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“A minha preocupacio nio estd em ser coerente com minhas afirmacdes anteriores sobre
determinado problema, mas em ser coerente com a verdade. O erro ndo se torna verdade
por se difundir e multiplicar facilmente. Do mesmo modo, a verdade ndo se torna erro pelo
fato de ninguém ver.”

(Mahatma Gandhi)
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Epigrafe

Quase
Ainda pior que a convic¢ao do ndo, € a incerteza do talvez, € a desilusdo de um quase!
E o quase que me incomoda, que me entristece, que me mata trazendo tudo que poderia ter

sido e nao foi.

Quem quase ganhou ainda joga, quem quase passou ainda estuda, quem quase amou nao
amou.

Basta pensar nas oportunidades que escaparam pelos dedos, nas chances que se perdem por
medo, nas idéias que nunca sairdo do papel por essa maldita mania de viver no outono.

Pergunto-me, as vezes, o que nos leva a escolher uma vida morna.

A resposta eu sei de cor, estd estampada na distancia e na frieza dos sorrisos, na frouxidao
dos abracos, na indiferenca dos "bom dia", quase que sussurrados.

Sobra covardia e falta coragem até para ser feliz.

A paixdo queima, o amor enlouquece, o desejo trai.Talvez esses fossem bons motivos para
decidir entre a alegria e a dor.

Mas ndo sao.
Se a virtude estivesse mesmo no meio-termo, o mar nao teria ondas, os dias seriam

nublados e o arco-iris em tons de cinza.

O nada nio ilumina, ndo inspira, ndo aflige nem acalma, apenas amplia o vazio que cada
um traz dentro de si.

Preferir a derrota prévia a divida da vitéria é desperdicar a oportunidade de merecer.
Para os erros ha perdao, para os fracassos, chance, para os amores impossiveis, tempo.
De nada adianta cercar um coracdo vazio ou economizar a alma.

Um romance cujo fim € instantaneo ou indolor ndo é romance. Ndo deixe que a saudade
sufoque, que a rotina acomode, que o medo impeca de tentar. Desconfie do destino e
acredite em voce.

Gaste mais horas realizando que sonhando...

Fazendo que planejando...

Vivendo que esperando...

Porque, embora quem quase morre esteja vivo, quem quase vive ja morreu.

Fernando Pessoa
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Resumo
Protium heptaphyllum March (Burseraceae), conhecido como almécega ou breu branco,
¢ uma planta medicinal abundante na regido AmazOnica. Seu exudato resinoso in
natura é um conceituado remédio popular com a¢do anti-inflamatdria, antiulcerogénica,
analgésica e cicatrizante. O género Protium compreende cerca de 135 espécies, estima-
se que a maioria das espécies da familia Burseraceae pertencam a este género, tendo
como principal caracteristica sua capacidade em exsudar resinas aromadticas volateis,
usadas como curativo de feridas, tratamento de dor de dente, antisséptico, analgésico e
disturbios gastrointestinais. O objetivo deste trabalho, foi avaliar o potencial
gastroprotetor do O6leo essencial comercial do Protium heptaphyllum March
(Burseraceae) (BB), bem como os possiveis mecanismos de acdo envolvidos, através de
modelos de ulcera gastrica em ratos Unib: WH. A andlise de cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CG-EM) do BB indicou a presenca de trés monoterpenos
majoritarios: a-pineno (40%), p-mentha-1.4(8)-dieno (12%) e a-phellandreno (10%).
Foram realizados diferentes modelos experimentais de dlcera géstrica que, com base em
suas respectivas especificacdes, foram incluidos dois grupos controles, sendo um
positivo (Lansoprazol 30 mg/kg, Carbenoxolona 200 mg/kg ou Cimetidina 100 mg/kg)
e um negativo (Veiculo — Tween 80° 12%, 10 ml/Kg). Apds cada experimento, foi
realizada eutandsia por deslocamento cervical, os estdmagos removidos, abertos na
regido da maior curvatura e fotografados para quantificacdo da édrea de lesdo ulcerativa
(ALU) por meio do programa AVSoft®. O BB, na dose de 100 mg/Kg (dose mais
efetiva), apresentou atividade antiulcerogénica contra lesdes gdstricas induzidas por
etanol absoluto (96%) e por Drogas ant-inflamatdrias nao esteroidais (DAINEs) (97%).

Para avaliar os mecanismos de acdo envolvidos a atividade antissecretéria, muco,
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prostaglandina, atividade antioxidante e envolvimento dos Grupamentos Sulfidrila (G-
SH), foram analisados. Além disto, o modelo de ulcera gastrica induzida por &4cido
acético e andlise por Western blotting da expressdao de COX-2 e EGF foram utilizadas
para avaliar a capacidade cicatrizante do BB. Foi verificado que este 6leo essencial ndo
interfere na secrecdo dcida na mucosa gdastrica; porém, sua gastroprotecdo depende de
compostos com G-SH. A atividade gastroprotetora do BB ndo ocorre devido ao
aumento na producdo de muco induzido pelos niveis gastricos de PGE,. Como o BB
nao atuou nos mecanismos citoprotetor e antissecretorio, objetivou-se verificar o
envolvimento do mecanismo antioxidante na atividade gastroprotetora. Existem
evidéncias de que espécies reativas de oxigénio participem na etiologia da ulcera
gdstrica e muitos dleos essenciais foram recentemente qualificados como antioxidantes
naturais. A capacidade do BB de reduzir ou prevenir estresse oxidativo foi avaliada in
vivo, a partir de modelos de tulcera induzida por etanol absoluto. O BB apresentou
atividade antioxidante modulando enzimas antioxidantes como Superéxido Dismutase
(SOD), Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e Glutationa Redutase (GSH-Rd), desta forma,
diminuindo a peroxidacao lipidica (LPO) e atividade da Mieloperoxidase (MPO). BB
demonstrou também potente capacidade de cicatrizagcdo, com 95% de redugdo da ALU,
aumentando a expressdo de COX-2 (55%) e EGF (100%) na mucosa gastrica. Em
adicao, nenhum sinal de toxicidade foi observado durante os 14 dias de tratamento,
considerando os parametros analisados. Portanto o BB é composto essencialmente por
terpenos, ndo apresenta atividade antissecretora nem citoprotetora, apresenta atividade

antioxidante e cicatrizante.
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Abstract

Protium heptaphyllum March (Burseraceae), known as “Almécega” or “Breu Branco”, a
medicinal plant is abundant in the Amazon region, its resinous exudates in nature, is a
renowned folk remedy with anti-inflammatory, antiulcer, analgesic and healing. Protium
genus comprises about 135 species, it is estimated that most species of Burseraceae, belong
to this genus, the main feature, its ability to exude volatile aromatic resins, used for various
purposes such as dressing for wounds, pain tooth, antiseptic, analgesic, treatment of
stomach, among others. Based on the popular indications of this plant for the treatment of
gastrointestinal disturbances, the present work aimed on evaluating the gastroprotective
potential of the commercial essential oil of Protium heptaphyllum March (Burseraceae)
(BB), as well as its possible mechanisms of action involved, through models of gastric
ulcer in rats Unib: WH. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of BB
indicated the presence of three majority monoterpenes as major compounds: o-pinene
(40%), p-mentha-1.4(8)-diene (12%) and, a-phellandreno (10%). We performed different
experimental models of gastric ulcer, based on your specifications included two control
groups, a positive (Lansoprazole 30 mg/kg, Cimetidine 100 mg/kg or Carbenoxolone 200
mg/kg) and a negative (Vehicle - Tween 80, 12%, 10 mL/Kg). After each experiment, rats
were killed by cervical dislocation, their stomachs removed and opened in the region of
greater curvature and photographed for quantification of lesion area ulcerative through the
AVSoft program. BB at a dose of 100 mg / kg (effective dose) showed antiulcer activity
against gastric lesions induced by absolute ethanol (96%) and nonsteroidal ant-
inflammatory drugs (NSAIDs) (97%). To evaluate the mechanisms involved in the BB
aniulcerogenic activity, the antisecretory action, mucus, prostaglandins, antioxidant activity

and involvement of sulfhydryl group (G-SH) were analyzed. The acetic acid-induced
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gastric ulcer model and western blotting assay COX-2 and EGF were also used to evaluate
the BB healing capacity. This essential oil does not interfere with acid secretion in the
gastric mucosa, but their gastroprotecdo depends on G-SH compounds. The
gastroprotective activity of the BB is not due to increased production of gastric mucus
induced by PGE, levels. As the BB did not act in cytoprotective mechanisms and
antissecretério, aimed to verify the involvement of the antioxidant mechanism in
gastroprotective activity. There is evidence that reactive oxygen species involved in the
etiology of gastric ulcer and many essential oils have recently been classified as natural
antioxidants. The role of the essential oil in reducing or preventing the oxidative stress was
evaluated in vivo, from absolute ethanol-induced gastric ulcer model. The BB showed
antioxidant activity by modulating antioxidant enzymes like Superoxide Dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione reductase (GSH-Rd), thereby decreasing
lipid peroxidation (LPO) and activity Myeloperoxidase (MPO). The BB has demonstraded
potent healing capacity, with 95% reduction of the ulcerative lesion area due to increased
expression of COX-2 (55%) and EGF (100%) in the gastric mucosa. In addition, no signs
of toxicity were observed during the 14 days of treatment, considering the analyzed
parameters. So BB is composed mainly of terpenes, shows no activity antissecretora or

cytoprotective, exhibits antioxidant activity and healing.
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1. Introducao
1.1. Consideracoes gerais

Conhecer a atividade farmacolégica de constituintes quimicos presentes em
espécies vegetais selecionadas para estudo, sempre foi objetivo de todo trabalho
envolvendo plantas. Segundo Holetz e colaboradores (1), para se realizar pesquisa com
plantas medicinais e obter sucesso na investigacdo farmacoldgica sdo necessarios critérios
adequados na selecdo das espécies vegetais, uma andlise fitoquimica preliminar, por
exemplo, pode identificar grupos de metabdlitos secunddrios relevantes que podem ou nao
estar relacionados as atividades bioldgicas encontradas, direcionando a pesquisa para a
obtencdo de um fitoterdpico eficaz e seguro, além de identificar possiveis principios ativos
toxicos.

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o inico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na
cura de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana. De maneira indireta, este tipo
de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo éareas
multidisciplinares, como por exemplo: botanica, fitoquimica e farmacologia, que juntas
enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial
(2).

Combinando as informacdes populares sobre a flora medicinal com estudos
quimico/farmacolégicos, é possivel formular hipdteses quanto a atividade farmacoldgica e
a substancia ativa responsavel pelas acOes terapéuticas relatadas (3).

Assim, para um estudo bem elaborado de uma nova espécie de planta medicinal,

faz-se necessdrio, conjunto de vdrios profissionais em equipes multidisciplinares,
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envolvidos em um trabalho multidisciplinar e interativo, na busca de substancias ativas com
potencial terapéutico (4; 5).

A reducdo da biodiversidade chama a atencdo para espécies que ora existem, mas
que poderdo extinguir dentro de pouco tempo. Esta reducdo trouxe a discussdo sobre as
perdas que estas praticas acarretam e a necessidade de procedimentos que tenham como
meta o desenvolvimento sustentavel (6).

O conhecimento dos constituintes quimicos de diversas partes da planta favorece o
seu uso sustentdvel e contribui para sua conservacdo. E neste contexto que a realizagio
deste trabalho buscou estabelecer um estudo de ulceras gdstricas e a atividade
farmacoldgica do Oleo essencial do Protium heptaphyllum March (Burseraceae),
popularmente conhecido como “Breu Branco”, na prevencao e tratamento destas ulceras.
1.2. Trato gastrointestinal

Na historia da humanidade, as culturas primitivas identificam a natureza com
"divindades", dotadas de pensamento e sentimentos, capazes de amor e 6dio, que reagem
segundo humores préprios. Por volta de 600 a.C. na Grécia, os fendmenos naturais
passaram a ser observados com cuidado e até interpretados. A natureza comegou assim a
perder o seu carater sagrado. Ao examinar, por exemplo, as visceras de animais, 0 homem
logo constatou que o trato gastrointestinal (TGI) transforma radicalmente a natureza dos
alimentos ingeridos (7).

Neste processo no qual o tubo digestivo é parte fundamental, a simplificacdo dos
alimentos obedece uma sucessdo de etapas, nas quais cada segmento como boca, esdfago,
estdmago e intestino tém sua tarefa funcional, sendo o estdmago o reservatério do alimento,
além de processd-lo, mecanicamente, por mistura e formag¢do do quimo e, quimicamente,

pela secrecdo de pepsina, dcido cloridrico e do fator intrinseco (8). Apds este
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processamento o alimento sofrerd reducdo de tamanho através da digestdo e terd sua
entrada para o tubo intestinal controlada (8).

O estomago divide-se em cinco regides revestidas por mucosa: cérdia, fundo,
corpo, antro e piloro. A cédrdia se dd na por¢do onde o estdbmago se une ao esofago, estd fixa
ao diafragma e situa-se cerca de dois centimetros e meio a esquerda da linha média ao nivel
da nona vértebra tordcica. O fundo € a por¢ao do estdmago acima de uma linha horizontal
que vai da transi¢cdo esofagogdstrica até a grande curvatura. O corpo encontra-se entre o
fundo e a incisura angular (angulo de Hiss). O antro € a por¢do entre o corpo e o piloro. O
peristaltismo antral promove a trituragdo de alimentos sélidos, reduzindo-os a particulas
menores, que assim passam para o duodeno, onde comegam a sofrer acdo do suco géstrico.
O piloro corresponde a juncdo gastroduodenal, ¢ um esfincter constituido pelo
espessamento da camada muscular circular do estdmago e sua localizagdo ¢é
aproximadamente ao nivel da primeira vértebra lombar (9), (Figura 1).

A mucosa géstrica, por sua vez, € constituida por uma série de depressdes e
glandulas. Na drea glandular oxintica encontram-se as células oxinticas ou parietais,
compreendendo 80% do 6rgdo, principalmente no fundo e no corpo. Na drea glandular
pilorica encontram-se as células G secretoras de gastrina, principalmente no antro (10),

(Figura 1).
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1.3. Secrecio gastrica

A secrecdo 4cida géstrica € produzida pelas células oxinticas, um dos diversos
tipos de células presentes nas glandulas gastricas (11). Esta secrecdo € o aspecto mais
importante da funcido gdstrica estudada na pratica médica, sua influéncia nas alteracdes
gdstricas tem sido considerada no desenvolvimento de drogas (12). A producdo do 4cido
depende da secrecdo da histamina a partir das células enterocromafins de forma paracrina,
da acetilcolina langada a partir de neurdnios entéricos pos-ganglionares de forma neuronal e
da gastrina liberada das células G de forma hormonal (10). Esta secrecao € regulada, entao,
por mecanismos neurais, hormonais, pardcrinos e autocrinos em niveis central e periférico
(13).

O 4cido géstrico no estdmago facilita a digestdo de proteina, protege contra o
crescimento bacteriano e contra infecgdes entéricas. As H'/K' ATPases das células

parietais estdo envolvidas na etapa final da secre¢do acida gastrica (14).
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1.4. Protecio gastrica

O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estimulos externos nocivos ou
a fatores endégenos que podem causar lesdes. Em contrapartida, a mucosa gastrointestinal
apresenta fatores protetores como secre¢do de muco e bicarbonato que protege a mucosa
contra estimulos nocivos (15; 16; 17).
1.4.1. Muco e bicarbonato

O muco e o bicarbonato sdo secretados juntamente pelas mesmas células, as
células epiteliais superficiais do epitélio gastrico, constituindo a chamada barreira muco-
protetora. Eles formam uma camada gelatinosa que protege a mucosa géstrica do suco
gdstrico constituindo a primeira linha de defesa da mucosa contra agentes nocivos (18; 19).
O muco apresenta-se de forma viscosa, eldstica, aderente, como um gel transparente, que
contém 95% de dgua e 5% de glicoproteinas (mucinas), recobrindo toda a superficie da
mucosa gastrointestinal, sendo capaz de agir como antioxidante e, desta forma, reduzir
danos na mucosa promovidos por radicais livres (17). Sua producdo € estimulada por
hormonios gastrintestinais (gastrina e secretina), agentes colinérgicos e prostaglandinas
(20). Apesar da sua importancia impar na prote¢do da mucosa géstrica, alguns fatores e/ou
condicdes fisiopatoldgicas como infec¢do por Helicobacter pylori, tlceras pépticas e colite
ulcerativa podem comprometé-lo, afetando sua estrutura e espessura promovendo o agravo
das mesmas (21; 22; 23).

O Bicarbonato depois de secretado, € retido pelo muco, criando um gradiente de
pH entre o lumen e o epitélio géstrico, mantendo o pH neutro na superficie das células
epiteliais. Este pH neutro protege as células epiteliais do pH extremamente &cido

encontrado na luz do estdbmago e impede o contato da pepsina com o epitélio do estdmago
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devido a presenca de fosfolipideos hidrofébicos. A regulacdo fisiolégica da secrecdo do
bicarbonato depende de varios fatores. No estdmago, € regulado pelas prostaglandinas (20).
1.4.2. Prostaglandinas

As prostaglandinas (PG) derivadas do acido araquidonico sdo denominadas de PG
da série 2 ou PGE,, PGD,, PGI, e PGF,, (24). A hidrélise de fosfolipidios de membrana,
mediada pela fosfolipase A,, libera no citoplasma o dcido araquidonico, a partir do qual as
PG sdo sintetizadas pela acdo das ciclooxigenases (COX). Existem duas isoformas
conhecidas a COX-1, constitutiva, que € relacionada a sintese fisiolégica de PG e a COX-2,
induzida, que aumenta a sintese de prostandides na inflamacdo e em vdrias doengas (25;
26).

As PG sdo encontradas em todos os tecidos e 6rgaos e estdo envolvidas em uma
variedade de funcodes fisioldgicas e patoldgicas (24), dentre elas estdo modulacdo do fluxo
sanguineo, estimulacdo de muco, secre¢do de bicarbonato e aumento da resisténcia de
células epiteliais contra danos causados por citotoxinas (27; 28; 29; 30).

As drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (DAINEs) inibem, de forma nio
seletiva, as enzimas COX e, consequentemente, a sintese de PG. O uso frequente de
DAINEs esta relacionado ao desenvolvimento de gastrite e ulcera gdstrica, fato que
evidencia a importancia das PG para a manutencao da integridade da mucosa géstrica (31).
1.4.3. Fluxo sanguineo

E regulado e modificado por sistemas e fatores metabélicos locais como PG,
leucotrieno e outros mediadores quimicos endégenos na mucosa (32). Um dos papéis do
fluxo sanguineo € o de suprir de oxigénio, nutrientes € hormonios a mucosa gastrica, além
de participar da regulacdo da saida do 4cido, da produc¢do de muco e da secrecdo de

bicarbonato. A reducdo do fluxo sanguineo torna a mucosa géstrica mais suscetivel, o que
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favorece formacao das lesdes causadas por estresse, etanol e DAINEs (32; 33; 20) enquanto
que o aumento do fluxo sanguineo na mucosa gdastrica diminui sensivelmente o dano
causado por diversos agentes nocivos, portanto, a microcirculacdo gdstrica regula a
capacidade do estdmago de reagir a agentes lesivos (34).

1.4.4. Reconstituicao

O termo reconstituicdo refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa que
envolve migragdo rdpida de células cicatrizantes aos locais lesionados na base da
membrana desprotegida (35).

As células superficiais do epitélio do estdmago sdo responsdveis pela secre¢ido de
muco, bicarbonato e fosfolipideos e formam uma importante barreira contra a difusao do
acido e da pepsina, devido a presenga de jungdes oclusivas (tight junctions) (20).

O epitélio gdstrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias,
considerando a importancia da superficie epitelial para prevencao de lesdes no estdmago,
torna-se fundamental um balangco adequado entre perda e renovagao celular para manter a
integridade da mucosa géstrica (20).

A cicatrizacdo da mucosa na ulcera gastrica se dd pela reconstitui¢do da estrutura
glandular epitelial, restauracdo da lamina prépria, aumento do fluxo sanguineo gastrico na
area da ulcera e aumento significativo de gastrina plasmadtica e citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a e interleucina (IL)-1B (36; 37; 38; 20).

Todos estes eventos supracitados conduzem a cicatrizacdo da tlcera e sdo
controlados por fatores de crescimento epitelial vascular (VEGF), epidermal (EGF),
fibroblastico basico (bFGF), de hepatécito (HGF) além de fator de transcricdo e COX-2.

De modo geral, estes fatores promovem proliferacdo e migracdo de células epiteliais para a
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cratera da tlcera, levando a re-epitelizacdo desta e maturacdo das glandulas. O EGF, seu
receptor e a COX-2 sdo fundamentais neste processo de cicatrizacao (36; 39; 37; 38; 20).

Com o progresso da cicatrizagdo da tlcera, ocorre o declinio gradual do fluxo
sanguineo, da gastrina plasmadtica e das citocinas pré-inflamatérias (36; 40).

1.4.5. Sistema antioxidante

Durante as tltimas duas ou trés décadas, muita ateng¢do tem sido dada a bioquimica
dos radicais livres, porque radicais livres medeiam algumas condi¢des fisiopatoldgicas tais
como inflamagdo, processo isquémico e carcinogénese (41).

Radicais livres sao atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons nao
pareados em sua ultima camada de valéncia. A presenca deste elétron ndo pareado altera a
reatividade quimica dos dtomos ou moléculas tornando-os mais reativos que as espécies
ndo radicalares (aquelas com os elétrons pareados) (42; 43; 44). Os radicais livres
danificam as proteinas das membranas, diminuem enzimas antioxidantes, podem destruir
6rgaos linféticos, levando a depressao/dano do sistema imunolégico (45).

Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais livres,
o oxigénio no estado fundamental (O») e o nitrogénio (N»), estes radicais livres, cujo elétron
desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de O> ou N, sdo denominados ERO
(espécies reativas do oxigénio) e ERN (espécies reativas do nitrogénio) (46; 47; 48).

As ERNs como o 6xido nitrico (NO), estdo envolvidas na sinalizacdao celular
durante uma variedade de processos fisiologicos e patolégicos (49).

O NO € um mediador envolvido tanto na inflamacdo quanto na protecdo e
manutencdo de determinadas funcdes fisioldgicas. Participa da protecdo da mucosa géstrica
relaxando o endotélio, regulando a microcirculacio, inibindo a infiltracdo de neutréfilos e

diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo e algumas citocinas (50; 37; 51; 49).
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Entretanto, em altas concentragdes, o NO pode inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas
dependentes de grupamentos sulfidrila, além de formar peroxinitritos (ONOOQO") apds reagir
com anion superdxido (O2") e contribuir com o estresse oxidativo (52). O NO que ocorre
como poluente atmosférico, também € gerado endogenamente em uma gama de células pela
acdo de trés diferentes isoformas que podem ser do tipo constitutiva (endotelial — eNOS e
neuronal — nNOS) ou induzida (iNOS), que catalisam a conversdo de L-arginina para L-
citrullina. A agdo citotéxica do NO estd principalmente relacionada a atividade da iNOS
que, ao ser estimulada, produz NO por longos periodos de tempo e em grandes quantidades,
favorecendo a formacdo de ONOO™ (50; 37; 49).

O oxigénio, € indispensavel para todos os organismos aerdbios incluindo os seres
humanos. Durante os processos vitais, o corpo produz um nimero de espécies derivadas de
oxigénio, que sao referidas como EROs, sdo elas: anion superéxido (0O:%); radicais
hidroxila (*OH) e peroxil (ROO*); peroxido de hidrogénio (H»0»); oxigé€nio singlet (102),
dcido hipocloroso (HCIO) e hipoclorito (ClO’), sdo produzidas endogenamente,
principalmente através do processo de respiracdo mitocondrial e exogenamente pela
exposicdo a condigdes deletérias, incluindo xenobidticos, agentes infecciosos e luz ultra
violeta (49).

As EROs podem ser formadas na cadeia de transporte de elétrons que ocorre na
membrana mitocondrial interna, durante a sintese de ATP, onde quatro elétrons doados por
NADH + H" ou FADH, depois de atravessarem a cadeia de transporte, sdo transferidos pela
citocromo oxidase ao oxigénio, formando dgua. A transferéncia monovalente de elétrons

pode resultar em redug@o incompleta do oxigénio e gerar O," (43; 46).

A dismutagio de O," produz H,0,, que ndo apresenta grande reatividade, mas pode
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dar origem ao *OH, o radical mais deletério ao organismo, através de reagdes com metais
de transi¢do como Fe®* ou Cu* (43; 46).

Outra fonte de produgdo de radicais livres em meios bioldgicos € o processo
inflamatério no qual o oxigénio é reduzido a O,", por meio da enzima NADPH oxidase
presente por exemplo, na membrana plasmitica de células fagocitdrias (48). O O," é
convertido a H,O,, que pode originar 4dcido hipocloroso ou hipoclorito na presengca do anion
cloreto (CI'), em reacdo catalisada pela mieloperoxidase (MPO) (53).

As EROs estdo envolvidas em uma ampla gama de processos fisiologicos (produgao
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular, sintese de
substancias biol6gicas importantes, transducdo de sinal e envelhecimento) assim como
patolégicos (inflamagdo, carcinogénese, doengas neurodegenerativas, diabetes, doencas
cardiovasculares, artrite, cancer e ulceras gastricas) (41; 49).

Além de causar oxida¢do de moléculas biologicas, as EROs sdo capazes de modular
vias de sinalizacdo intracelular ou agir como substancias pardcrinas, através da ativagdo de
citocinas, angiotensinas e fatores de crescimento. As EROs também sdo apontadas como
fatores reguladores da resposta inflamatéria (54; 53).

Dentre os elementos ativados pelas EROs esta o fator nuclear de transcri¢cdo xappa B
(NF«xB), que regula a expressao de diversos genes importantes para o processo inflamatério
e para proliferacio celular (55; 56). O NF«B regula a expressdo de varias citocinas, das
enzimas iINOS e COX-2 além de outros mediadores inflamatérios como moléculas de
adesao (57; 53; 58).

Quando produzidas em quantidades adequadas as EROs sdo essenciais para a vida

e apresentam um equilibrio entre sua formacdo e detoxificagdo por agentes antioxidantes
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endégenos. Porém, quando ocorre um desequilibrio entre esta formacdo e detoxificacdo,
tornam-se prejudiciais, pois ocorre estresse oxidativo que oxida biomoléculas e o préprio
DNA induzindo a morte celular, a menos que os sistemas de defesa de enzimas
antioxidantes seja restabelecido (41; 49).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos na dieta. Antioxidante ¢ uma molécula que protege um alvo
biolégico contra dano oxidativo (59).

O organismo possui agentes antioxidantes ndo enzimaticos (vitaminas A, E, C, B-
caroteno, glutationa (GSH), transferrina, compostos com grupamento sulfidrila e quelantes
como EDTA) (60; 61; 62) e enzimdticos (superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd)). A SOD catalisa a
dismutacdo do O," em um radical menos nocivo, como o H,0,, o qual é futuramente
degradado pela CAT ou GSH-Px. A CAT ¢ uma enzima que acelera a degradacdo do H,O,
em dgua e O, (63; 64; 65). A segunda via de degradacdo do H,O; € através da acdo da GSH-
Px em cooperacdo com a GSH-Rd. A redu¢do do H>O, em dgua e O, pela GSH-Px ¢é
acompanhada pela conversdo da GSH na forma reduzida para a forma oxidada (GSSG). A

enzima G-Rd retorna GSSG a sua forma reduzida GSH (63; 65), (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da acdo de enzimas antioxidantes. A enzima SOD

catalisa a dimuta¢do de O," em H,0,, o qual é convertido em H,O e O, pela enzima CAT,
ou em H,O, pela atividade da GSH-Px, que nesta reacdo oxida uma molécula de GSH. A

enzima GSH-Rd retorna GSSG a sua forma reduzida (GSH). Adaptado de Kwiecien (66).

1.5. Ulceras pépticas

Originalmente, acreditava-se que todas as ulceras do TGI eram causadas apenas
pela acdo agressiva do dcido cloridrico e da pepsina sobre a mucosa, assim, tornaram-se
conhecidas como “Ulceras pépticas” (67). A ulcera péptica (UP) é um problema global
muito comum, sua incidéncia e prevaléncia vém aumentando constantemente. Acredita-se
que seu desenvolvimento € devido a perda do delicado equilibrio entre os fatores
gastroprotetores e fatores agressores. A diminui¢do dos fatores gastroprotetores e o
aumento dos fatores agressores resultam em ulceracdo (68; 69). Por definicdo, UP consiste
em lesOes ulceradas no estdmago, chamada de ulcera gastrica (UG) ou no duodeno,
chamada de ulcera duodenal (UD); estas lesOes se estendem através da mucosa e penetram

a camada muscular (70; 71; 72).
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Geralmente, os estimulos lesivos sobre a mucosa, responsaveis pela formacao de
UG, sdao acompanhados por danos microvasculares locais, com consequente isquemia,
diminui¢do da distribui¢do de nutrientes, formacao de radicais livres e necrose tecidual (38;
20).

A UG ¢ considerada uma doenca dos tempos modernos, que muitas vezes se torna
fatal. Antes ndo se apresentava em proporcdes significativas na clinica médica, mas,
atualmente, distirbios gastrointestinais ocorrem em nimero expressivo, tanto em paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. E uma alteracio histolégica da
mucosa onde se observa infiltrado de células inflamatdrias, podendo ser aguda, cronica ou
apresentar formas especiais (73; 74; 75; 76).

As UP com complicagdes levam a um alto indice de mortalidade, principalmente
em pacientes idosos, assim se faz necessdrio o conhecimento etioldgico destas, para
investigar uma possivel maneira de preveni-las (77).

1.6. Etiologia das ulceras pépticas

Foi estabelecido que a infec¢do por Helicobacter pylori seja a maior causa das
ulceras gdstricas, aproximadamente metade da populacdo mundial estd infectada por H.
pylori. Esta bactéria estd presente em 75% dos casos de UP sendo mais predominante em
paises em desenvolvimento que em paises desenvolvidos (78; 79; 80).

Estudos demonstram que o uso de DAINEs é o maior fator de risco para UP ndo
associadas com H.pylori, especialmente ulcera gastrica. Estima-se que usudrios cronicos de
DAINEs tém risco de desenvolver ulcera géstrica 46 vezes maior que a média da
populacdo. A patogénese das DAINEs depende em parte de sua habilidade em reduzir a
produgdo de PG através da inibigdo da COX; mecanismo COX-dependente, e em parte pelo

mecanismo COX-independente, incluindo disfungdo mitocondrial, prejuizo da
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movimentacdo das células da mucosa e a ativacdo dos neutréfilos. A combinagdo da
ativacao destes dois mecanismos leva a um dano oxidativo no tecido (81; 82; 83; 84).

Além dos dois fatores citados, outros podem estar relacionados a etiologia da UP
como doenca de Crohn, hipercalcemias, hiperfuncdo de células G, infec¢do por
Helicobacter heilmanni, citomegalovirus ou herpes do tipo 1. Para uma pequena parcela de
individuos com ulcera gastrica ndo se identifica a causa etioldgica da doenca, sdo os casos
de tdlceras idiopaticas (82).

Outros fatores de risco como tabagismo, predisposicdo genética, ingestao de dlcool,
estresse fisico e psicolégico podem desencadear a UP (85; 74; 86; 75).

Quanto aos fatores de risco verificou-se que o fendmeno das migracdes
populacionais, o aumento da participagdo da mulher no mercado de trabalho e o estresse a
ele associado interferem aumentando a incidéncia da ulcera, além de existir uma correlacao
importante entre o aumento de idade e a incidéncia de udlcera (87; 88; 89). Verificou-se
também que um terco da populacio mundial com quinze anos ou mais seja fumante,
evidéncias epidemioldgicas sugerem que o cigarro seja deletério para o TGI aumentando a
incidéncia, reincidéncia e retardando a cura da UP. O uso excessivo do alcool esta
geralmente relacionado com alteracdes no TGI, exames revelam alteracdes morfologicas,
mudancas na flora bacteriana, na absorc¢ao e motilidade gastrointestinal (90; 91; 92).

Um fator peculiar da UP € que, mesmo sob exposicdo a fatores de risco em grau
similar, alguns pacientes desenvolvem a doenca gastrica, outros ndo, e ainda alguns sofrem
complicagdes fatais, outros ndo (93).

1.7. Dados epidemiolégicos
As UP afetam cerca de 10% da populacdo mundial. A incidéncia desta

enfermidade no mundo € estimada em 1.500 a 3.000 casos, por 100.000 habitantes, por ano.
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No Brasil, apesar de ser uma doenga frequente, ndo se conhece precisamente sua real
incidéncia. Nas diferentes estatisticas, a incidéncia de UP no Brasil varia de 1 a 20%,
devido a variac@o das populagdes estudadas, a diferencas na coleta de dados e aos critérios
de diagnéstico (94; 95; 82). Em geral, os estudos para diagnéstico das UP, sdo baseados
tanto na soro prevaléncia como na endoscopia (96).

1.8. Tratamento de tlcera gastrica

O tratamento de ulcera gdstrica consistiu, por muito tempo, em procedimento
cirtirgico, com altas taxas de morbimortalidade. Na década de 70, surgiu a terapia baseada
na reducdo da secrecdo dcida, com uso de antagonistas de receptores histaminicos (H»)
como a Cimetidina, a utilizagdo destes inibidores reduziu bastante a terapia invasiva de
ulceras pépticas. Na década de 80, o surgimento de inibidores de bomba protdnica (PPI),
como o Lansoprazol, permitiu o aumento dos indices de cicatrizagdo de ulceras gastricas
(97; 88; 92; 98). A associacdo de H.pylori com o surgimento de udlceras gdstricas, fato que
revolucionou a terapéutica desta enfermidade também ocorreu na década de 80. Assim, o
tratamento de primeira linha em casos de tdlcera géstrica com presenca de H.pylori, consiste
atualmente, na administracdo de PPI ou de antagonistas de H,, associados a antibidticos
(99; 100; 101).

Porém, existem alguns problemas a serem resolvidos, como tratar ulceras quando hd
falhas na erradicacdo de H. Pylori, como prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidéncia de
ulceras em usudrios de DAINESs e como tratar tlceras ndo relacionadas a infec¢ao por H.pylori
ou ao uso de DAINEs. O que torna necessario investigar novas substancias para o tratamento

desta doenca.
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2. Plantas medicinais

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), planta medicinal € qualquer
planta que possua em um ou em vdrios de seus 6rgaos, substincias usadas com finalidade
terapéutica ou que estas substancias sejam ponto de partida para a sintese de produtos
quimicos e farmacéuticos. A estas substancias € dado o nome de principios ativos e sdo eles
os responsdveis pelo efeito terapéutico que a planta medicinal possui. Estes principios
ativos possuem funcdes ecoldgicas importantes para a sobrevivéncia da espécie e sdo
produzidos (quase todos) pelo metabolismo secundario das plantas (102).

O uso de plantas medicinais € milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso
em rituais magico/religiosos ou como medicamento (103; 104). Autores gregos € muitos
fisicos da Ardbia, jd descreviam a existéncia de numerosos remédios obtidos através da
utilizacdo de material vegetal a partir da indicacdo popular. Atualmente, mesmo com o
advento das inovagdes tecnoldgicas na sintese de novos farmacos, as plantas ainda
constituem excelentes ferramentas para a descoberta de novas moléculas
farmacologicamente ativas (105).

De acordo com a OMS, 80% da populagdao mundial faz uso de plantas medicinais,
sendo a maioria de paises em desenvolvimento (104).

A fitoterapia, que € o estudo das plantas medicinais e suas aplicacOes na cura das
doengas, acompanha a humanidade desde os povos primitivos, sendo reconhecida pela
OMS na Conferéncia de Alma-Ata em 1978. O aproveitamento das plantas medicinais foi
ressaltado como parte do programa “Satide Para Todos” no ano 2000, recomendando-se
inclusive, a realizacdo de mais estudos e a propagacdo do uso das plantas medicinais

regionais como uma maneira de diminuir os custos dos programas de satde publica (106).
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O aumento do uso da medicina herbaria levou muitos cientistas a contribuir com a
pesquisa neste sentido. Depois de uma fase inicial de criticas, hoje eles reconhecem a
possibilidade de investigar o valor cientifico dos produtos medicinais, compostos
essencialmente de extratos vegetais (107).

A maior parte da flora medicinal é ainda  desconhecida
quimico/farmacologicamente, o Brasil estd incluido entre as doze nagdes que abrigam 70%
da biodiversidade do planeta. A importancia, de ambito global, da conservacdo desta
biodiversidade, soma-se sua relevancia para a economia do pais. Dados recentes na
literatura demonstram a grande variedade de substancias quimicas isoladas de plantas que
apresentaram atividade antiulcerogénica e contra distirbios do trato gastrintestinal (3; 108).

Acredita-se que os produtos naturais devam ser discutidos na farmacologia e que,
posteriormente, possam vir a ser usados para o tratamento e cura da UP. De acordo com
recentes publicacdes, muitas plantas medicinais apresentam atividade antiulcerogénica
aumentando fatores protetores da mucosa, diminuindo secre¢cdo 4cida géstrica, inibindo o
crescimento da H. pylori e modulando enzimas antioxidantes (109; 110; 111; 112; 113;
114). Uma das mais utilizadas como ferramenta farmacolégica, a carbenoloxona, é derivada
do 4cido glicirretinico, extraido de Glycyrrhiza glabra ou alcaguz (115; 116; 117).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, o uso terapéutico de plantas
medicinais e seus manufaturados ajudariam a diminuir a importacdo de farmacos ou
medicamentos e ainda incrementaria o desenvolvimento econdmico. Além disto,
medicamentos derivados de plantas conhecidas, tendem a ser mais aceitos pela populacao

facilitando a aderéncia ao tratamento (118).
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2.1. Espécie selecionada
2.1.1. Familia Burseraceae

A familia Burseraceae origindria na América do Norte migrou para regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo, resultando em cerca de 18 géneros e mais de 800
espécies conhecidas, distribuidas por todo o Sul do continente Americano e pela Europa,
alcancando Africa, Asia e Oceania (119; 120). Alguns géneros desta familia sdo produtores
de uma seiva oleosa rica em 6leo essencial e triterpenos (119).

E, em grande parte, representada pelo género Protium, que compreende cerca de
135 espécies. Estima-se que mais de 80% das espécies de Burseraceae na regido
amazOnica, pertencam a este género, que, além de ser o maior género de sua familia, é
também o mais heterogéneo (121).

Pertencente ao género Protium, encontra-se o Protium heptaphyllum March
(Burseraceae) popularmente conhecido como almécega ou breu branco, abundante na
regido AmazoOnica e em vdrias outras partes do Brasil. O exudato resinoso (Figura 3A)
coletado do tronco desta planta in natura é um remédio popular com a¢ao anti-inflamatéria,
antiulcerogénica, analgésica, repelente de insetos, expectorante e cicatrizante de feridas
(122; 120; 121).

E uma érvore pequena (10 metros de altura) com tronco espesso 50-60 cm de
didmetro na base, casca vermelho-escura, folhas opostas, imparipinadas, (Figura 3B) flores
mitdas em paniculas terminais e seus frutos sdo drupas avermelhadas contendo de uma a
quatro sementes (Figura 3C). Apresenta copa simples, de densidade foliar intermedidria.
Quando sofre um dano qualquer no tronco, libera um liquido esbranquicado, com odor

agraddvel. Também exala um cheiro aprazivel quando se destaca alguma de suas folhas.

Esta caracteristica lhe dd4 o nome de amescla-de-cheiro. A casca viva possui odor agraddvel
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e cor amarelada; apés oxidagdo apresenta modificacdo da coloracdo para avermelhada. A
floragdo € a partir do més de junho, prolongando-se até agosto (123).

A resina extraida da casca do Protium heptaphyllum March (Burseraceae) € rica
em monoterpenos e triterpenos. Os triterpenos isolados de vdrias espécies de plantas
medicinais sdo, em geral, responsdveis, pelo menos em parte, por suas atividades
bioldgicas, geralmente tém propriedades anti-inflamatdria, antiulcerogénica, antitumoral, e
hepatoprotetora (124). Foi demonstrada fungdo gastroprotetora sobre danos induzidos por
etanol da resina crua do breu branco (122). Também foi demonstrada, atividade anti-

inflamatéria e antitumoral de dleos essenciais obtidos a partir das folhas e resina do

Protium heptaphyllum March (Burseraceae) (125; 122; 124).

Figura 3 - A- Exudato Resinoso do breu branco Fonte: portalamazonia.com; B- Arvore do
breu branco Fonte: madeiras do Brasil; C-Frutos do breu branco Fonte: Wikipedia
2.1.2. Terpenos

O grupo dos terpenos compreende cerca de 15 a 20.000 estruturas j4 identificadas.
Ele se distingue das outras classes de compostos secunddrios vegetais pela sua origem, a
partir do mevalonato e isopentenil pirofosfato, além da natureza lipofilica de suas
estruturas. Quimicamente, os terpendides sdo usualmente caracterizados como

hidrocarbonetos insaturados com diferentes quantidades de oxigé€nio ligados ao seu
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esqueleto isoprénico. A nomenclatura dos terpendides depende basicamente do nimero de
estruturas isoprénicas e dos dtomos de carbono presentes na molécula (126).

A grande diversidade estrutural dos terpenos dificulta o resumo de suas
caracteristicas comuns, pois, ndo somente existe uma grande variedade dos grupos
funcionais, como também do niimero de dtomos de carbono que formam seus esqueletos.
Os terpenos estao amplamente distribuidos no reino vegetal e sua frequéncia e abundancia
estdo intimamente ligadas a fatores genéticos e climéticos (127).

Diversos terpendides, incluindo lactonas sesquiterpénicas, diterpenos e triterpenos,
foram avaliados cientificamente quanto ao seu potencial antiulcerogénico (69). Entretanto,
o Unico terpendide ja comercializado para o tratamento de tlceras gastricas foi a
Carbenoxolona, um triterpeno pentaciclico derivado do acido glicirretinico (U.S. Patent
3.070.623). Sintetizada em 1960 pela Biorex Laboratories, a Carbenoxolona foi
amplamente usada na Europa para o tratamento de ulceras gastricas. Entretanto, seus efeitos
benéficos eram acompanhados por graves efeitos colaterais em um niimero significativo de
pacientes, atualmente € usada somente como ferramenta farmacolégica (128; 129; 116).
2.1.3. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sao obtidos de partes de plantas aromaticas (130). Em
geral, sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas que apresentam
solubilidade em solventes orginicos apolares com aparéncia oleosa a temperatura ambiente;
sdo extraidos, principalmente, através de destilacdo por arraste com vapor d’agua e, logo
apos a extracdo, sao geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Os OE diferem dos
6leos fixos, pois estes, geralmente sdo uma mistura de substincias lipidicas obtida na
maioria das vezes de sementes (131).

A maior parte dos OE € constituida de terpendides (131) sua composi¢do quimica
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pode variar conforme o 6rgdo da planta, idade ou estdgio do ciclo vegetativo e as
condicdes ambientais (132).

O uso dos OE, devido a sua fragrancia e propriedades medicinais, remonta a
antiguidade, onde eram utilizados em embalsamento, conservacdo de alimentos, préticas
religiosas e medicinais (132). A longa histéria que descreve o uso dos OE para fins
medicinais sugere a presenca de componentes farmacologicamente ativos (133). Estudos
recentes demonstram a gama de propriedades medicinais dos OE como antioxidante (134),
anti-inflamatéria (135), antinociceptiva (136), antimicrobiana (137), antifiingica (138) e
antiulcerogénica (139; 140).

Atualmente, cerca de 3.000 6leos essenciais sdo conhecidos, dentre os quais 10%
sdo comercialmente importantes para a industria farmacéutica, na qual sao empregados in
natura para a preparacdo de infusdes ou sob a forma de preparacdes farmacéuticas simples.
Devido a esta utilizagdo crescente, o cultivo de espécies aromadticas e a obtencdo de 6leos

volateis constituem importantes atividades econdmicas (131; 132).
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3. Objetivos
1. Analisar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial da espécie Protium heptaphyllum March

(BB);

2. Avaliar a atividade antiulcerogénica do BB, em modelos cldssicos de indu¢do de tlcera

gdstrica em ratos;

3. Avaliar o possivel mecanismo de acdo antiulcerogénica relacionado a prevencdo das

dlceras gastricas;

4. Avaliar o possivel potencial cicatrizante envolvido na atividade antiulcerogénica do BB.

5. Avaliar os possiveis mecanismos antioxidantes envolvidos na atividade antiulcerogénica do

BB.
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4. Material e métodos
4.1. Animais

Para avaliacdo da atividade antiulcerogénica e elucida¢do dos mecanismos de a¢ao
do BB, foram utilizados ratos machos Wistar Unib: WH, pesando entre 180-250g, todos
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacao Bioldgica (CEMIB) da Unicamp.
Os animais foram aclimatados as condi¢des do biotério local, por cerca de quinze dias antes
dos ensaios experimentais, sob temperatura de 21+2°C e umidade relativa do ar em torno
de 60+1% e ciclos/claro escuro controlados de 12 horas. Os animais foram alimentados
com racdo Nuvital (Nuvilab®), dgua ad libitum e distribuidos ao acaso nos diferentes
grupos experimentais. Os periodos de jejum a que foram submetidos os animais estdo de
acordo com o preconizado para cada uma das metodologias empregadas. Os protocolos
experimentais dos testes utilizados neste trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(CEUA-IB-Unicamp), protocolo niimero 852-1. Todos os experimentos foram iniciados no
periodo da manha.
4.2. Oleo essencial

O BB foi comprado de Laszlo Aromaterapia Ltda. e foi obtido a partir de folhas e
caule desta espécie por destilacdo a vapor. Partes do Protium heptaphyllum March
(Burseraceae), foram coletadas no delta do rio Jequiri¢d, na cidade de Valenca, Estado da
Bahia (BA), Brasil, por Antonio Calmon. Sua exsicata foi analisada e identificada pelo
Prof. Jorge Yoshio Tamashiro, do Departamento de Biologia Vegetal do IB - Unicamp, um
exemplar foi depositado no Herbario UEC (Herbario da Universidade Estadual de

Campinas, SP-Brasil) com o "voucher" n ° 151890.

55



4.3. Identificacdo dos componentes do dleo essencial

As amostras do BB foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas eletronica (70eV) (CG-EM, Shimadzu, GC-2010), equipado com
uma coluna capilar de silica fundida com fase estaciondria (DB-5; 5,30 m x 0,32mm x 0,25
um), o hélio foi usado como gas de arraste (1,52 mL/min, a White Martins, 99,9%), a
temperatura do injetor a 250°C, a temperatura do detector a 250°C e razao de split 1:30. Os
espectros de massa foram obtidos em intervalos de massa entre 40-600 m/z. O d6leo
essencial (10 uL) foi diluido em cloroférmio (1:100) para produzir 1 pL de solvente
cromatografico, o qual foi injetado como amostra na taxa de divisdo de 1:30. A temperatura
da coluna foi programada para 60°C (3 min) -220°C (5 min) a 3°C/min, com tempo total de
corrida de 40 min. O espectro de massa foi de 40 a 600 u.m.a. A identificacdo das
substancias foi realizada pela comparacdo de seus espectros de massas com o banco de
dados do sistema GC-MS (NIST 62 lib.), com a literatura e com os indices de retencdo de
Kovats (141). Este indice foi calculado através da equagcdo de Kovats, utilizando-se uma
solu¢do padrdo de hidrocarbonetos (Cg a Cp). Todos os procedimentos de andlise foram
realizados no Departamento de Biologia Vegetal do IB — Unicamp, com colaboracdo do
Prof. Dr. Marcos José Salvador.
4.4. Drogas

As drogas utilizadas foram o Lansoprazol (Medley, Campinas-SP, Brazil), Tween
80® e 4cido acético (Sinth, SP, Brasil), etanol absoluto (Merk© KGaA, Darmstadt,
Germany), Cimetidina, Carbenoxolona e Indometacina (SIGMA Chemical Co, St. Louis,
USA). Todos os reagentes possufam alto grau de pureza. O BB foi dissolvido em Tween

80%a 12%.
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4.5. Atividade antiulcerogénica
Para avaliar a atividade antiulcerogénica do BB foram realizados experimentos de

inducdo de ulcera géstrica por etanol e Indometacina. Com base em suas respectivas
especificagdes foram utilizados: grupos controle positivo (tratados com Cimetidina
100mg/Kg ou Lansoprazol 30mg/Kg) e controle negativo (Veiculo 10 mL/Kg), o BB foi
administrado em diferentes doses, por via oral (v.0.) ou por via intraduodenal (v.i.). Apds
cada experimento, os animais foram mortos por deslocamento cervical, os estdmagos
retirados, abertos no sentido da maior curvatura, as areas de lesGes ulcerativas foram
examinadas com um microscéopio de dissecacao (Nikon SMZ 800) e fotografadas com uma
camera Nikon Coolpix 4500 para serem analisadas posteriormente através do Bioview 4
(AvSoft, Brasil), um software de andlise de imagem (142).
4.5.1. Modelo de inducao de tulcera gastrica aguda pelo etanol

Ap6s 24 horas de jejum e livre acesso a dgua, ratos machos Wistar Unib: WH (n =
7, por grupo) foram tratados v.o., por gavagem, com o BB nas doses 12,5, 25, 50 e 100
mg/Kg, com Lansoprazol 30 mg/Kg (controle positivo) e com Veiculo 10 mL/Kg (controle
negativo). Apds 1 hora deste tratamento, foi induzida a lesdo géstrica pela administragao,
também por v.0., de 1 mL/Kg de etanol absoluto. Apds 1 hora da inducdo, os animais foram
mortos por deslocamento cervical, os estdomagos retirados, abertos no sentido da maior
curvatura, examinados, fotografados e analisados conforme descrito anteriormente (143).

De acordo com os resultados obtidos a partir deste experimento, no qual o BB 100
mg/Kg inibiu significativamente a formagdo das lesoes ulcerativas induzidas por etanol,

esta dose foi selecionada para os demais ensaios.
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4.5.2. Modelo de inducao de tlcera gastrica aguda por Indometacina

Ap6s 24 horas de jejum, ratos machos Wistar Unib: WH (n = 7, por grupo) foram
tratados por v.o. com Veiculo 10 mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg ou BB 100 mg/Kg.
Passados 30 min do tratamento, os danos gastricos foram induzidas por administracdao
subcutanea de Indometacina 30 mg/Kg e, 4 horas apds a administracdo da Indometacina, os
animais foram mortos por deslocamento cervical, os estdmagos retirados, abertos no
sentido da maior curvatura, examinados, fotografados e analisados conforme descrito
anteriormente (144).
4.6. Mecanismos de protecio da mucosa gastrica
4.6.1. Andlise dos parametros bioquimicos do contetido gastrico de ratos submetidos a
ligadura do piloro

Os experimentos de ligadura do piloro em ratos foram realizados de acordo com a

metodologia descrita por Shay (145) com modificagdes em Batista (146). Apds 24 horas de
jejum, os animais, sob anestesia com ketamina 50 mg/Kg e xilazina 10 mg/Kg, sofreram
uma incisdo longitudinal logo abaixo da apéfise xifdide para localizagdo e amarradura do
piloro. Imediatamente apds a ligadura do piloro foram administrados por v.o. e v.i. 0
Veiculo 10 mL/Kg (controle negativo), a Cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo) e o BB
100 mg/Kg. Apds as administracdes as incisdes foram suturadas, 4 horas apds a cirurgia, os
ratos foram mortos por deslocamento cervical, as incisdes reabertas e, mantendo-se a
ligadura do cardia (para preservacdo do contetido gastrico), os estdmagos foram retirados.
O contetddo estomacal foi coletado e pesado logo em seguida, este conteido foi expresso

em mL. O pH foi determinado em pHmetro (PA 200, Marconi S.A., Piracicaba, Brasil).
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4.6.2. Muco aderido a2 mucosa gastrica

Ap6s 24h de jejum, os animais (n = 7, por grupo) foram tratados por administracao
v.0. de Veiculo 10 mL/Kg, Carbenoxolona 200 mg/Kg ou BB 100 mg/Kg. Uma hora
depois, os animais sob anestesia (50 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de xilazina) foram
submetidos a uma incisdo longitudinal logo abaixo da apéfise xiféide para a ligadura do
piloro. Quatro horas apds a ligadura, os animais foram mortos por deslocamento cervical,
as porcoes glandulares dos estdbmagos foram separadas, pesadas e imersas em solucdo de
Alcian Blue para o procedimento de quantificacdo de muco. A leitura das absorbancias foi
realizada a 598 nm e os resultados expressos como pug de Alcian Blue/g de tecido (147).
4.6.3. Niveis de Prostaglandina (PGE,)

A metodologia foi realizada segundo Curtis (148). Os animais permaneceram em
jejum durante 24 horas e foram aleatoriamente divididos em grupos (n = 7, por grupo)
Sham, Veiculo 10 mL/Kg + DAINEs e BB 100 mg/Kg + DAINEs. Primeiramente,
Indometacina dissolvida em solucdo de bicarbonato de sédio 5% (30 mg/Kg) - foi
administrada pela via subcutanea. Meia hora depois, os animais foram tratados (via oral)
com Veiculo 10mL/Kg ou BB 100 mg/Kg e meia hora apds o tratamento oral, os animais
foram mortos por deslocamento cervical e seus estdmagos removidos. As porcodes
glandulares dos estdmagos foram raspadas, pesadas e suspensas em 1 mL de tampao fosfato
de sodio (PB) (10 mM, pH 7,4). Os raspados foram homogeneizados com Polytron (PT —
10 — 35, Kinematica AG — Switzerland) e encubados a 37°C por vinte minutos. Os niveis
de PGE, foram quantificados utilizando-se um kit de dosagem imuno-enzimatica (R&D

Systems, EUA).
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4.7. Avaliacao da atividade antioxidante in vivo

Para avaliar a atividade antioxidante in vivo do BB, foram feitas medicdes da
atividade de enzimas antioxidantes e produtos da oxida¢do da mucosa gdstrica, em relagdo
aos indices de lesdo ulcerativa obtidos em modelo experimental de tulcera induzida por
etanol absoluto (143). Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 7, por grupo):
Sham, Veiculo 10 mL/Kg, Lansoprazol 30 mg/Kg, BB 100 mg/Kg. O grupo Sham foi
formado por animais ndo tratados, expostos aos procedimentos experimentais, mas sem
efetiva inducdo de tdlcera. Os estdmagos foram abertos ao longo da maior curvatura e as
suas por¢des glandulares foram raspadas com laminas de vidro e homogeneizadas em I mL
de PB 0,1 M (pH = 7,4). Os homogenatos permaneceram congelados a -70°C, até a
realizacdo dos ensaios bioquimicos. As atividades enzimaticas foram determinadas
espectrofotometricamente e os resultados expressos em nmol/min/mg de proteina. A
concentragdo de proteinas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford
(149), utilizando albumina do soro bovino para estabelecimento da curva padrio.

4.7.1. Determinacao da peroxidacao lipidica (LPO)

As concentracdes da peroxidacdo lipidica da mucosa géstrica foram determinadas
pela estimativa de malonildialdeido, utilizando o teste do acido tiobarbitirico (TBARS)
(150). Os estdmagos dos ratos foram retirados e lavados imediatamente com salina fria.
Para minimizar a possibilidade de interferéncia de hemoglobina com os radicais livres, todo
o sangue que adere a mucosa foi cuidadosamente removido. A mucosa do corpo foi
raspada, pesada e homogeneizada, este homogenato foi diluido KCl, 15M (rela¢do 1:10).
Ao homogenato (0,5 mL) foi adicionada uma solug@o contendo: 0,2 mL de de 80 g/L de

lauril sulfato de sédio; 1,5 mL de 200 g/L. de &4cido acético; 1,5 mL de 8 g/L de 2-
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tiobarbiturico e 0,3 mL de 4gua destilada. Esta mistura foi aquecida a 98°C durante 1 hora e
depois resfriada, SmL de n-butanol: piridina (15:1) foi adicionada. A mistura foi para o
voértex por 1 min e centrifugadas por 30 min a 4000 x g. A absorbancia do sobrenadante foi
medida em 532 nm. A curva padrdo foi obtida através de 1,1,3,3 tetramethoxypropano. A
recuperacdo foi de mais de 90%. Os resultados expressos como nanomoles MDA por grama
de tecido imido ( nmol / gr. tecido).
4.7.2. Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)
A atividade da MPO na mucosa gastrica foi determinada de acordo com o método

de Winterbourn (151). As amostras do raspado da mucosa gastrica foram centrifugadas a
12.000 x g, por 15 min, a 4°C. A uma aliquota do sobrenadante foi adicionada solucdo de
O-dianisidina (0,167 g/L) e 0,0005% H,0, em PB 50mM, pH 6,3, na proporcao de 1:30. As
absorbancias foram lidas a 460 nm, por 10 minutos e os resultados expressos em U/g de
proteina.
4.7.3. Envolvimento do grupamento sulfidrila (G-SH) na citoprotecao

As amostras foram centrifugadas (12000 x g, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em PB (0,1 M, pH 7,4). A seguir, fez-se a leitura da
absorbancia de 100 pl da amostra, acrescidos de 100 pl de solucdo de Tris (1,0 mM) e
EDTA (0,02 mM), a 412 nm (Al). Apds esta leitura adicionou-se 20 pl de acido 5,5
ditiobis (2-nitrobenzodico) diluido em metanol (DTNB — 0,01mM) e realizou-se nova leitura
(A2), a 412 nm, decorridos 15 minutos da reacdo, para determinagdo de G-SH. A
concentra¢do de grupamentos sulfidrila (tiol) foi determinada por (Al- A2) x 1,57 (152).
4.7.4. Determinacio da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da reducdo do NBT (nitro blue

tetrazolium ou azul de nitrotetrazlio) pelo O," gerado através do sistema hipoxantina /
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xantina oxidase (XO), a 37°C. A reacdo enzimética foi composta de: PB 0,1 M, pH 7,4;
0,07 U de XO/MlI; 100 uM hipoxantina; 600 uM NBT e 1 mg/mL de proteina da amostra.
Os resultados expressos como U/mg proteinas (151).

4.7.5. Determinacao da atividade da Glutationa peroxidase (GSH-Px)

Este ensaio é baseado na oxidacdo da GSH-Rd para GSH-Px, acompanhado da
redu¢do do NADPH pela GSH-Rd, o homogenato de tecido estomacal foi diluido em PB
(1: 10), em 100 pL desta solug@o adicionou-se 50 uL. H>O; (0.25 mM), 20 uL. de GSH-Rd
(10 mM), 20 uL. NADPH (4mM), 10 pL (1 U) de enzima GR em PBS, pH 7,8. A
absorbancia foi lida a cada min. em espectrofotometro a 365 nm entre 1 e 10 min. Os
resultados expressos em mM/mim/mg de proteina (153).

4.7.6. Determinacio da atividade da Glutationa redutase (GSH-Rd)

A atividade desta enzima foi determinada seguindo-se espectrofotometricamente a
oxidacdo de NADPH a 340 nm. A reagdo enzimadtica foi constituida de: PB 1M, pH 7; 0,2
mM EDTA; 1 mM GSSG e 0,1 mM de NADPH. O consumo de NADPH foi determinado
pela diminuicdo da absorbancia a 340 nm. O coeficiente de extincao para o NADPH ¢ 6,22
M' em’ (154).

4.8. Atividade cicatrizante
4.8.1. Modelo de inducao de tlcera gastrica cronica pelo acido acético

O experimento foi realizado conforme descrito por Takagi (155), com modificacdes
em Okabe (156). Ratos machos Wistar Unib: WH (n = 7, por grupo), foram anestesiados
(ketamina 50 mg/Kg e xilazina 10 mg/Kg) e foi realizada uma incisdo abdominal. A parede
anterior do estdbmago foi exposta e foi colocado externamente um tubo pequeno na regiao
serosa, dentro deste tubo foi colocado 4cido acético a 100% por 1 min. O abddomen foi

fechado e os animais voltaram a comer normalmente. Dois dias apds a cirurgia foram
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iniciados os tratamentos por v.o., com o Veiculo 10 mL/Kg (controle negativo), Cimetidina
100 mg/Kg (controle positivo) e BB 100 mg/Kg, os tratamentos persistiram por 14 dias
consecutivos. Ao final do tratamento, no 15° dia, os animais foram mortos por
deslocamento cervical, os estdmagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura,
examinados, fotografados e analisados conforme descrito anteriormente.
4.8.2. Western blotting

As porcdes glandulares dos estdmagos obtidos a partir de ratos submetidos a
inducdo de ulcera por 4cido acético foram homogeneizadas em 1 mL de tampao (PB 0,1M,
pH 7,4 com inibidor de protease 1%). Os homogenatos foram centrifugados (12000 x g, 15
min, 4°C) e seus sobrenadantes coletados e armazenados a -80°C para posterior andlise de
western blotting. As amostras foram tratadas com Laemmili buffer (PB 0,5 M, pH 6,8;
glycerol; dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%; bromofenol 0,1% e B-mercaptoetanol) na
propor¢ao 1:1. Para cada amostra, 100 pug de proteina, foram submetidas a uma eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. Na pr6xima etapa, as proteinas foram, por
eletroforese, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos
especificos primdrios: EGF (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA) e COX-2 (Cayman
Chemical, USA) na dilui¢ao de 1:500. Cada membrana foi lavada trés vezes por 10 min e
incubada com anticorpo de cabra, anti-imunoglobulina G (Zymed Laboratories, USA) para
EGF, e anticorpo de coelho (Zymed Laboratories, USA) para COX-2, ambos na dilui¢do de
1:5000. Como controle, os blots foram analisados pela expressdo da proteina constitutiva -
actina, usando anticorpo anti-B-actina (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). A
imunodeteccdo foi realizada utilizando um Kit de detec¢do de luz por quimioluminescéncia

(SuperSignal® West Femto Chemiluminescent Substrate, Pierce, IL, USA). Os dados
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densitométricos foram realizados seguindo a normalizagdo ao controle (proteina
constitutiva) pelo programa AV Soft (149).
4.9. Avaliacao dos parametros toxicologicos
O experimento de toxicidade é uma estimativa das propriedades téxicas in vivo da

substancia teste na sua dose terapéutica (157). Os parametros toxicoldgicos foram feitos de
acordo com o método de Souza—Brito, (158). Foi avaliada a toxicidade nos animais
submetidos ao tratamento com Veiculo 10 mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg ou BB 100
mg/Kg sem terem a ulcera induzida. Durante os 14 dias de tratamento, foram observados
diariamente progressio de peso corpdreo, alteracao de pé€lo, da mucosa e das fezes. Ao final
do tratamento os 6rgaos (coracdo, figado, rins e pulmdes) foram removidos e pesados para
detectar qualquer efeito do BB sobre seus pesos.
4.10 Analise estatistica

Todos os resultados farmacoldgicos foram expressos em média + erro padrao da
media (EPM), depois foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com teste a
posteriori de Tukey ou Dunnett , com o menor nivel de significancia sendo p<0,05 (Prisma,

USA).
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5. Resultados

5.1. Identificacdo dos componentes do 6leo essencial

A andlise de CG-EM eletronica demonstrou que os componentes do BB sdo: a-

pineno 40%; seguido por p-mentha-1.4(8)-dieno 12%; e a-phellandreno 10%; além de treze

outros componetes em menores concentracdes (Tabela 1). Isto demonstra que o BB ¢

composto essencialmente por substancias da classe dos terpenos. O a-pineno, componente

em maior concentracdo no BB, ¢ um composto organico da classe dos terpenos, que

geralmente € encontrado nos 6leos essenciais das arvores coniferas (140).

Tabela 1 - Composicao quimica (porcentagem) do BB pela andlise de CG-EM

Pico RT

1 4,283
2 4,435
3 4,734
4 5,311
5 5,376
6 5,448
7 5,765
8 5,919
9 6,062
10 6,208
11 6,377
12 6,582
13 6,696
14 7518
15 8,322
16 9,841

Componentes

o-thujeno
o-pineno
Campheno
Sabineno

B-pineno

p-menth-2-eno

B-myrceno

carano

o-phellandreno

3-careno
2-careno

p-cimeno

m-menta-1,8-dieno
gamma-terpineno

p-menta-1,4(8)-dieno

camphor

Composicao %
1,03
40,32
1,32
0,12
4,78
0,1
0,11
2,36
10,27
5,78
2,31
9,64
8,88
0,66
12,14
0,18

RT- Tempo de Retencio
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5.2. Atividade antiulcerogénica
5.2.1. Modelo de tlcera gastrica aguda induzida pelo etanol

O BB inibiu de forma estatisticamente significativa as lesdes ulcerativas induzidas
por etanol apenas na dose de 100 mg/Kg, esta inibicdo foi de 96%, em relacdo ao grupo

tratado com Veiculo 10 mL/Kg, devido a esta inibi¢cdo, esta dose foi selecionada para os

demais ensaios (Figura 4).

Figura 4 - Efeito do BB 12,5, 25, 50 e 100 mg/Kg nas lesdes gastricas induzidas por etanol

em ratos
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Dados expressos em média + epm, n = 7. ANOVA com teste a posteriori de Dunnet
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5.2.2. Modelo de inducao de tlcera gastrica aguda por Indometacina

Com a dose mais efetiva selecionada, verificou-se a atividade antiulcerogénica do
BB no modelo de udlcera géstrica induzida por Indometacina 30 mg/Kg. A administracdo
do BB 100 mg/Kg inibiu significativamente a formacdo das lesdes ulcerativas induzidas por
Indometacina 30 mg/Kg em 97%. Esta inibicdo foi semelhante aquela apresentada pelo
grupo tratado com Cimetidina 100 mg/Kg droga padrdo utilizada como controle positivo,

com percentual de inibi¢dao de 97% (Figura 5).

Figura 5 - Efeito do BB 100mg/Kg nas lesdes gastricas induzidas por Indometacina

30mg/Kg em ratos

p<0.001  97%

30- _ p<0.00P7%
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Dados expressos em média + epm, n = 7. ANOVA com teste a posteriori de Dunnet
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5.3. Mecanismos de protecao da mucosa gastrica
5.3.1. Analise dos parametros bioquimicos do contetido gastrico de ratos submetidos a
ligadura do piloro

Com o objetivo de avaliar a participacdo do BB nos parametros bioquimicos
gastricos (volume gastrico e pH), foi realizado a administracdo do BB 100 mg/kg pelas vias
oral e intraduodenal em ratos submetidos a ligadura do piloro. Em ambas as
administra¢des, o BB 100 mg/Kg ndo apresentou diferencgas estatisticamente significativas

nos parametros bioquimicos do suco géastrico (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito do BB 100mg/Kg, administrado em diferentes vias, nos parametros

dcido-gastricos em ratos submetidos a ligadura de piloro

Via Tratamentos Dose Suco gastrico pH
(mg/Kg) (L) (unidades)
Intraduodenal Veiculo - 0,94 + 0,07 1,62 +0,07
Cimetidina 100 0,49 +£0,07* 1,60 = 0,06
BB 100 2,20 £ 0,26%** 0,61 £ 0,07%**
Oral Veiculo - 0,82 £0,15 2,44 +£0,18
Cimetidina 100 1,68 +£0,18%* 5,10 £ 0,08%**
BB 100 1,32+ 0,11 1,96 + 0,13

Dados expressos como média + e.p.m., n = 7. ANOVA seguida de teste de Dunnet,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao grupo controle negativo tratado com

Veiculo 10 mL/Kg
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5.3.2. Muco aderido a2 mucosa gastrica

Os animais tratados com BB 100 mg/kg ndo apresentaram alteracdo significativa
na quantidade de muco aderido a mucosa gastrica, em comparagdo com o grupo de animais
tratado com Veiculo 10 mL/Kg, demonstrando que a atividade protetora do BB

provavelmente nao se da por aumento da secrecao de muco (Figura 6).

Figura 6 - Quantificacdo do muco aderido a mucosa gastrica em ratos tratados com o BB

100mg/Kg.

1501

Alcian Blue (ug/peso da porcéao
glandular do estémago (g))

Dados expressos como média + e.p.m, n = 7. ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
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5.3.3. Niveis de Prostaglandina (PGE,)
Os resultados que mostram o efeito do BB 100 mg/kg sobre os niveis gastricos de

PGE; estdo demonstrados na Figura 7.

Figura 7 - Quantificacdo dos niveis de PGE; na mucosa gastrica de ratos tratados com BB

100 mg/Kg.
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Dados expressos como média + e.p.m, n = 7. ANOVA seguida por teste de Tukey

O BB 100 mg/Kg, administrado concomitantemente a Indometacina 30 mg/Kg
(inibidor inespecifico da isoenzima COX), ndo foi capaz de manter os niveis de PGE..
Quando comparado ao grupo Sham houve uma reducdo estatisticamente significativa,

mostrando que BB 100 mg/Kg ndo foi capaz de manter a producdo da PGE; (Figura 7).
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5.4. Avaliacao da atividade antioxidante in vivo

A avaliacdo da atividade antioxidante in vivo do BB, foi realizada com amostras
obtidas no modelo de ulcera géstrica induzida por etanol absoluto. A administragdo oral de
etanol absoluto em ratos causa lesdes hemorragicas no estdbmago, como se observa no
grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg (Figura 8A). O efeito gastroprotetor do pré-
tratamento com BB 100 mg/Kg neste modelo experimental de dlcera estd apresentado na

Figura 8B mostrando uma protecao de 96%.

Figura 8 - Efeito da administracdo oral do BB 100 mg/Kg na mucosa gastrica de ratos

submetidos ao modelo de indugdo de tlcera por etanol absoluto.
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(A) Visualizacdo macroscopica das lesdes. (B) Area da lesdo ulcerativa de ratos
submetidos a tlcera géstrica por etanol. Dados expressos em média + e.p.m, n = 7. Andlise

estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnet.
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Considerando a formag¢do de EROs na tdlcera induzida por etanol, foram analisadas
as enzimas antioxidantes SOD, GSH-Px, GSH-Rd. Também foram analisados os niveis de
grupamento sulfidrila, peroxidagdo lipidica e mieloperoxidase.

5.4.1. Determinacio da peroxidacao lipidica (LPO)

O malonildialdeido (MDA) € o produto final da LPO e é usado para determinar os
niveis da peroxidagdo lipidica. O efeito do BB sobre o indice de LPO na mucosa géstrica de
ratos submetidos ao modelo de inducdo de tlcera gastrica por etanol absoluto estd
demonstrado na Figura 9. Os niveis de MDA aumentaram de forma estatisticamente
significativa no grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg, quando comparados com o grupo
Sham. O grupo tratado com BB 100 mg/kg foi capaz de inibir em 82 %, o indice de MDA
em comparagao ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg, mantendo os niveis deste indice
similares aos do grupo Sham.

Figura 9 - Indice de peroxidacdo lipidica na mucosa gdstrica de ratos submetidos ao

modelo de indugao de tlcera por etanol absoluto.
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Dados expressos como média + e.p.m, n = 7. ANOVA seguida de teste de Dunnet.
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5.4.2. Determinacao da atividade da MPO

O aumento de atividade da enzima MPO pode se indicativo de maior infiltragdo de
neutréfilos no tecido. Os resultados obtidos para efeito do BB sobre a atividade da MPO na
mucosa gastrica de animais submetidos a indugdo de tulcera por etanol absoluto estdo
apresentados na Figura 10. O grupo tratado com BB 100 mg/Kg foi capaz de inibir a
atividade da MPO em 58% em relagcdo ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg, mantendo

niveis de atividade similares aos do grupo Sham.

Figura 10 - Atividade da enzima MPO na mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo

de inducgdo de tlcera gastrica por etanol absoluto.

MPO (U/g proteina)

Dados expressos em média + e.p.m, n = 7. ANOVA, seguida de teste de Dunnet.
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5.4.3. Envolvimento do G-SH na citoprotecao

A deplecdo de G-SH, geralmente, é observada na ulcera gastrica induzida por etanol
absoluto como indicio de estresse oxidativo. Os niveis de G-SH encontrados na mucosa
gdstrica de ratos expostos a este modelo experimental encontram-se na Figura 15. Apds
exposi¢do ao agente ulcerogénico, o grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg ndo apresentou
alteracdo significativa nos niveis de G-SH, em relacdo ao grupo Sham, ao contrario do que
se encontra na literatura. O pré-tratamento com BB 100 mg/Kg, apresentou um aumento
significativo nos niveis de G-SH em relagdo ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg,

sendo este aumento de 46%.

Figura 11 - Niveis de G-SH na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de inducao

de tlcera gastrica por etanol absoluto.
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Dados expressos em média + e.p.m, n = 7. Analise estatistica ANOVA seguida de teste de

Tukey.
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5.4.4. Determinacao da atividade da SOD, GSH-Px e GSH-Rd

Observou-se um aumento nos niveis de atividade da enzima SOD no estdmago dos
animais do grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg em relacdao ao grupo Sham (Tabela 3). A
enzima SOD pode ser considerada a primeira linha de defesa frente a geracdo de EROs. O
aumento nos niveis da atividade desta enzima pode ser evidéncia de estresse oxidativo. No
grupo tratado com BB 100 mg/Kg, houve uma reducdo nos niveis da SOD (43%), sendo
estes niveis similares aos niveis do grupo Sham (Tabela 3), indicando menor geracdo de
ERO no estdmago dos animais que receberam este tratamento. Os resultados obtidos no
grupo tratado com BB 100 mg/Kg sdo semelhantes aos obtidos no grupo tratado com
Lansoprazol 100 mg/Kg controle positivo.

Observou-se também, um aumento nos niveis de atividade da enzima GSH-Px no
estdmago dos animais do grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg em relacdo ao grupo Sham
(Tabela 3). O aumento nos niveis de atividade desta enzima pode ser indicativo de estresse
oxidativo. O grupo pré-tratado com BB 100 mg/Kg apresentou diminuicdo de 42% da
atividade de GSH-Px em relagdo ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg. Os niveis da
atividade desta enzima no grupo pré-tratado com BB 100 mg/Kg apresentaram-se
semelhante ao grupo Sham (Tabela 3) e apresentaram-se semelhantes aos resultados
obtidos no grupo tratado com Lansoprazol 100 mg/Kg controle positivo, indicando menor
estresse oxidativo no estdbmago dos animais tratados com este 6leo.

Com relagdo a GSH-Rd, o tratamento com BB 100 mg/Kg produziu um aumento
significativo nos niveis da atividade desta enzima quando comparados com o grupo tratado
com Veiculo 10 mL/Kg (Tabela 3). Os niveis atingidos no tratamento com BB 100 mg/Kg

sdo similares aos niveis do grupo controle positivo lanzoprazol 100 mg/Kg (Tabela 3).
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Tabela 3 - Atividade da enzima GSH-Px, SOD e GSH-Rd na mucosa géstrica de ratos

submetidos ao modelo de inducdo de dlcera por etanol absoluto.

SOD GSH-Px GSH-Rd
Tratamentos
(U/mg proteina) (nmol/min/mg de proteina) (mmol/min/mg de proteina)
Sham 1,9+0,2 1,8 +0,3 0,9+0,1
Veiculo 3,4 +0,5+ 3,1 £0,3+ 0,9+0,1
Lansoprazol 22+0,1%* 1,9 £0,2* 1,5+0,1*
BB 2,0+0,1* 43% 1,8 £0,2* 42% 1,6 +0,1*81%

Dados expressos em média + e.p.m, n = 7. ANOVA seguida pelo de Tukey (*) p<0,05 em

relacdo ao grupo tratado com Veiculo e (+) p<0,05 em relagdo ao Sham.

5.5. Atividade cicatrizante

5.5.1. Modelo de inducao de tlcera gastrica cronica pelo acido acético

O tratamento oral com BB 100 mg/kg durante 14 dias consecutivos promoveu uma

aceleracdo na cicatrizacdo da ulcera gastrica induzida por 4cido acético em ratos (Figura

12). A porcentagem de cicatriza¢do apresentada pelo grupo tratado com BB 100 mg/Kg

(81%) foi semelhante aquela apresentada pelo grupo tratado com Cimetidina 100 mg/Kg

(82%), droga padrao utilizada como controle positivo.

76



Figura 12 - Efeito da administracio do BB 100mg/Kg durante 14 dias consecutivos, na

cura de ulceras induzidas por acido acético 100%.
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Dados expressos em média + e.p.m., n = 7. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

5.5.2. Western blotting
E sabido que a COX-2 e o EGF participam do processo de cicatrizacdo da tdlcera
géastrica. Diante deste fato, verificamos a expressdo de ambos pela técnica de western
blotting utilizando como controle interno a proteina B-actina.

As figuras 13A e 13B representam as intensidades densiométricas obtidas nas
revelagdes das membranas com os anticorpos para COX-2 e EGF, respectivamente. As
analises mostraram que o tratamento oral com BB 100mg/Kg durante 14 dias consecutivos,

apos lesdes géastricas induzidas por dcido acético absoluto, promoveu um aumento na

expressdao de ambas na mucosa gastrica. O tratamento com BB 100 mg/Kg aumentou a
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expressao da enzima COX-2 em 55% e a expressdo de EGF em 100%, ambos comparados

ao grupo Sham.

Figura 13 - Representacdo da andlise de Western blot na expressao de COX-2 (A) e de
EGF (B) durante 14 dias consecutivos de tratamento com BB 100 mg/Kg, na mucosa

gdstrica de ratos submetidos a dlcera gastrica induzida por 4cido acético a 100%.
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Intensidade densitométrica

0.0

A andlise densitométrica foi realizada seguindo a normalizacdo ao controle (B-actina).

Dados expressos como média + e.p.m., n = 7. ANOVA seguida de teste de Dunnet.

5.6. Avaliacao dos pariametros toxicolégicos
As Figuras 14 e 15 mostram, respectivamente, a evolu¢cdo ponderal e o peso de
Orgdos importantes para a atividade metabdlica de animais submetidos a administra¢do oral

sub-aguda durante 14 dias consecutivos com Veiculo 10 mL/Kg, Cimetidina 100 mg/kg e
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BB 100 mg/kg. Durante os 14 dias de estudo, observou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na progressao dos pesos corpéreos nem nos pesos dos 6rgaos
para todos os grupos (Veiculo 10mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg e BB 100 mg/Kg.
Nenhuma anormalidade macroscépica foi detectada nos 6rgaos avaliados, na pelagem, nem

nas fezes.

Figura 14- Efeito do BB 100 mg/Kg administrado durante 14 dias consecutivos sobre o

peso dos animais.
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Dados expressos em média + epm, n = 7. ANOVA seguida pelo teste de Dunnett, P>0.05

comparados ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg.
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Figura 15 - Peso dos 6rgdos dos animais tratados v.0. com Veiculo 10 mL/Kg, Cimetidina

100 mg/Kg ou BB 100 mg/Kg durante 14 dias consecutivos.
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Dados expressos em média + epm, n = 7. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,

P>0.05 comparados ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg.
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6. Discussdo

Plantas aromdticas sdo utilizadas desde a antiguidade devido as suas propriedades
conservantes e medicinais, as quais sdo parcialmente atribuidas aos Oleos essenciais.
Estudos recentes indicam que componentes de Oleos essenciais, especialmente
monoterpenos, apresentam diversos efeitos farmacolégicos. Oleos essenciais sdo compostos
naturais volateis, complexos, caracterizados por um forte odor e sdo utilizados para fins
medicinais, cosméticos, agricolas e alimenticios (140; 159).

Considerando o conhecimento popular do uso da espécie Protium heptaphyllum
March para tratar distdrbios gastrointestinais, estudamos o 6leo essencial do Protium
heptaphyllum March (BB), inicialmente identificando os componentes deste 6leo, através
da CG-EM eletronica. Foram identificados majoritariamente a-pineno 40%, p-mentha-
1.4(8)-dieno 12% e a-phellandreno 10%. Geralmente, os compostos majoritarios sao
responsaveis pelos efeitos biol6gicos do 6leo essencial do qual foram isolados, sendo que a
amplitude de seus efeitos depende da concentragiao destes compostos, no entanto € possivel
que a atividade dos compostos majoritdrios seja modulada pelos minoritdrios, havendo
sinergismo entre eles, neste sentido, para efeitos bioldgicos, estudar todo o dleo essencial
em vez de alguns de seus componentes fornece informacdes mais significativas (132; 160).

O o-pineno, composto majoritario do BB, estd relacionado com uma série de
propriedades farmacolégicas como anti-inflamatdria, digestiva e antioxidante. Os efeitos do
a-pineno que € um monoterpeno, variam conforme a interagdo com mono ou
sesquiterpenos presentes (160; 161; 135; 140).

O p-mentha-1.4(8)-dieno, € um monoterpeno monociclico com um anel de
ciclohexano e fragrancia semelhante a do limdo. Foi demonstrado que este componente

apresenta efeito sedativo (162).
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O oa-phellandreno, pertence ao grupo dos terpenos monociclicos, classe dos
monoterpenos, sao isolados de fontes vegetais variadas, principalmente a partir de plantas
da espécie Eucalyptus radiata, seu nome cientifico é derivado da espécie Eucalyptus
phellandra. O crescente interesse por este componente dad-se principalmente por seu odor
agradavel (163).

Muitos aspectos podem estar envolvidos na patogénese da udlcera gastrica sendo
que, a integridade funcional da mucosa géstrica depende do balanco entre fatores
agressores € mecanismos protetores. Assim, o sucesso do tratamento farmacolégico contra
dlcera gastrica depende ndao somente do controle dos fatores patogénicos, mas também do
aumento dos fatores de protecdo da mucosa géstrica (164; 140; 69).

A atividade protetora géstrica do BB foi inicialmente caracterizada nos modelos de
inducdo de lesdes por agente necrosante (etanol) e por DAINEs (Indometacina). Estes
modelos cldssicos de lesdo gastrica aguda, que utilizam etanol e Indometacina para a
inducdo de ulceras, fornecem importantes indicativos da ac¢do destes produtos sobre o trato
gastrointestinal, j4 que o uso cronico de dlcool e DAINEs estdo envolvidos na etiologia das
patologias gastricas no homem (165; 166).

A formagdo das lesdes gastricas induzidas por etanol tem origem multifatorial que
inclui dano ao DNA, decréscimo nos niveis de glutationa total e peroxidacdo lipidica nas
células da mucosa gastrica. Estes eventos levam a necrose, hemorragia subepitelial, edema,
esfoliacdo celular e aumento da permeabilidade da mucosa (17; 167; 168). Além disto, as
lesdes induzidas por etanol estdo diretamente relacionadas a producdo de espécie reativas
de oxigénio (EROs) que produzem um desequilibrio entre o processo oxidante e atividade
antioxidante celular que leva a modificacdo oxidativa na membrana celular, formando um

ambiente favorédvel para o estresse oxidativo (61; 169).
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O grupo de animais tratados com BB 100 mg/Kg inibiu em 96% a formacdo de
lesdes géstricas causadas pelo etanol, quando comparado com o grupo de animais tratado
com Veiculo 10 mL/Kg. Esta protecdo foi 36% maior que a do grupo tratado com
Lansoprazol 30mg/Kg, droga padrdo utilizada como controle positivo. Considerando a
participacdo das EROs na formacdo de lesdes géstricas induzidas por etanol € possivel que
o BB 100 mg/Kg iniba a formacdo destas lesdes por evitar a formacdo do estresse
oxidativo. Nossos resultados estdo de acordo com aqueles obtidos com a resina da Protium
heptaphyllum March (Burseraceae) que, quando administrada por via oral, evitou danos na
mucosa gastrica induzidos por etanol (125). Porém, no nosso estudo trabalhamos com o
6leo comercial essencial do Protium heptaphyllum March (Burseraceae), a dose eficaz
utilizada, na concentra¢do de 100mg/Kg foi menor do que a apresentada no trabalho citado,
que era de 200 ou 400 mg/Kg.

DAINESs, como a Indometacina, sdo amplamente usadas no tratamento de doengas
inflamatdrias cronicas, pois reduzem a dor e a inflamagao, através da inibi¢do da enzima
cicloxigenase (COX). No entanto, seu uso € limitado pela sua propensdo em causar danos
significativos na mucosa géstrica (169). Estudos recentes demonstraram que EROs tém sido
descritas, como um dos provaveis fatores patogénicos envolvidos nas lesdes da mucosa
induzidas por DAINEs (169; 170; 171; 172).

No modelo experimental de ulcera géastrica induzida por DAINEs, o grupo de
animais tratado com BB 100 mg/kg apresentou atividade gastroprotetora quando
comparado com o grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg. Esta protecao foi igual a protecao
apresentada no grupo de animais tratado com Cimetidina 100 mg/Kg, droga padrio
utilizada como controle positivo. Cosiderando que a atividade ulcerogénica das DAINEs

pode ser atenuada sem o envolvimento de PGE, e que agentes antioxidantes podem
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proteger a mucosa gastrica contra lesdes causadas por DAINESs por inibir o aumento de
EROs este resultado reforca a possivel acdo antioxidante deste 6leo essencial.

Estd amplamente demonstrado que a ulcera gastrica induzida por etanol aparece
devido a acdo necrotizante deste na mucosa gastrica com menor participacdo da secrecao
dcida, ndo sendo, portanto, inibida por agentes antissecretérios como a Cimetidina, e sim
por aqueles fatores que aumentam os mecanismos de defesa da mucosa géstrica (173; 168).
Considerando que o BB 100 mg/Kg ndo foi capaz de aumentar os fatores citoprotetores da
mucosa (Muco e PGE,) e considerando a participacao das EROs na patofisiologia da tlcera
gdstrica, verificamos os mecanismos antioxidantes em sua atividade gastroprotetora. Para
tanto, a atividade antioxidante do BB 100 mg/Kg foi testada in vivo, através do modelo de
ulcera gastrica induzida por etanol absoluto em ratos.

EROs sdo continuamente produzidas durante os eventos fisioldgicos normais, sendo
removidas pelo mecanismo de defesa antioxidante. Na literatura, sao diversos os trabalhos
que mostram aumento da peroxidagdo lipidica na tlcera gdstrica (174). E importante
lembrar que a peroxidacao lipidica resulta na producdo e liberacdo de substancias que
recrutam e ativam leucocitos polimorfonucleares (175; 171). Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que o BB 100 mg/Kg promoveu significativa reducdo da
peroxidacdo lipidica em relagdo a reducdo da ALU, sugerindo um controle da fonte
biolégica de EROs, agindo portanto como um antioxiante.

Foi avaliada a atividade do BB 100 mg/Kg em ralacdo a enzima mieloperoxidase
(MPO). Esta € uma enzima importante para a defesa imunolégica ndo especifica, €
secretada por neutr6filos nos locais de inflamacdo participando da protecdo do organismo
contra patégenos invasores, devido a sua capacidade Unica de gerar 4dcido hipocloridrico.

Este acido é um importante agente antimicrobiano necessario para combater as infecg¢oes
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nos locais de inflamag¢dao. No entanto, quando secretado em excesso, pode causar
modificagdo oxidativa de proteinas, lipidios e outras moléculas biologicamente
importantes. Distdrbios cardiovasculares, doenca degenerativas do sistema nervoso e
artrite reumatoide, sdo comumente associados ao acumulo de MPO nos tecidos afetados
(55; 176). Trabalhos também apresentam aumento na atividade da MPO associado a ulcera
gastrica (177; 114). Apds inducdo de tlcera géstrica por etanol absoluto, observou-se
aumento na atividade de MPO no estdmago de ratos que receberam apenas o Veiculo. Nos
animais tratados com o BB 100 mg/Kg, este aumento foi evitado, o que indica possivel
inibicdo de infiltracdo de neutréfilos e, consequentemente, menor liberagdo de radicais
livres e substancias lesivas no tecido, contribuindo para a gastroprotecdo deste tratamento.
Vale ressaltar, que este resultado € condizente com aquele obtido no indice de peroxidacao
lipidica, mostrando que se o grupo de animais tratado com BB 100 mg/Kg apresentou
reducdo nos niveis de peroxidagdo lipidica, provavelmente inibe a infiltracao de neutréfilos
nos tecidos.

Além do aumento da peroxidagdo lipidica, diversos trabalhos evidenciam
diminui¢do na quantidade dos grupamentos sulfidrila ndo proteicos (G-SH) na mucosa
géstrica lesionada pelo etanol (178; 179; 180; 181; 182). Ao contrario do que foi descrito,
apds exposicdo ao agente ulcerogénico, o grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg ndo
apresentou alteracdo significativa nos niveis dos G-SH, em relacio ao grupo Sham. A
literatura relata que os G-SH sdo agentes-chave na protecdo da mucosa contra danos
géstricos induzidos por etanol, uma vez que estes compostos fazem uma reciclagem
antioxidante (98). O grupo pré-tratado com BB 100 mg/Kg, apresentou um aumento
significativo nos niveis de G-SH em relag¢do ao grupo tratado com Veiculo 10 mL/Kg, e ndo

apresentou diferenca estatisticamente significativa com o grupo que recebeu a droga padrao
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Lansoprazol 30 mg/Kg. Os G-SH tém um papel proeminente na reparagdo do tecido quando
as EROs estdao envolvidas, prevenindo o dano tecidual e mantendo EROs em niveis
fisiol6gicos (183). Estes resultados indicaram que os G-SH, estdo envolvidos com a
atividade antioxidante do BB.

O organismo possui defesas antioxidantes, que abrangem um complexo sistema de
enzimas e moléculas capazes de “capturar” os radicais livres (184). A primeira enzima
antioxidante da mucosa géstrica € a superoxido desmutase (SOD), que cataliza a
dismutagido do O,", em H,O, que é menos nocivo. O segundo passo do metabolismo do
H,O, depende da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px), que converte H>O, em
dgua, a partir da oxidagdo da glutationa reduzida (GSH) a sua forma dissulfidica, glutationa
oxidada (GSSG), a qual pode novamente ser convertida a glutationa (GSH) pela ag¢ao da
GSH-Rd utilizando como co-fator NADPH (63; 65).

A enzima SOD ¢ considerada primeira linha de defesa frente a geracdao de EROs. O
aumento na atividade desta enzima pode ser evidéncia de estresse oxidativo e maior
libera¢@o de anion superéxido (O,"7) (185). A SOD forma um grupo de enzimas conjugadas
com antioxidante vital na saide humana conferida pela ag¢do sequestradora do O," (186).
Além desta acdo sequestradora, esta enzima também € componente essencial de vias de
sinalizacdo que regulam a fisiologia celular (187). Existem trés formas conhecidas de SOD
em células de mamiferos, a SOD contendo cobre e zinco (CuZnSOD), encontrada
principalmente no citoplasma e nicleo, a SOD contendo manganés (MnSOD), encontrada
nas mitocOondrias e a SOD extracelular (ECSOD), encontrada primariamente nos
compartimentos extracelulares (187). Estudos demonstram a participagdo da SOD na regido
no epitélio géstrico em resposta a lesdo ulcerativa. Foi observado aumento na expressdo de

mRNA da enzima SOD associado ao aumento de estresse oxidativo e liberagdo de
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mediadores inflamatérios em modelo de indugdo de tlcera gastrica por etanol, DAINEs e
acido acético (184; 188; 189; 169; 114). Assim, a maior atividade e expressdo da enzima
SOD na mucosa géstrica podem indicar maior exposi¢do do tecido a geracdo de EROs.
Além disto, Repetto e colaboradores (185) atribuem o aumento na atividade da SOD ao
estresse oxidativo e maior liberacdo do O,".

Tem sido demonstrado também que substincias com propriedades antioxidantes
podem proteger a mucosa gastrica, atenuando lesdes no estdmago de ratos causadas pela
aplicacdo de agentes nocivos como o etanol e que este efeito protetor € acompanhado pelo
aumento da atividade da SOD (190).

Ap6s indugdo de tlcera por etanol absoluto, a enzima SOD apresentou-se com
atividade aumentada no estdmago do grupo de animais tratados Veiculo 10 mL/Kg em
relacdo ao grupo Sham. No grupo de animais pré-tratado com o BB 100 mg/kg, a atividade
da SOD foi menor em comparagdo ao grupo de animais tratado com Veiculo 10 mL/Kg,
evidenciando menores danos a mucosa gastrica dos animais e, consequentemente, menor
exposicdo ao estresse oxidativo. Este resultado sugere uma capacidade do BB 100 mg/Kg
de detoxificacdo das EROs, agindo portanto como antioxidante.

GSH-Px, outra enzima antioxidante, desempenha papel fundamental na eliminacao
do H,O, e hidroperodxidos lipidicos nas células da mucosa gastrica (191). Apos indugdo de
ulcera géstrica por etanol absoluto, houve aumento na atividade da GSH-Px no grupo
tratado com Veiculo 10 mL/Kg, o que ndo foi observado no grupo tratado com BB 100
mg/Kg. Ao contrério disto, diversos trabalhos relatam diminui¢do na atividade da enzima
GSH-Px apds exposicdo do tecido ao etanol (192; 193; 177). Esta enzima pode ser
inativada através de modificacdes nos residuos de selenocisteina em seu sitio ativo, por 4-

hidroxinonenal (HNE), um produto da peroxidacdo lipidica (194; 193). Além disto, a
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atividade da GSH-Px pode ser reduzida devido a deplecao da glutationa pelo etanol (195;
196). No entanto, ha divergéncias com relacdo a atividade desta enzima. Repetto e
colaboradores (185) analisaram a atividade da GSH-Px em modelo de ulcera induzida por
etanol e ndo observaram diferengas entre os grupos experimentais. Em outros tipos de
lesdes, como colite ulcerativa, foi relatado aumento na atividade da GSH-Px em modelos
experimentais, provavelmente como efeito do actimulo de peréxidos (197; 198). Sendo
assim, € provavel que a elevada atividade da GSH-Px nos animais tratados apenas com
Veiculo 10 mL/Kg esteja relacionada com o acimulo de peréxidos, evidenciando que o
mecanismo antioxidante do BB estd provavelmente relacionado com sequestro de
perdxidos, confirmando os resultados da inibicdo do indice de peroxidagado lipidica. Uma
vez que o grupo de animais pré-tratado com o BB 100 mg/Kg apresentou atividade
reduzida da SOD em comparag¢do com o grupo de animais tratado com Veiculo 10 mL/Kg,
nao houve acimulo de peréxido de hidrogénio reduzindo, consequentemente, a atividade da
GSH-Px nos animais tratados com o 6leo essencial.

Sistemas enzimdticos, que eliminam EROs e impedem sua agdo destrutiva,
protegem as células catalisando glutationa através do ciclo redox (184). O ciclo “redox” da
glutationa desempenha importante papel para garantir a integridade da mucosa em
exposicdo ao etanol, pois a glutationa endégena, em sua forma reduzida, GSH, tem
importancia na diminui¢do do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir os
peroxidos e se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger estruturas
celulares protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula de outros produtos téxicos, a
GSH-Rd ¢€ responsdvel por converter GSSG em GSH utilizando como co-fator NADPH

(199).
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Antioxidantes intracelulares, tais como GSH-Rd sdo importantes para protecio
celular em tecidos géstricos, G-SH e GSH-Rd t€m um papel proeminente no tecido de
reparacdo quando EROs estdo envolvidos; foi relatado que em humanos uma reducdo na
GSH-Rd géstrica pode ocorrer apds o consumo de etanol gastrico (183).

Na determinacdo da atividade da GSH-Rd, ndo foram observadas diferencas
significativas estatisticamente entre os grupos Sham e o grupo tratado com Veiculo 10
mL/Kg, diferente do observado por alguns autores, cujos trabalhos demonstram diminuicao
na atividade da GSH-Rd em lesdo ulcerativa causada por etanol (200; 196; 201). Porém, no
grupo de animais tratado com BB 100 mg/kg, a GSH-Rd apresentou um aumento
significativo de atividade quando comparado com o grupo de animais tratado com Veiculo
10 mL/Kg. Os niveis atingidos no tratamento com BB 100 mg/kg sao similares aos niveis
do grupo de animais controle positivo tratados com Lanzoprazol 30 mg/kg. Este resultado
mostra que G-SH e GSH-Rd fazem parte do mecanismo antioxidante do BB.

Assim, o mecanismo antioxidante do BB estd relacionado a diminuicao do estresse
oxidativo pela inibi¢do da peroxidacao lipidica, da atividade da MPO e aumento dos niveis
dos G-SH e da GSH-Rd, os quais s@o importantes na protecio da mucosa quando EROs
estdo envolvidas. Os resultados obtidos com o grupo de animais tratados com BB 100
mg/Kg foram melhores ou iguais aos resultados obtidos no grupo tratado com Lansoprazol
30mg/Kg, droga padrdo utilizada como controle positivo.

Até recentemente, estudos sobre gé€nese de ulcera péptica focavam em
anormalidades da secre¢do acida e da pepsina, sendo que a supressdo acida, através de
antagonista de receptor de H» e inibidor de bomba protdnica, foi a principal estratégia de
tratamento durante trés décadas. Atualmente, estd aumentando o interesse sobre os

mecanismos de cicatrizacdo da ulcera e sobre a possibilidade de que a rapidez e a qualidade
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do processo de cicatrizagdo possam ser farmacologicamente moduladas. Para tanto, foi
desenvolvido um modelo de ulcera induzida por dcido acético a fim de avaliar o processo
de cicatrizacdo das dlceras pépticas. Este modelo se assemelha muito a dlcera em humanos,
tanto no aspecto patolégico quanto nos mecanismos de cicatrizacdo, considerando que sao
dificeis de tratar e requerem longo tempo para cicatrizacao (156; 71; 202; 140).

O 4cido acético induz a ulcera gastrica de natureza perfurativa e de dificil
cicatrizagcdo (183). O grupo tratado com BB 100 mg/kg demonstrou ser capaz de acelerar o
processo de cicatrizacdo de ulcera géstrica induzida por 4cido acético em ratos. Este
resultado foi semelhante ao resultado obtido com o grupo tratado com Cimetidina 100
mg/Kg droga padrdo utilizada como controle positivo.

A cicatrizacdo da tlcera € um processo de reparo geneticamente programado que
inclui inflamacao, proliferacdo celular, re-epitelizagdo, formagdo de tecido de granulagao,
angiogénese e remodelacdo tecidual com interacdo entre células e a matriz extracelular. A
capacidade de acelerar este processo depende de muitos fatores, como fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator de crescimento
epitelial vascular (VEGF) e COX-2; essa dependéncia é espacial e temporalmente
sincronizada (38; 203; 183).

A COX-2 desempenha importante fun¢do na cicatrizacdo da ulcera géstrica, sua
expressdo controla mecanismos de protecdo da mucosa dentre eles re-epitelizacdo e
angiogénese. Farmacos como Lansoprazol promovem up-regulation de EGF e COX-2 em
tratamentos crOnicos, drogas com esta propriedade apresentam sucesso maior na
cicatrizagdo de ulceras gastricas (204; 205; 206; 207; 114).

Tsuji e colaboradores (208) apontaram a isoenzima cicloxigenase como fator

fundamental para a cicatrizagdo de ulceras gastricas, 0s autores propuseram que O up-
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regulation de COX-2 produz aumento dos niveis séricos de gastrina e seria isto que tornaria
a protecdo da mucosa mais eficiente, ja que este evento desencadeia elevacido de outros
fatores, como EGF, o qual também € responsavel pelo up-regulation de COX-2.

Tem sido demonstrado que a COX-2 induzida na mucosa géstrica ulcerada, estd
envolvida na defesa e mecanismos de reparacdo desta mucosa e que a sua inibicao por um
inibidor seletivo da COX-2 atrasa o processo de cura da tlcera, também foi demonstrado
que, no estdmago humano a COX-2 € exclusivamente expressa em células mesenquimais
gdstrica, tais como fibroblastos e células inflamatérias do leito e das margens da ulcera,
sugerindo que a COX-2 expressada nas células mesenquimais na margem da tlcera
desempenhe um papel fundamental no processo de reparacdo da tlcera (183). Também foi
demonstrado que o processo de cicatrizacdo nao € alterado quando apenas COX-1 €
suprimida. Contudo, outro fator importante apontado € que a tulcera nao se desenvolve
espontaneamente em animais COX-1 ou COX-2 suprimidos, para que isto ocorra, €
necessdrio que ambas isoformas sejam suprimidas (206).

Fatores de crescimento e seus receptores desempenham importante fungdo na
proliferacdo e migracdo celular, reparo de tecido lesionado e cicatrizagdo de tdlcera. O
principal receptor de fator de crescimento expresso nas células progenitoras gastricas € o
receptor de fator de crescimento epidermal (EGF-R), o qual regula a proliferacio celular
(20). Considerando que o EGF € eficaz em proteger a mucosa gastrica contra ulceras
induzidas por 4cido acético, € razoavel supor que este fator tenha a capacidade de limitar as
lesdes da mucosa causadas por agentes ulcerogénicos, provavelmente ajudando na
restauracdo da mucosa. Diversos autores associam o processo antiulcerogénico com

cicatrizagdo da ulcera cronica e participacdo do EGF (60; 183).
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Considerando a importancia de COX-2 e EGF no processo de cicatrizagdo, a
expressdo destas proteinas foi analisada por western blotting em estdmagos de ratos
submetidos a indu¢@o de tlcera por dcido acético. Pode-se observar aumento na expressao
de ambos no grupo de animais tratados com o BB 100 mg/kg, aumentando em 55% e em
100% a expressio de COX-2 e EGF respectivamente, comparados ao grupo Sham.
Portanto, o aumento nestas expressdes, para restauracdo da mucosa géstrica, em animais
tratados com BB 100 mg/Kg, é uma evidéncia da capacidade cicatrizante deste 6leo

essencial, sendo estes dados condizentes com a literatura.
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7. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pdde-se concluir que a atividade
antiulcerogénica promovida pelo 6leo essencial do Protium heptaphyllum March (BB) ndo
se deve a producdo de fatores citoprotetores como Muco e PGE,. Esta atividade
gastroprotetora se deve a atividade antioxidante modulando enzimas antioxidantes, LPO,
MPO e G-SH. Foi demonstrado que o BB possui atividade cicatrizante modulada pelo
aumento na expressdo de COX-2 e EGF na mucosa géstrica. Portanto, este estudo mostra
através de quais mecanismos ocorre a gastroprotecdo observada no BB, demonstrando
importante capacidade de proteger a mucosa gastrica de animais contra diferentes agentes

agressores, pelos mecanismos cicatrizante e antioxidante, sem apresentar toxicidade nos

parametros avaliados.
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8. Perspectivas

Os resultados obtidos com o 6leo essencial de Protium heptaphyllum March sao
promissores devido a significativa protecdo contra tlcera géstrica induzida por diferentes
agentes e sugerem aplicacdo terapéutica; no entanto, estudos adicionais acerca deste 6leo
essencial ainda sdao necessdrios. Assim, sdo perspectivas do trabalho com o 6leo essencial

de Protium heptaphyllum March:

= FEstudos adicionais de toxicidade;

= Avaliar o potencial antiulcerogénico dos compostos majoritdrios do 6leo essencial

de Protium heptaphyllum March: o-pineno; p-mentha-1.4(8)-dieno e; o-

phellandreno além de seus possiveis mecanismos de agao ;

= Desenvolver formas farmacéuticas contendo o O6leo essencial de Protium

heptaphyllum March e realizar estudos de farmacocinética e farmacodinamica.
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Abstract: Peptic ulcers are a common disorder of the entire gastrointestinal tract, its
etiology has not been completely elucidated. The basic physiopathological of peptic
ulcers result from an imbalance between some endogenous aggressive factor and
cytoprotective factors. The treatment of this disease is usually done with antacids or
proton pump, but are currently being used plants derrvated compounds. We evaluated the
gastroprotective properties and its possible mechanisms of action of the essential oil from
Protium heptaphyllium (Aubl.) Marchand, Burseraceae (BB). The formation of ulcers,
were evaluated in three experimental models, through the induction of gastric lesions
by ethanol, nonsteroidal anti-inflammatory drugs and acetic acid. The mechanisms of
action were evaluated through the pylorus ligature experiment, western blot, GSH, GR,
SOD, GPx, MDA and MPO activities. BB significantly inhubited the formation of ulcers
induced by the three different models, increased the GSH and GR levels and maintained
the same levels of SOD and GPx of the sham group, mhibited MPO and MDA, did not
produce significant modification in gastric juice content and showed increased COX-2
and EGF. BB exerts its gastroprotective activity, possibly, by increasmg COX-2 and EGF
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expression and due to ifs possible antioxidant property.

Introduction

Peptic ulcer is a common disorder of the
entire gastrointestinal tract. they occur mainly in the
stomach and the proximal duodenum (Mayty et al.,
2003). Despite great advances in the understanding
of the peptic ulcer illness, its etiology has not been
completely elucidated. The basic physiopathological of
gastric ulcer results from an imbalance between some
endogenous aggressive factor(s) [hydrochloric acid.
pepsin, refluxed bile. leukotrienes. reactive oxygen
species (ROS)] and cytoprotective factors. whichinclude
the function of the mucus-bicarbonate barrier. surface
active phospholipids, prostaglandins (PG), mucosal
blood flow, cell renewal and migration, nonenzymatic
and enzymatic antioxidants and some growth factors
(Bandyopadhyay et al., 2001; Bhattacharjee et al.,
2002).

Although recent advances in our understanding
have highlighted the multi-factorial pathogenesis of
peptic ulcers, secretion of gastric acid is still recognized
as a central component of this disease. Therefore, the

doi: 10.1590/50102-695X 2011005000117

main therapeutic target is the control of this secretion
using antacids, H2 receptor blockers (ranitidine,
famotidine) or proton pump blockers (omeprazole and
lansoprazole) (Rao et al., 2004). However, nowadays.
gastric ulcer therapy faces a major drawback because
most of the drugs currently available in the market show
limited efficacy against gastric diseases and are often
associated with severe side effects (Bandyopadhyay et
al., 2002; Lehne, 1998).

In this context, the use of medicinal plants for
the prevention and treatment of different pathologies
is in continuous expansion worldwide (Mota et
al., 2009). Natural products are gaining space and
importance in the pharmaceutical industry as well
as inspiring the search for new potential sources of
bioactive molecules (Cechinel-Filho & Yunes. 2001;
Schmeda-Hirschmann & Yesilada. 2005). The natural
active compounds classes or secondary metabolites as
alkaloids, flavonoids, terpenoids, tannins and others
have attracted researchers to investigate their chemical,
toxicological and pharmacological features. Some
plants studied showed efficacy against gastric ulcers
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such as: dnacardium humile have shown to possess
antiulcerogenic activity (Luiz-Ferreira et al., 2010),
as well as Vernonia polyanthes (Barbastefano et al.,
2007), among others.

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand,
Burseraceae, is a medicinal plant largely found in the
North and Northeast of Brazil, it is popularly known as
“breu branco”, and popularly used for inflammations,
pain. ulcers and wounds. The triterpenes isolated from
several species of medicinal plants are., in general,
responsible, at least in part, for their biological activities
(Aragdo et al., 2006), including anti-inflammatory,
anti-ulcer, anti-hyperlipidemic, anti-tumor, and
hepatoprotective (Oliveira et al., 2005). Essential
oils are complex mixtures comprising many single
compounds, chemically derived from terpenes and their
oxygenated compounds, these constituents contribute
to the antifungal, antiviral, antioxidant effects (Laciar
et al., 2009; Aidi et al., 2010). The present study aims
to characterize the anti-ulcerogenic activity of the
essential oil of Profium heptaphylium March (BB) in
three distinct induced gastric ulcer models: ethanol,
Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs and acetic acid
as well as the mechanisms of action.

Materials and Methods
Animal

Male Wistar rats Unib: WH, (n=7, 180-250
g). were obtained from the Central Animal House of
the State University of Campinas (CEMIB/Unicamp).
Animals were fed a certified Nuvilab® (Nuvital) diet,
with free access to tap water, and were housedonal2h
light/dark cycle at 60£1% humidity and a temperature
of 21+2 °C. The experimental protocols were all
approved by the Institutional Committee for Ethics in
Animal Experimentation of the Institute of Biology in
the State University of Campinas (n° 852-1. CEEA/IB/
Unicamp).

Essential oil

The BB was purchased from Laszlo
aromaterapia Ltda. and was obtained from leaves and
stem from this specimen by steam distillation. Parts of
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand, Burseraceae,
were collected in the river delta Jequirig¢a in the city of
Valenca. Bahia state (BA), Brazil by Antonio Calmon.
An authenticated “voucher” specimen was identified
by Jorge Yoshio Tamashiro of Unicamp and deposited
under the number 151890 at UEC herbarium (Campinas,
SP-Brazil).

Identification of essential oil constifuents
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The BB samples were analyzed in a gas
chromatographer coupled to an electronic (70 eV) mass
spectrometer (GC-MS, Shimadzu, GC-2010) equipped
with a capillary column of fused silica (DB-5; 5.30
m x 0.32 mm x 0.25 pm), helium as the carrier gas
(1.52 mL/min. White Martins, 99.9%), injector at 250
2C, detector at 250 °C and split injection mode. Mass
spectrum acquisition was performed at a mass range
from 40 to 600 m/z. The essential 0il (10 pL) was diluted
in chloroform to produce 1 ml of chromatographic
grade solvent, 1 pL of which was injected as sample
at the split ratio of 1:30. The column temperature was
heated to 60 °C and programmed at 5 °C/min to 220
2C. The identification of substances was performed by
the comparison of its mass spectra with the GC-MS
system database (NIST 62 lib.), the literature and with
the Kovats retention indices.

Drugs

The following drugs were used: lansoprazole
(Medley, Campinas-SP, Brazil), Tween 80% and acetic
acid (Sinth, SP, Brasil), absolute ethanol (*Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), cimetidine., carbenoxolone,
indomethacin, were from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, USA). All reagents were of high grade of purity.
The BB was dissolved in a 12% Tween 80% solution
(w/v). The substances were prepared just before use.

Ethanol-induced gastric lesions

Ethanol-induced ulcers were evaluated in rats
according to Morimoto (Morimoto et al., 1991). Rats
fasted for 24 h were treated with BB (12.5, 25, 50 and
100 mg/kg), lansoprazole (30 mg/kg) or vehicle 12%
Tween 80° (10 mL/kg). One hour after treatment all the
animals received, orally. 1 mL/kg of absolute ethanol.
Animals were killed by cervical dislocation one hour
after ethanol administration, their stomachs removed,
opened along the great curvature and fixed between
two glass plates. The inner surface of the stomach was
examined with a dissecting microscope (Nikon SMZ
800) and photographed with a Nikon Coolpix 4500
camera for later computer analysis. The total ulcerated
area in the stomach corpus was measured with Bioview
4 (AvSoft, Brazil) an image analysis software (Khan,
2004).

Non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) -
induced gastric lesions

In this model, the gastric ulcer was induced
using indomethacin (100 mg/kg), administered to rats
after 36 h fast. BB (100 mg/kg). cimetidine (100 mg/kg)
or vehicle 129 Tween 80 (10 mL/kg) was administered



orally, 30 min before the induction of gastric ulcer. The
animals were killed by cervical dislocation 5 h after
ulcer induction (Puscas et al.. 1997). Their stomachs
were removed and analyzed as previously described.

Chronic ulcer and toxicity evaluation

The experiments were carried out according to
the method described by Takagi (Takagi et al., 1969)
with some modifications in Okabe (Okabe & Amagase,
2005). Rats fasted for 24 h., under anaesthesia with
ketamine and xylazine, a laparotomy was done in all
animals through a midline epigastric incision. After
exposing the stomach, one small tube was placed on
the stomach, in the serosa region with an acetic acid
solution 100% for 1 min. The abdomen was then closed
and all the animals were fed normally. Two days after
surgery, the treatment started: oral administration
of BB (100 mg/kg). carbenoxolon (100 mg/kg) and
vehicle Tween 80 12% (10 mL/kg), once a day for
fourteen consecutive days. On the day after the last
drug administration. the rats were killed by cervical
dislocation, the stomachs removed and analyzed as
described above. The toxicological parameters were set
according to the method of Souza-Brito 1994 (Souza-
Brito, 1994). The toxicity in the animals submitted to
BB (100 mg/kg) treatment was evaluated for a period
of fourteen days. The body weight progression, hair and
mucosal alteration were observed daily. The following
organs were weighed to detect any effect of the essential
0il on their individual weights: heart, lungs, liver and
kidneys.

Gasiric secretion in pylorus ligature induced lesions

The method described by Shay (Shay et al..
1945), was used with some modifications. Rats were
fasted for 36 h. Immediately after pylorus ligature,
BB (100 mg/kg). cimetidine (100 mg/kg) and vehicle
Tween 80 12% (10 mL/kg) were administered orally
and intraduodenally. Rats were killed 4 h later, their
abdomens were opened and their stomachs removed.
The amount of the gastric juice (mL) and its pH were
determined using a pH-meter (PA 200, Marconi S.A.,
Piracicaba, Brazil).

Western blot assay

Frozen glandular stomachs samples were
homogenized in 1mL of ice cold phosphate buffer (PB
0.1M. pH 7.4 and protease inhibitor 1%). Homogenates
were centrifuged (12000 g 15 min, 4 °C) and the
supernatants were collected and stored at -80 °C. Protein
concentration of the homogenate was determined
following Bradford’s colorimetric method (Bradford.
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1976). Then, samples were treated with Laemmili buffer
(PB 0.5 M, pH 6.8; glycerol, sodium dodecyl sulphate

(SDS)

10%, bromophenol 0.1%, B-mercaptoethanol)

in a 1:1 proportion. Equal amounts of protein from
samples (100 pg) were separated on 10% acrylamide

gel by sodium dodecyl

sulphate polyacrylamide

gel electrophoresis. In the next step, proteins were
electrophoretically transferred onto a nitrocellulose

membrane

and incubated with specific primary

antibodies: EGF (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA)
and COX-2 (Cayman Chemical, USA) at dilution of
1:500. Each membrane was washed three times for 10
min and incubated with anti-goat immunoglobulin G
antibody (Zymed Laboratories, USA) for EGF and with
anti-rabbit (Zymed Laboratories, USA) for COX-2,
both at dilution of 1:5000. To prove equal loading,
the blots were analyzed for P-actin expression using
an anti-p-actin antibody (Sigma-Aldrich, MO, USA).

Immunodetection was

performed using enhanced

chemiluminiscence light-detecting kit (SuperSignal®
West Femto Chemiluminescent Substrate, Pierce, IL.,
USA). Densiometric data were performed following
normalization to the control (housekeeping gene) by
AVSoft program.

Antioxidant activity

All tissues used in these antioxidant experiments

were obtained from models of gastric ulcer induced by
ethanol (Morimoto et al., 1991).

Glutathione peroxidase (GPx)

The activity of GPx in the gastric mucosa

was evaluated spectrophotometrically at 365 nm. The
absorbances were read at each minute between 1 and
10 min. This assay is based on the oxidation of the
reduced glutathione by glutathione peroxidase coupled
to the oxidation of NADPH by glutathione reductase.
The tissue homogenate was diluted in phosphate buffer
(PB) (1:10). 100 pL of this solution was mixed with
50pL H,O0, (0.25 mM), 20 pL of reduced glutathione
(10 mM), 20 pL NADPH (4 mM), 10 pL (1 U) of
glutathione reductase. The new solution was diluted
again in PBS. pH 7.8 (Yoshikawa et al., 1993).

Glutahione redutase (GR)

GR activity was determined

spectrophotometrically by measuring the rate of
NADPH oxidation at 340 nm (Carlberg & Mannervick,
1985). Results are expressed as the amount of enzyme
that catalyses the oxidation of 1 pmol of NADPH
per minute per milligram of tissue (pumol/min'/mg
tissue™?).
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Superoxide dismutase (SOD)

The SOD activity was assessed by the inhibition
of the reduction of nifro blue tetrazolium (NBT) by the
generated superoxide radical through the hypoxanthine/
xanthine oxidase system (XO) at 37 °C. The enzymatic
reaction was composed of: PB 0.1 M; pH 7.4; 0.07 U of
XO mL; 100 pM hypoxanthine; 600 pM NBT and 1 mg/
mL of protein from the sample (Winterbourn et al., 1995).

Mieloperoxidase (MPO)

The MPO activity in the gastric mucosa was
determined according to the method of Winterbourn
(Winterbourn et al., 1995). After the experiment of
inducing ulcer with absolute ethanol, a portion of the
glandular stomach of the animals was shaved and
suspended in 1 mL of sodium phosphate buffer 0.05 M
pH 6.8. The tissue was homogenized and centrifuged
at 4 °C, 12000 x g, for 15 min and the supernatant was
analyzed. The absorbances were read at 460 nm at
each minute between 1 and 10 min. The results were
expressed in U/g of protein.

Sulfhydryl group (GSH)

The samples were centrifuged (12000 x g, 4
°C for 15 min.) and the supernatant diluted (1:10) in
sodium phosphate buffer (0. 1 M. pH 7.4). Then, a
reading was made based on the absorbance of 100 pL
of sample plus 100 pL of Tris solution (1.0 mM) and
EDTA (0.02 mM) at 412 nm (A1l). After the reading,
20 uL of (5.5 ditiobis 2-nitrobenzoic) acid (DTNB 0.01
mM) was added. dissolved in methanol and has been
re-read (A2) at 412 nm after 15 min. of reaction. The
concentration of sulfhydryl group (thiol) is given by
(A1-A2)x 1.57 (Faure & Lafond, 1995).

Determination of lipid peroxidation or malondialdehyde
(MDA) formation

The concentrations of gastric mucosal
lipid peroxidation were determined by estimating
malondialdehyde using the thiobarbituric acid test
(Ohkawa et al., 1979). The stomachs of the rats were
promptly excised and rinsed with cold saline. To
minimize the possibility of hemoglobin’s interference
with free radicals, any blood adhering to the mucosa
was carefully removed. The gastric mucosa was
scraped, weighed, and homogenized in 10 mL of 100
g/L. KCl. The homogenate (0.5 mL) was added to a
solution containing 0.2 mL of 80 g/L sodium lauryl
sulfate, 1.5 mL of 200 g/L acetic acid, 1.5 mL of § g/L.
2-thiobarbiturate, and 0.3 mL of distilled water. This
mixture was heated at 98 °C for 1 h. and after cooled, 5
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mL of n-butanol:pyridine (15:1) was added. The mixture
was vortexed for 1 min. and centrifuged for 30 min. at
4000 x g. The supernatant absorbance was measured
at 532 nm. The standard curve was obtained by using
1.1.3.3-tetramethoxypropane. The recovery was over
90%. The results were expressed as nanomoles of MDA
per gram of wet tissue (nmol/g tissue).

Statistical analysis

Results were expressed as the mean+SEM.
Statistical significance was determined by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's
or Tukey's post-hoc test. with the minimum level of
significance set at p<0.05.

Results and Discussion

Although there are many products in the
market for the treatment of gastric ulcers, including
antacids. proton pump inhibitors, anticholinergics and
histamine H2-antagonists, most of these drugs produce
several adverse reactions. such as gynecomastia.
hematopoietic changes, acute interstitial nephritis,
thrombocytopeniaanaphylaxisreactions,nephrotoxicity
and hepatotoxicity. In developing countries the peptic
ulcer treatment is very expensive, thus, there is a
growing need for less expensive antiulcer agents with
minor side effects. In this context, medicinal plants
are amongst the most attractive sources of new drugs,
and have been shown to give promising results in the
treatment of gastric ulcers. In Brazil, a large number of
herbal extracts is used in folk medicine to treat various
types of digestive disorders (Hiruma-Lima et al., 2006).
We studied the gastroprotective effect of the BB and its
possible mechanisms of action.

In the present investigation., the GC-MS
analysis revealed that the components of the BB are
a-pinene 40%, followed by p-mentha-1.4(8)-diene 12%
and o-phellandrene 10% and thirteen components in
lower concentrations (Table 1), thus revealing that this
0il is composed mainly by monoterpenes. Monoterpenic
essential oils are considered natural antioxidants due to
the presence of a-pinene (Singh et al.. 2010: Aidi et al..
2010).

Oral administration of absolute ethanol is
noxious to the stomach since it affects the gastric
mucosa topically by disrupting its barrier and
provoking pronounced microvascular changes within
a few minutes after its application (Moleiro et al.,
2009). Even oral administration of absolute ethanol
to rats produced linear hemorrhagic lesions, extensive
submucosal edema, mucosal friability, inflammatory
cells infiltration. and epithelial cell loss in the stomach,
which are typical characteristics of alcohol injury



(Franke et al., 2005). The pathogenesis of ethanol-
induced gastric mucosal damage occurs directly and
indirectly through various mediators such lipoxygenase.
cytokines, and oxygen-derived free radicals (Abdel-Salam
et al., 2001). Oral administration of BB (12.5, 25, 50 and
100 mg/kg) inhibited ethanol-induced gastric lesions by
4, 45, 46 and 96% respectively. When compared to the
control value, BB significantly inhibited ulcerative lesions
at the dose of 100 mg/kg. therefore this dose was used in
all other experiments (Table 2).

Table 1. Chemical composition (percentage) of essential
oils extracted from Profium heptaphyllum using analysis
by GC-MS.

Peak RT Compound Composition%
1 4283 a-thujene 1.03
2 4435 a-pinene 4032
3 4734 camphene 1.32
4 5311 sabinene 0,12
5 5,376 B-pinene 4,78
6 5.448 p-menth-2-ene 0.1
7 5,765 p-myrcene 0,11
8 5,919 carane 2.36
9 6,062 a-phellandrene 10,27

10 6,208 3-carene 5,78
11 6,377 2-carene 231
12 6,582 p-cimene 9.64
13 6.696 m-mentha-1_8-diene 8.88
14 7,518 G-terpinene 0,66
15 8,322 p-mentha-1 4(8)-diene 12,14
16 9.841 camphor 0.18

RT- Retention time

Table 2. Effect of BB on gastric lesions induced by ethanol and
indomethacin in rats. Results were expressed as mean+SEM.
Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey's test and
compared to vehicle. ¥p<0.01 *#*p=<0.001.
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Treatments (p.0.) (n]?;;(eg ) A?e:_ngﬁiix) Gasl:ro;;’otactien

Ethanoi-induced gastric

lesions

Vehicle 10 104.3=193 -

Lansoprazole 30 40.5+5.9% 388

BB 125 99.9+6.9 4.2
25 56.7+11.4 543
50 564200 540
100 4 1+1 0** 960

Indomethacin-induced

gastric lesions

Vehicle (mL/kg) 10 29.9£13.5 -

Cimetidine 100 0.9+0.4%* 96.9

BB 100 0.9+0.1%* 96.9

It is well known that indomethacin is used not
only as an anti-inflammatory drug but also to induce an
experimental ulcer model in rats (Polat et al., 2010). due
to the fact that this compound inhibits the synthesis of
cytoprotective prostaglandins, synthesized by COX-1
and COX-2 in the stomach tissue. Furthermore, it’s
also been shown that reactive oxigen species (ROS)
play an important role in the pathogenesis of mucosal
damages caused by indomethacin (Odabasoglu et al..
2006). Oral treatment with BB (100 mg/kg) reduced the
indomethacin- induced gastric lesion by 95% (Table
2).

Ulcer healing, a genetically programmed repair
process, includes inflammation. cell proliferation,
reepithelialization, formation of granulation tissue.
angiogenesis, interactions between wvarious cells and
the matrix and tissue remodeling, all resulting in scar
formation, the capacity to accelerate the ulcer healing
process depends on many factors, like the epidermal
growth factor (EGF), fibroblast growth factor (bFGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF), trefoil
peptides and COX-2 in a well synchronized spatial and
temporal manner (Tarnawski, 2005). Regarding the
COX-2 (Figure 1A) and EGF (Figure 1B) expression,
Western Blotting analysis in the present study shows a
great quantity of both in the gastric mucosa of animals
treated with BB.

It has been shown that COX-2 induced in
ulcerated gastric mucosa is involved in the defense
and repairing mechanisms of the mucosa and that its
inhibition by a selective COX-2 inhibitor delays ulcer
healing, we have also shown, in human stomach, that
COX-2 is exclusively expressed in gastric mesenchymal
cells such as fibroblasts and in inflammatory cells
of the ulcer bed and margins. suggesting that COX-2
expressed in mesenchymal cells at the ulcer margin
plays a key role in the ulcer repair process (Miura et
al., 2004).

Several authors associate the antiulcerogenic
process with healing of chronic ulcers and participation
of EGF. Growth factors and their receptors play
importantroles in cell proliferation and migration, repair
of the tissue injury and ulcer healing, considering that
EGF is effective at protecting the gastric mucosa from
acetic acid-induced gastric lesions, it is reasonable to
assume that this factor limits mucosal damage caused
by ulcerogenic agents, probably aiding early mucosal
restoration (Konturek et al., 1992). The increase in
COX-2 (Figure 1A) and EGF (Figure 1B) expression in
rats treated with BB may indicate a participation of this
protein in restoring the gastric mucosa.

Acetic acid induces gastric ulcers by a
perforative nature. spread over a large area that does
not heal with time. the application of glacial acetic
acid to the gastric serous membrane caused ulcer with
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wall-encircled deep craters (Hiruma-Lima et al., 2006).
Postoperative treatment with BB (100 mg/kg) for
fourteen consecutive days demonstrated. for the first
time, that BB accelerated ulcer healing. On the day
14 after surgery, the percentage of rats with cicatrized
ulcers in both experimental groups was significantly
higher than that of the control group. In addition. BB
(100 mg/kg) significantly decreased the mean area of
chronic ulcer (Figure 2).

Figure 1. Representative Western blot analysis COX-2 (A) and
EGF (B) proteins. Densitometric data were studied following
normalization to the control (B-actin house-keeping gene). The
results are representative of three experuments performed on
different samples and data are expressed as mean+=SEM.

0001

Ulcer area :ntnzl

Figure 2. Effects of chronic administration of BB 100 mg/
kg on ulcer healing in rats with chronic ulcer induced by 0.05
mL (v/v) of a 30% acetic acid solution. This dose significantly
decreased the severity and extent of area damaged by acetic
acid at fourteen days. Results were expressed as mean +SEM.
Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey's test and
compared to vehicle.

On toxicological parameters, there were no
significant differences in body weight development
(data not shown) or organ weights (Figure 3) for all
groups. No macroscopic abnormalities were detected
in the examined organs. No mortality observed in any
treatment group during the fourteen days of study.

Ligation of the pylorus model produces
accumulation of gastric juice with gastric acid
hypersecretion which generates the wound in the mucosa.
The hypersecretion of gastric acid is one of the major
pathogenic factors of gastric ulcer (Hiruma-Lima et
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al., 2009; Tuorkey & Karolin. 2009). The gastric juice
obtained from pylorus-ligated rats was used to analyze the
gastric biochemical parameters by oral or intraduodenal
BB administration. Administration of BB (100 mg/kg)
by different routes (oral and intraduodenal) showed no
significant difference in the assessed parameters of the
gastric juice (data not shown). Thus, an antisecretory
activity may not be involved in this protection.

Intracellular antioxidant. such as GR is critical
for cellular protection in gastric tissues. GSH and GR
have a prominent role in tissue repairing when reactive
oxygen species (ROS) are involved, it was reported that.
in humans, a reduction in gastric GR can occur following
ethanol consumption and GR pretreatment could subside
the gastric damage (Morais et al., 2010). It was also
reported that an increase in GSH levels show a parallel
to the adaptation phenomenon, the higher the GSH level,
the less the damage occurred. GSH and other antioxidants
prevented tissue damage by keeping ROS at physiological
levels (Polat et al., 2010). The results indicated that GSH
(Figure 4) and GR (Table 3) levels increased if compared
to the control group, demonstrating a possible antioxidant
capacity of BB.

W venicks 10 mlikg
B Cimetdins 100 maky
EX BB 100 mo'ka

Relations organs weight
weight argans ighweight budy (g}

o - o5 o

Figure 3. Organs weight m rats treated orally with vehicle,
lansoprazole (30 mg/'kg) or BB (100 mg/kg) for fourtenn days
after ulcer formation by acetic acid solufion myjected into the
stomach.

MPO exists in polymorphnuclear leukocyte cells
(PNL) and catalyses the formation of toxic hypochlorous
acid (HOCI) from hydrogen peroxide, in addition, PNL
excessively produce superoxide anion (O,) and hydroxyl
radical (OH"). which are free oxygen radicals, excessive
production of MPO and other reactive radicals cause
oxidative damage; which is represented by measuring lipid
peroxidation levels, an important reason for cell membrane
damage; MDA is the final product of lipid peroxidation
and is used to determine lipid peroxidation levels (Dursun
et al., 2009). Gastric MPO (Figure 5) and MDA (Figure 6)
were increased by indomethacin application and decreased
by BB (100 mg/kg) administration, another indicator of a
possible antioxidant activity of the oil, which still needs
deeper studies for a complete understanding.



Ethanol may enhance the damage associated
with the increased steady-state levels of ROS and could
act by increasing the activity of SOD. Previous studies
have shown SOD activity increased values in the ethanol
treated group compared to confrol rats, suggesting that
oxidative stress condition can increase the levels of O, or
induce the activity of the enzyme (Repetto et al., 2003).
Some researchers reported that ethanol increases GPx
activity (Suleyman et al.. 2010). The BB maintained the
same levels of SOD (Table 3) and GPx (Table 3) of the
sham group. this effect suggests that BB could decrease
the oxidative stress condition generated by ethanol.
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Figure 4. Sulfhydryl contents in the gastric mucosa of rats
pretreated with BB (100 mg/kg) and submitted to absolute
ethanol-induced ulcerative lesions. Results were expressed
as mean=SEM. Data were analyzed by ANOVA followed by
Tukey's test and compared to wvehicle.

= (003 )

MPO (U/g protein)

Figure 5. Effect of BB (100 mg/kg) on MPO activity in the gastric
mucosa of rats submitted to ethanol. Results were expressed as
mean+=SEM. Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey's
test and compared to vehicle.

Conclusion
In conclusion. all these results taken. together.

show, for the first time, that BB exerts gastroprotective
activity, as evidenced by the significant inhibition of the
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formation of ulcers induced by different models, these
protection could be attributed to an increased COX-2 and
EGF expression and to the antioxidant properties. This
antioxidant activity could be influenced by the presence of
monoterpenes in the chemical structure of BB. However,
further studies are required fo investigate the active
compounds and elucidate the mechanisms involved in the
effects.

0.0015-
w
=
7]
£ 000104
]
= 0.0005-
a
=
0.0000- |f| mﬂ_
& - 3 e
D
= Q¢‘> <& &
o J"Q &
&\«.s.- ‘pu QQ
A A
K
o
.v@

Figure 6. Effect of BB (100 mg/kg) on levels of MDA in ethanol-
treated rats. Results were expressed as meantSEM Data were
analyzed by ANOVA followed by Tukey's test and compared to
vehicle.

Table 3. Effect of BB (100 mg/'kg) on stomach antioxidants
enzymes and the levels of MDA in ethanol-treated rats. Results
were expressed as mean+SEM. Data were analyzed by ANOVA
followed by Tukey's test and compared to vehicle. *p<0.05.

SOD GPx GE.
Treatments . : (mmol/min‘mg  (mmol/min/mg
(U/mg protein) B
of protein) of protein)
Sham 1.9+0.2 1.8+0.3 0.5+0.1
Vehicle 34405 31103 0.9+0.1
Lansoprazole 224+0.1* 1.9+02* 1.5+0.1*
BB (100 mg/kg) 2.0+0.1% 1.8+0.2% 1.6£0.1*
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