érea lesada (22,48 + 2,38%) e (22,09 + 3,09%) em
comparagdo ao grupo tratado com salina (1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9% v.0.), 0
que corresponde a um percentual de inibicdo de 35,17% e 36,28%, respectivamente. (Figura
13)

Figura 13: Efeito do pré-tratamento da iombina na gastroprote¢do promovida pelo OEC. Os animais foram
tratados previamente com salina (1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9% v.0.), OEC (200 mg/kg, v.0.) ou
Clonidina (0,01 mg/kg, i.p.) 1 h ou 30 min antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas
combinaces, lombina (2mg/kg, i.p.) foi administrada 1h ou 30 min ap6s o0 OEC (200 mg/kg, v.0.) e Clonidina
(0,01 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + E.P.M da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6
animais por grupo). a, p < 0,01 versus controle negativo ( ANOVA e Teste deTukey).
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Os receptores o adrenérgicos sdo encontrados no sistema nervoso central e
periférico, em tecidos ndo neuronais, pancreas, plaquetas, figado, rins e olhos, onde exercem
funcOes fisiologicas especificas. Podem ser pré ou pos-sindpticos e estdo ligados a uma

proteina G (HAYASHI, 1993). Os receptores o, adrenérgicos pré- sinapticos séo descritos na
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literatura por atuar na protecdo de Ulceras induzidas por indometacina, etanol, acido acetil
salicilico, e estresse (DEL SOLDATO,1986; DI JOSEPH et al., 1987; KUNCHANDY et al.,
1985; GYIRES et al., 2000). Estes receptores produzem efeitos gastroprotetores por maltiplos
mecanismos gque envolvem a inibicao da secrecdo do acido gastrico e da motilidade (GYIRES
et al, 2000; JAMES et al., 2004). A estimulacdo dos receptores o, adrenérgicos no trato
gastrointestinal pode aumentar a absorcdo de cloreto de sddio e de liquido (CHANG et al.,
1986).

A iombina ¢ um antagonista adrenérgico a, Seletivo encontrada na casca da planta
Pausinystalia yohimbe e na raiz da Rauwolfia é utilizada para reduzir ou melhorar problemas
de erecdo (HOFFMAN et al., 1996). Em nosso estudo, ficou evidenciado que a iombina,
antagonista adrenérgico o, seletivo, ndo conseguiu reverter a gastroprotecdo induzida pelo
OEC. Isto nos sugere que o efeito gastroprotetor dom OEC ndo esta relacionado com o0s

receptores noradrenérgicos

4.7.4 Envolvimento dos receptores Histaminicos (H,)

A histamina é produzida no estbmago pelas células enterocromarfins (ECL) e é
liberada ap6s alguns estimulos como a gastrina e acetilcolina (MOSSNER et al., 2005). A
histamina, depois de liberada, difunde-se para seus alvos, as células parietais, ocasionando a
secrecdo gastrica pela ativacdo dos receptores histaminérgicos (Hz) presentes nessas células
(KOEPPEN, STANTON, 2009; SILVERTHORN, 2010). A histamina também pode
estimular a secrecdo de acdo de forma indireta ao se ligar nos receptores Hz que estdo
acoplados nas células D produtoras de somatostatina (KAZUMORI et al., 2004).

No estudo deste mecanismo, 0s animais tratados apenas com solucéo salina (1% de
Tween 80 em solucdo salina 0,9% v.0.) mostraram apo6s a administracdo do etanol absoluto
uma area de lesdo da mucosa gastrica de 32,25 + 0,78%. A administracdo prévia do OEC
(200mg/Kg v.0.) e Ranitidina (40 mg/kg v.0.) reduziram de forma significativa o percentual
de area lesada (9,06 £ 0,53%) e (14,19 + 2,14%) em comparagao ao grupo tratado apenas com
salina (32,25 £ 0,78%), correspondendo a um percentual de inibicdo de 71,90% e 56%,
respectivamente. O grupo que recebeu o OEC (200mg/kg v.0.), mesmo na presenca da
histamina, conseguiu reduzir de forma significante a area de lesdo da mucosa gastrica (10,97
+ 1,18%) quando comparado ao grupo tratado com salina (32,25 + 0,78%). Em contrapartida,

0 grupo que recebeu Ranitidina (40 mg/kg v.0.), na presenca de histamina ndo teve a area de
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lesdo reduzida significativamente (23,89 * 3,69%), quando comparado ao grupo salina (32,25
+0,78%). A administracdo de histamina (2mg/kg, s.c), um dos estimulantes da secrecdo
gastrica, ndo foi capaz de reduzir de forma significativa o efeito protetor do 6leo. Entretanto,
foi capaz de reverter a acdo da Ranitidina, com p < 0,05. Além disso, 0 grupo que recebeu o
OEC e que foi previamente tratado com histamina apresentou uma reducdo significativa da
area lesionada (10,97 + 1,18%) quando comparado ao grupo que recebeu a Ranitidina e foi
previamente tratado com histamina (23,89 + 3,69%), correspondendo a um percentual de
inibicdo da area lesionada de 34,01% e 25,92%. Em nosso estudo, ficou evidenciado que ndo
ha envolvimento dos receptores H,, pois, a histamina ndo conseguiu reverter a gastroprotecdo
induzida pelo OEC. Isto nos sugere que o efeito gastroprotetor dom OEC ndo esta relacionado

com esta via. (Figura 14)

Figura 14: Efeito do pré-tratamento com histamina na gastroprotecdo do OEC. Os animais foram tratados
previamente com salina (1% de Tween 80 em solu¢do salina 0,9% v.0.), OEC (200 mg/kg, v.0.) ou Ranitidina
(40 mg/kg, v.0.) 1h ou 30 min antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combina¢®es,
Histamina (3 mg/kg, s.c) foi administrado 1h ou 30 min apés 0 OEC (200 mg/kg, v.0.) e Ranitidina (40 mg/kg,
v.0.). Os valores representam a media + E.P.M. da percentagem de &rea géstrica ulcerada (n= 6 animais por
grupo). a4 p <0,0001versus controle negativo. b p< 0,001 versus OEC. c; p< 0,05 versus Ranitidina. d, p< 0,01
versus Histamina/ranitidina (ANOVA e Teste de Tukey ).
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A Ranitidina é um antagonista dos receptores H; e inibem a secrecdo gastrica por
competir com a histamina pelos receptores H, nas células parietais. A avaliacdo do
envolvimento dos receptores H, na atividade antiulcerogénica do OEC no modelo de Ulcera
gastrica induzida pelo etanol demonstrou que o efeito gastroprotetor do OEC nao foi revertido
na presenca de histamina, sugerindo que este acdo bioldgica do OEC ndo tem envolvimento
dos receptores histaminicos H,.

4.7.5. Envolvimento Envolvimento da Participacdo dos neurbnios aferentes sensiveis a
capsaicina (TRPV1)

A capsaicina é uma substancia irritante extraidas de pimentas vermelhas presentes
em plantas do género capsicum (MAGA et al., 1975). No TGI existem subpopulacdes de
neurbnios aferentes primarios que contem receptores TRPV-1 (SZOLCSANYI, BARTHO,
2001). Estes receptores séo ativados pela capsaicina, que em pequenas doses promove efeitos
gastroprotetores, aumentando o fluxo sanguineo e a secrecdo de muco e bicarbonato
(WARZECHA et al., 2011).

Trabalhos presente na literatura mostram que a capsaicina ativa os receptores TRPV-
1 e promove efeito protetor contras lesdes gastricas induzidas pelo etanol e que este
mecanismo se deve ao aumento do muco e bicarbonato, aumento da circulacdo da mucosa e
participacdo das prodtaglandinas (PARK et al., 2000, BRZOZOWISKI et al., 2005).

Com base no exposto acima, investigou-se a participacdo dos canais sensiveis a
capsaicina na gastroprotecdo promovida pelo OEC. Neste mecanismo, 0 grupo de animais que
recebeu apenas salina apresentou o maior indice de area lesionada, correspondendo a uma
média de 32,60 + 0,58%. Os grupos tratados com OEC (200mg/Kg, v.0.) e capsaicina
(5mg/kg, i.p.) demonstraram uma reducdo no percentual de area lesionada em relacdo ao
grupo controle, com médias de 7,30 £ 0,08% e 6,57 + 0,51%, respectivamente, confirmando o
poder da capsaicina e do OEC em proteger a mucosa gastrica.

Para elucidar a participacdo dos neurdnios sensiveis a capsaicina na gastroprotecao,
foi realizado um pré-tratamento com capsazepina (5mg/kg, i.p.) antes dos animais receberem
o0 capsaicina (5mg/kg, i.p.) e OEC (200mg/Kg, v.0.), 0 que resultou em valores de média de
25,35+1,25% e 5,94 £0,42% (Figura 15). De acordo com os resultados, pode-se observar que
o efeito protetor da capsaicina foi revertido pela capsazepina. Os resultados mostraram

também que os neurdnios sensiveis a capsaicina ndo estdo envolvidos no efeito gastroprotetor
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do OEC, uma vez que a capsazepina quando administrada ndo conseguiu reverter os efeito
protetor do OEC.

Figura 15: Efeito do pré-tratamento com capsazepina na gastroprotecdo promovida pelo OEC. Os animais foram
tratados previamente com salina (1% de Tween 80 em solucdo salina 0,9% v.0.), OEC (200 mg/kg, v.0.) ou
capsaicina (5 mg/kg, i.p.) 1h ou 30 min antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal, v.0.). Nas
combinacfes, capszepina (5 mg/kg, i.p.) foi administrado 30 minutos antes do OEC (200 mg/kg, v.0.) e
capsaicina (5 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada
(n= 6 animais por grupo). a, p <0,0001versus controle negativo. b, p< 0,001 versus OEC. ¢, p< 0,0001 versus
capsaicina. d, p< 0,0001 versus capazepina/capsaicina(ANOVA e Teste de Tukey ).
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4.7.6 Envolvimento dos Receptores Opioides

Os receptores opioides (u, k e 8) produzem efeitos no Trato Gastrointestinal. Eles séo
acoplados a proteina G, inibem a adenilato ciclase e inibem o AMPc. Ao nivel de membrana,
diminuem a excitabilidade neuronal (por provocar o aumento da permeabilidade ao potassio,
causando hiperpolarizacao) e inibem os canais de calcio. (RANG et al., 1999). Assim,
substancias que agem nesses receptores podem promover gastroprotecdo (STERNINI et al.,
2004).

O termo opioide se refere a qualquer substancia, sintética ou endégena, com efeitos
similares ao da morfina e que sdo blogueados pelo antagonista naloxona (ARVIDSSON et al.,
1995). Os opiaceos ou opioides interagem com receptores proteicos situados nas membranas
de células do Sistema Nervoso Central e em células do Trato Gastrintestinal. Esses receptores
sdo divididos em trés principais grupos: receptor mu (), receptor delta (d) e receptor Kappa
(k) (KATZUNG, 2006).

Os opioides promovem a gastroprote¢do principalmente pela ativagdo de receptores p

e 0, tanto central como perificamente (GYIRES et al., 2000; GYIRES et al., 2012). Além da
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gastroprotecdo, 0s opioides no trato gastrintestinal provocam redugdo da propulséo intestinal,
motilidade gastrica e aumentam a absor¢do de fluidos e eletrolitos (BEARD et al., 2011). A
naloxona, o antagonista dos opioides, tem alta afinidade pelos receptores p e menor afinidade
pelos receptores 6 e k (KATZUNG, 2007) e desta maneira reverte as acdes dos opioides.

Para investigar o envolvimento destes receptores na gastroprotecdo um grupo
recebeu solucdo salina e apresentou maior indice de é&rea lesionada (31,25 + 0,78),
confirmando o potencial do etanol em desenvolver lesbes gastricas. Todos 0s grupos tratados
apresentaram resultados significantes em relagdo ao grupo salina. Os grupos tratados com o
OEC (200mg/kg, v.0.) e morfina (5mg/kg, s.c) apresentaram 8,50 + 0,26% e 8,24 = 1,2%
como valores de média da porcentagem da area lesionada, respectivamente, e néo
apresentaram significancia entre si. A naloxona, um antagonista opidide, foi administrada
para verificar a participacdo dos receptores opioides na gastroprotecdo do OEC. Este
antagonista foi administrado antes da aplicacdo da morfina e do OEC e resultou em valores de
média 18,46 + 0,62% e 23,40 + 2,01%, respectivamente.

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que a naloxona quando administrada
antes da morfina antagonizou o efeito protetor do opioide. A reversdao do efeito protetor
também foi observado quando a naloxona foi administrada antes do OEC. O grupo que
recebeu somente o OEC apresentou 8,50 + 0,26% como média da porcentagem da area
lesionada, enquanto que o grupo que recebeu a naloxona previamente a administracdo do
OEC apresentou 23,40 + 2,01% como média da porcentagem da area lesionada, indicando,

portanto, a participacdo dos receptores opioides no efeito gastroprotetor do OEC. (Figura 16)

Figura 16: Efeito do pré-tratamento com naloxona na gastroprotecdo do OEC. Os animais foram tratados
previamente com salina (1% de Tween 80 em solugdo salina 0,9% v.0.), OEC (200 mg/kg, v.0.) ou Morfina (5
mg/Kg, s.c) 1h ou 30 minutos antes de receberem (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinag¢des, naloxona (2 mg/Kg,
i.p.) foi administrado 15 min antes do OEC (200 mg/kg, v.0.) ou Morfina (5 mg/Kg, s.c). Apds 30 minutos da
administracdo da morfina e 1 hora da administragdo do OEC os animais receberam etanol,,s (0,2mL/animal,
v.0.). Os valores representam a media + E.P.M. da percentagem de &rea gastrica ulcerada (n= 6 animais por
grupo). as p < 0,001 versus controle negativo. a, p < 0,0001 versus controle negativo b, p< 0,0001 versus
OEC. ¢4 p<0,0001 versus Morfina. d; p< 0,05 versus Naloxona/morfina (ANOVA e Teste de Tukey).
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monoterpeno comumente presente em Oleos essenciais e também se faz presente na

constituicio do OEC. Este composto promoveu antinocicepcdo utilizando modelos

experimentais em dor e esta atividade teve o envolvimento dos receptores opioides (PEANA

et al., 2003). O oleo essencial de Croton cajucara, rico em terpenos, apresentou efeito

antinociceptivo e este efeito tem o envolvimento dos receptores opioides (BIGHETTI et al.,

1999) O dleo essencial de Alpinia zerumbet é rico em 4-terpineol, 1,8 cineol, trans cariofileno

e a terpineol, compostos que também estdo presentes no OEC. O o6leo essencial de Alpinia

zerumbet apresentou efeito antinociceptivo e este efeito tem o envolvimento dos receptores

opioides (PINHO et al., 2005). Diante destes dados, pode-se sugerir que o envolvimento com

0s receptores opioides seja atribuido aos terpenospresentes nestas plantas.
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5 CONCLUSAO

A partir da cromatografia gasosa coplada a espectrometria de massa o OEC apresentou
21 componentes, sendo o espatulenol e 1,8 cineol os compostos majoritarios.

e Os resultados indicam que o OEC n&o apresentou atividade antimicrobiana
significativa pela técnica de microdiluicdo, no entanto, o mesmo apresentou

importante agdo moduladora frente as drogas antimicrobianas utilizadas.

e O teste para determinar a dose letal média do OEC demonstrou que OEC apresenta

uma dose letal média por via oral maior que 2000 mg/Kg.

e O OEC apresentou atividade gastroprotetora frente aos modelos classicos de lesdo

gastrica (etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina).

e O estudo dos possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecdo revelou a possivel

participacdo dos receptores opioides, 6xido nitrico e canais de potassio.
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APENDICE A: Tabelas de resultados sobre os testes antiulcerogénicos com dados dos
percentuais da area ulcerada e de reducdo de lesdo gastrica.

Tabela: Efeito do OEC no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto.

GRUPO DOSE (. mg/Kg) % DE AREA LESIONADA % DE INIBICAO
Salina - 16,55 + 2,014 -
Omeprazol 30 mg/Kg 12,50 + 1,23 24,48%
OEC 100 mg/Kg 10,54+ 0,76 * 36,32%
OEC 200 mg/Kg 10,46 £1,63 * 36,80%
OEC 400 mg/Kg 8,99 + 0,57 ** 45,68%

Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média para seis animais/grupo. Salina (1% de Tween
80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/ Kg v.o0.) ou OEC (100, 200 e 400 mg/Kg v.0.)
foram administrados por via oral lhora antes da administracdo de etanol absoluto ( 0,2 mL/ v.0.). Decorridos 30
minutos ap6s a administracdo do etanol os animais foram sacrificados. ~ p< 0,05 ; ~ p< 0,01 versus salina,
avaliados pela Andlise de Variancia ( ANOVA).

Tabela: Efeito do OEC no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol acidificado.

GRUPO DOSE ( mg/Kg) % DE AREA LESIONADA % DE INIBICAO
Salina - 23,85+1,94 -
Omeprazol 30 mg/Kg 16,18 £ 1,54** 32,16%
OEC 100 mg/Kg 16,51+ 0,89 ** 30,78%
OEC 200 mg/Kg 14,76 + 0,86 *** 38,12%
OEC 400 mg/Kg 1791+ 154 * 24,91%

Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média para seis animais/grupo. Salina (1% de Tween
80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/ Kg v.o0. ) ou OEC (100, 200 e 400 mg/Kg
v.0.) foram administrados por via oral 1 hora antes da administragdo de etanol acidificado ( 0,2 mL/ v.0.).
Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol os animais foram sacrificados. * p<0,05; ** p< 0,01 e
*** n < 0,001 versus salina, avaliados pela Andlise de Variancia ( ANOVA).

Tabela: Efeito do OEC no modelo de lesdo gastrica induzida por Indometacina .

GRUPO DOSE ( mg/Kg) % DE AREA LESIONADA % DE INIBICAO
Salina - 5,14 + 0,14 -
Omeprazol 30 mg/Kg 2,85+040" 55,44 %
OEC 100 mg/Kg 471+0,18™ 7,78 %
OEC 200 mg/Kg 471+0,18™ 7,78 %
OEC 400 mg/Kg 3,85+0,26" 25,09 %

Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média para seis animais/grupo. Salina (1% de Tween
80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.), Omeprazol (30 mg/ Kg v.o. ) ou OEC (100, 200 e 400 mg/Kg
v.0.) foram administrados por via oral 1 hora antes da administracdo de indometacina ( 10mg/kg v.0.).
Decorridos 6 horas ap6s a administracdo da indometacina ( 10mg/kg v.0.) os animais foram sacrificados. * p<
0,05 ; ** p< 0,01 e *** p < 0,001 versus salina, avaliados pela Analise de Variancia ( ANOVA).
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Tabela: Efeito do teste de barreira fisica ao avaliar a administracdo intraperitonial em relacdo a oral do OEC
sobre as lesdes induzidas por etanol acidificado em camundongos.

GRUPO DOSE ( mg/Kg) % DE AREA LESIONADA % DE INIBICAO
SALINA - 37,89 £ 4,30 -
OEC 200 mg/Kg V.O. 23,60 + 2,66 * 62,28%
OEC 200 mg/Kg V.1.P. 23,29 +3,38 * 61,46 %

Os resultados séo expressos como média * erro padrdo da média para seis animais/grupo. Salina (1% de Tween
80 em solucéo salina 0,9% 0,1 mL/10g, v.0.) OEC (200 mg/Kg v.0.) ou OEC ( 200 mg/Kg v.i.p.) foram
administrados 1 hora ou 30 minutos antes da administracdo de etanol acidificado ( 0,2 mL/ animal v.0.)
Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do etanol os animais foram sacrificados. * p< 0,05 versus salina,
avaliados pela Andlise de Variancia ( ANOVA).

Tabela: Efeito do pré-tratamento com L-NAME na gastroprotecéo promovida pelo OEC.

GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO DA
ADMINISTRAGAO (mg/Kg) LESIONADA AREA LESIONADA
CONTROLE v.0. - 20,16+ 2,08 -
NEGATIVO
OEC v.0. 100 9,60 + 0,27 52,29%

L- ARGININA i.p. 600 12,87 + 1,53 36,17%
L-NAME/L- i.p./i.p. 20/600 27,56 + 4,43°, -36,70%
ARGININA

L-NAME/OEC i.p./V.0. 20/100 15,81 + 2,31, 21,57%

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6 animais por grupo). *
1p< 0,05 versus controle negativo; ®p<0,001 versus OEC 200mg/Kg, °2p< 0,01; ** p<0,05. ( ANOVA e Teste de
Tukey).

Tabela: Efeito do pré-tratamento com Glibenclamida na gastroprote¢do promovida pelo OEC.

GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO DA
ADMINISTRA (mg/Kg) LESIONADA AREA LESIONADA
CAO
CONTROLE V.0. - 33,42 £ 0,57 -
NEGATIVO
OEC v.0. 200 9,63 +0,28% 71,18%
DIAZOXIDO i.p. 3 14,56+ 1,26 %", 56,43%
GLIBENCLAMIDA/ i.p./i.p. 5/3 34,16 + 1,104, 2,21%
DIAZOXIDO
GLIBENCLAMIDA/ i.p./v.0. 5/200 13,27+ 0,48"1% 60,29%
OEC

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6 animais por grupo).
#n< 0,0001 versus controle negativo; ** p< 0,05 versus OEC 200mg/Kg; *2p<0,01 versus OEC 200mg/Kg, ©“p<
0,0001 versus diazéxido; “p<0,0001 versus glibenclamida/diazéxido. ( ANOVA e Teste de Tukey).



108

Tabela: Efeito do pré-tratamento com iombina na gastroprote¢do promovida pelo OEC

GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO DA
ADMINISTRACAO (mg/Kg) LESIONADA AREA LESIONADA

CONTROLE v.0. - 34,67 £0,85 -
NEGATIVO
OEC v.0. 200 22,38 +2,24% 35,45%
CLONIDINA v.0. 0,05 21,54 + 1,56% 37,88%
IOMBINA/CLON i.p./v.0. 210,05 22,48 + 2,38% 35,17%
IDINA
IOMBINA/OEC i.p./v.0. 21200 22,09 + 3,09% 36,28%

Os valores representam a média + E.P.M da percentagem de area gastrica ulcerada ( n= 6 animais por grupo). %p
< 0,01 versus controle negativo ( ANOVA e Teste deTukey).

Tabela: Efeito do pré-tratamento com histamina na gastroprotecdo promovida pelo OEC.

GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO DA
ADMINISTRACAO (mg/Kg) LESIONADA AREA LESIONADA
CONTROLE V.0. - 32,25+ 0,78 -
NEGATIVO
OEC V.0. 200 9,06 + 0,53%, 71,90%
RANITIDINA V.0. 40 14,19 + 2,14%, 56%
HISTAMINA/ s.c/v.0. 2140 23,89 + 3,695 25,92%
RANITIDINA
HISTAMINA/OEC s.c/v.0. 2/200 10,97 + 1,18%,%, 34,01%

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6 animais por grupo). ®,p
<0,0001versus controle negativo. 5 p< 0,001 versus OEC. °, p< 0,05 versus Ranitidina. %, p< 0,01 versus
Histamina/ranitidina (ANOVA e Teste de Tukey ).

Tabela: Efeito do pré-tratamento com capsazepina na gastroprotecdo promovida pelo OEC.

GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO DA
ADMINISTRACAO (mg/Kg) LESIONADA AREA LESIONADA
CONTROLE v.0. - 32,60 + 0,58 -
NEGATIVO
OEC v.0. 200 7,30+ 0,08%, 22,39%
CAPSAICINA i.p. 5 6,57+ 0,51% 79,84%
CAPSAZEPINA/ i.p./i.p. 5/5 25,35+1,25%,°,°, 22,23%
CAPSAICINA
CAPSAZEPINA/OEC i.p./v.o. 5/100 5,94+0,42% 81,77%

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6 animais por grupo). *;p
<0,0001versus controle negativo. ™ p< 0,0001 versus OEC; “p < 0,0001 versus capsaicina; %p< 0,0001 versus
capsazepina/capsaicina(ANOVA e Teste de Tukey).
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GRUPO VIA DE DOSE % AREA % DE VARIACAO
ADMINISTRAGAO (mg/Kg) LESIONADA DA AREA
LESIONADA
CONTROLE v.0. - 31,25 + 0,78 -
NEGATIVO
OEC v.0. 200 8,50 = 0,26 % 72,80%
MORFINA S.C 5 8,24 +1,20%, 73,63%
NALOXONA/ s.cli.p. 2/5 18,46 + 0,62°%"4% 40,92%
MORFINA
NALOXONA/QOEC i.p./v.0. 2/200 23,40 + 2,015%P4c4dt 74,88%

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada (n= 6 animais por grupo).®,p
< 0,0001 versus controle negativo. ® p< 0,001 versus salina; b4 p< 0,0001 versus OEC; ®p < 0,0001 versus

morfina; %;p< 0,01 versus naloxona/morfina(ANOVA e Teste de Tukey).
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APENDICE B: Figuras dos aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdmagos

de roedores.

Figura: Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdbmagos de roedores em modelos de lesbes gastricas

induzidas por etanol 4,
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Figura: Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdbmagos de roedores em modelos de lesGes gastricas
induzidas por etanol acidificado.
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Figura: Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdbmagos de roedores em modelos de lesGes gastricas

induzidas por indometacina.
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Figura: Aspectos macroscdpicos da mucosa
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géstrica dos estdmagos de roedores no teste de barreira fisica.
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Figura: Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estbmagos de roedores no modelo de envolvimento do

oxido nitrico (NO).
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Figura:Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estdmagos de roedores no modelo de envolvimento dos

canais de potéssio.
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Figura: Aspectos macroscOpicos da mucosa gastrica dos estdmagos de roedores no modelo de envolvimento dos

receptores H,.
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Figura: Aspectos macroscépicos da mucosa gastrica dos estdbmagos de roedores no modelo de envolvimento dos

neurdnios sensiveis a capsaicina.
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Figura: Aspectos macroscopicos da mucosa gastrica dos estbmagos de roedores no modelo de envolvimento dos

receptores noradrenérgicos oy,
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Figura: Aspectos macroscépicos da mucosa gastrica dos estdbmagos de roedores no modelo de envolvimento dos

receptores opioides.
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