
i 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
Faculdade de Ciências Médicas 

 

 

 

 

DEBORAH DE ARANTES E OLIVEIRA VALIM ARAUJO 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA GASTROPROTEÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL DO Protium 

heptaphyllum MARCH (BURSERACEAE) BEM COMO OS POSSÍVEIS 

MECANISMOS DE AÇÃO ENVOLVIDOS EM MODELOS DE ÚLCERA 

GÁSTRICA EM RATOS 

 

 

EVALUATION OF GASTROPROTECTION ESSENTIAL OIL FROM Protium 

heptaphyllum MARCH (BURSERACEAE) AND THE POSSIBLE MECHANISMS 

INVOLVED ON EXPERIMENTAL GASTRIC ULCER MODELS IN RATS 

 

 

 

 

 

Campinas, 2012 



iii 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
Faculdade de Ciências Médicas 

 
______________________________________________________________________ 
 

AVALIAÇÃO DA GASTROPROTEÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL DO Protium 

heptaphyllum MARCH (BURSERACEAE) BEM COMO OS POSSÍVEIS 
MECANISMOS DE AÇÃO ENVOLVIDOS EM MODELOS DE ÚLCERA 

GÁSTRICA EM RATOS 
 

ORIENTAÇÃO: Profa. Dra. ALBA REGINA MONTEIRO SOUZA BRITO  
 COORIENTAÇÃO: Prof. Dr. ANDERSON LUIZ FERREIRA  

 

EVALUATION OF GASTROPROTECTION ESSENTIAL OIL FROM Protium 

heptaphyllum MARCH (BURSERACEAE) AND THE POSSIBLE MECHANISMS 
INVOLVED ON EXPERIMENTAL GASTRIC ULCER MODELS IN RATS 

 

                                              
DEBORAH DE ARANTES E OLIVEIRA VALIM ARAUJO 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

Campinas, 2012 

Dissertação de Mestrado apresentada  
à Pós-Graduação da Faculdade de 
Ciências Médicas da Universidade 
Estadual de Campinas - UNICAMP 
para obtenção de título de Mestra em 
Farmacologia 

Dissertation submitted the Pós- 
Graduate School of Medical Sciences, 

State University of Campinas - 
UNICAMP to obtain the title of 

Master in Pharmacology   

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO 
FINAL DA DISSERTAÇÃO DEFENDIDA POR 
DEBORAH DE ARANTES E OLIVEIRA VALIM 
ARAUJO, E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. 
ALBA REGINA MONTEIRO SOUZA BRITO. 

_______________________ 
Assinatura do Orientador 
 



iv 

 

 



v 

 

 



vii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A minha preocupação não está em ser coerente com minhas afirmações anteriores sobre 
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Resumo    

Protium heptaphyllum March (Burseraceae), conhecido como almécega ou breu branco, 

é uma planta medicinal abundante na região Amazônica. Seu exudato resinoso in 

natura é um conceituado remédio popular com ação anti-inflamatória, antiulcerogênica, 

analgésica e cicatrizante. O gênero Protium compreende cerca de 135 espécies, estima-

se que a maioria das espécies da família Burseraceae pertençam a este gênero, tendo 

como principal característica sua capacidade em exsudar resinas aromáticas voláteis, 

usadas como curativo de feridas, tratamento de dor de dente, antisséptico, analgésico e 

distúrbios gastrointestinais. O objetivo deste trabalho, foi avaliar o potencial 

gastroprotetor do óleo essencial comercial do Protium heptaphyllum March 

(Burseraceae) (BB), bem como os possíveis mecanismos de ação envolvidos, através de 

modelos de úlcera gástrica em ratos Unib:WH. A análise de cromatografia gasosa-

espectrometria de massa (CG-EM) do BB indicou a presença de três monoterpenos 

majoritários: α-pineno (40%), p-mentha-1.4(8)-dieno (12%) e α-phellandreno (10%). 

Foram realizados diferentes modelos experimentais de úlcera gástrica que, com base em 

suas respectivas especificações, foram incluídos dois grupos controles, sendo um 

positivo (Lansoprazol 30 mg/kg, Carbenoxolona 200 mg/kg ou Cimetidina 100 mg/kg) 

e um negativo (Veículo – Tween 80® 12%, 10 mL/Kg). Após cada experimento, foi 

realizada eutanásia por deslocamento cervical, os estômagos removidos, abertos na 

região da maior curvatura e fotografados para quantificação da área de lesão ulcerativa 

(ALU) por meio do programa AVSoft®. O BB, na dose de 100 mg/Kg (dose mais 

efetiva), apresentou atividade antiulcerogênica contra lesões gástricas induzidas por 

etanol absoluto (96%) e por Drogas ant-inflamatórias não esteroidais (DAINEs) (97%). 

Para avaliar os mecanismos de ação envolvidos a atividade antissecretória, muco, 
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prostaglandina, atividade antioxidante e envolvimento dos Grupamentos Sulfidrila (G-

SH), foram analisados. Além disto, o modelo de úlcera gástrica induzida por ácido 

acético e análise por Western blotting da expressão de COX-2 e EGF foram utilizadas 

para avaliar a capacidade cicatrizante do BB. Foi verificado que este óleo essencial não 

interfere na secreção ácida na mucosa gástrica; porém, sua gastroproteção depende de 

compostos com G-SH. A atividade gastroprotetora do BB não ocorre devido ao 

aumento na produção de muco induzido pelos níveis gástricos de PGE2. Como o BB 

não atuou nos mecanismos citoprotetor e antissecretório, objetivou-se verificar o 

envolvimento do mecanismo antioxidante na atividade gastroprotetora. Existem 

evidências de que espécies reativas de oxigênio participem na etiologia da úlcera 

gástrica e muitos óleos 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 úlcera induzida por etanol absoluto. O BB apresentou 

atividade antioxidante modulando enzimas antioxidantes como Superóxido Dismutase 

(SOD), Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e Glutationa Redutase (GSH-Rd), desta forma, 

diminuindo a peroxidação lipídica (LPO) e atividade da Mieloperoxidase (MPO). BB 

demonstrou também potente capacidade de cicatrização, com 95% de redução da ALU, 

aumentando a expressão de COX-2 (55%) e EGF (100%) na mucosa gástrica. Em 

adição, nenhum sinal de toxicidade foi observado durante os 14 dias de tratamento, 

considerando os parâmetros analisados. Portanto o BB é composto essencialmente por 

terpenos, não 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: α-pinene 

(40%), p-mentha-1.4(8)-diene (12%) and, α-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 gastroproteção depends on G-SH compounds. The 

gastroprotective activity of the BB is not due to increased production of gastric mucus 

induced by PGE2 levels. As the BB did not act in cytoprotective mechanisms and 

antissecretório, 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. Introdução  

1.1. Considerações gerais  

Conhecer a atividade farmacológica de constituintes químicos 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 investigação farmacológica são necessários critérios 

adequados na seleção das espécies vegetais, uma análise fitoquímica preliminar, por 

exemplo, pode identificar grupos de metabólitos secundários relevantes que podem ou não 

estar relacionados às atividades biológicas encontradas, direcionando a pesquisa para a 

obtenção de um fitoterápico eficaz e seguro, além de identificar possíveis princípios ativos 

tóxicos.  

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o único recurso 

terapêutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na 

cura de enfermidades é tão antigo quanto à espécie humana. De maneira indireta, este tipo 

de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo áreas 

multidisciplinares, como por exemplo: botânica, fitoquímica e farmacologia, que juntas 

enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotável fonte medicinal natural: a flora mundial 

(2).  

Combinando as informações populares sobre a flora medicinal com estudos 

químico/farmacológicos, é possível formular hipóteses quanto à atividade farmacológica e 

à substância ativa responsável pelas ações terapêuticas relatadas (3).  

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

faz-se necessário, conjunto de vários profissionais em equipes multidisciplinares, 
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envolvidos em um trabalho multidisciplinar e interativo, na busca de substâncias ativas com 

potencial terapêutico (4; 5). 

A redução da biodiversidade chama a atenção para espécies que ora existem, mas 

que poderão extinguir dentro de pouco tempo. Esta redução trouxe a discussão sobre as 

perdas que estas práticas acarretam e a necessidade de procedimentos que tenham como 

meta o desenvolvimento sustentável (6).   

O conhecimento dos constituintes químicos de diversas partes da planta favorece o 

seu uso sustentável e contribui para sua conservação. É neste contexto que a realização 

deste trabalho buscou estabelecer um estudo de úlceras gástricas e a atividade 

farmacológica do óleo essencial do Protium heptaphyllum March (Burseraceae), 

popularmente conhecido como “Breu Branco”, na prevenção e tratamento destas úlceras.  

1.2. Trato gastrointestinal 

Na história da humanidade, as culturas primitivas identificam a natureza com 

"divindades", dotadas de pensamento e sentimentos, capazes de amor e ódio, que reagem 

segundo humores próprios. Por volta de 600 a.C. na Grécia, os fenômenos naturais 

passaram a ser observados com cuidado e até interpretados. A natureza começou assim a 

perder o seu caráter sagrado. Ao examinar, por exemplo, as vísceras de animais, o 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 simplificação dos 

alimentos obedece uma sucessão de etapas, nas quais cada segmento como boca, esôfago, 

estômago e intestino têm sua tarefa funcional, sendo o estômago o reservatório do alimento, 

além de processá-lo, mecanicamente, por mistura e formação do quimo e, quimicamente, 

pela secreção de pepsina, ácido clorídrico e do fator intrínseco (8). Após este 
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processamento o alimento sofrerá redução de tamanho através da digestão e terá sua 

entrada para o tubo intestinal controlada (8). 

O estômago divide-se em cinco regiões revestidas por mucosa: cárdia, fundo, 

corpo, antro e piloro. A cárdia se dá na porção onde o estômago se une ao esôfago, está fixa 

ao diafragma e situa-se cerca de dois centímetros e meio à esquerda da linha média ao nível 

da nona vértebra torácica. O fundo é a porção do estômago acima de uma linha horizontal 

que vai da transição esofagogástrica até a grande curvatura. O corpo encontra-se entre o 

fundo e a incisura angular (ângulo de Hiss). O antro é a porção entre o corpo e o piloro. O 

peristaltismo antral promove a trituração de alimentos sólidos, reduzindo-os a partículas 

menores, que assim passam para o duodeno, onde começam a sofrer ação do suco gástrico. 

O piloro corresponde à junção gastroduodenal, é um esfíncter constituído pelo 

espessamento da camada muscular circular do estômago e sua localização é 

aproximadamente ao nível da primeira vértebra lombar (9), (Figura 1).  

A mucosa gástrica, por sua vez, é constituída por uma série de depressões e 

glândulas. Na área glandular oxíntica encontram-se as células oxínticas ou parietais, 

compreendendo 80% do órgão, principalmente no fundo e no corpo. Na área glandular 

pilórica encontram-se as células G secretoras de gastrina, principalmente no antro (10), 

(Figura 1).  
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Figura 1- Visualização anatômica e histológica do estômago Apud. Pimentel, F. 2006. 

 

1.3. Secreção gástrica  

A secreção ácida gástrica é produzida pelas células oxínticas, um dos diversos 

tipos de células presentes nas glândulas gástricas (11). Esta secreção é o aspecto mais 

importante da função gástrica estudada na prática médica, sua influência nas alterações 

gástricas tem sido considerada no desenvolvimento de drogas (12). A produção do ácido 

depende da secreção da histamina a partir das células enterocromafins de forma parácrina, 

da acetilcolina lançada a partir de neurônios entéricos pós-ganglionares de forma neuronal e 

da gastrina liberada das células G de forma hormonal (10). Esta secreção é regulada, então, 

por mecanismos neurais, hormonais, parácrinos e autócrinos em níveis central e periférico 

(13).  

O ácido gástrico no estômago facilita a digestão de proteína, protege contra o 

crescimento bacteriano e contra infecções entéricas. As H+/K+ ATPases das células 

parietais estão envolvidas na etapa final da secreção ácida gástrica (14).  

 

 Antro 
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1.4. Proteção gástrica 

O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estímulos externos nocivos ou 

a fatores endógenos que podem causar lesões. Em contrapartida, a mucosa gastrointestinal 

apresenta fatores protetores como secreção de muco e bicarbonato que protege a mucosa 

contra estímulos nocivos (15; 16; 17). 

1.4.1. Muco e bicarbonato 

O muco e o bicarbonato são secretados juntamente pelas mesmas células, as 

células epiteliais superficiais do epitélio gástrico, constituindo a chamada barreira muco-

protetora. Eles formam uma camada gelatinosa que protege a mucosa gástrica do suco 

gástrico constituindo a primeira linha de defesa da mucosa contra agentes nocivos (18; 19). 

O muco apresenta-se de forma viscosa, elástica, aderente, como um gel transparente, que 

contém 95% de água e 5% de glicoproteínas (mucinas), recobrindo toda a superfície da 

mucosa gastrointestinal, sendo capaz de agir como antioxidante e, desta forma, reduzir 

danos na mucosa promovidos por radicais livres (17). Sua produção é estimulada por 

hormônios gastrintestinais (gastrina e secretina), agentes colinérgicos e prostaglandinas 

(20). Apesar da sua importância ímpar na proteção da mucosa gástrica, alguns fatores e/ou 

condições fisiopatológicas como infecção por Helicobacter pylori, úlceras pépticas e colite 

ulcerativa podem comprometê-lo, afetando sua estrutura e espessura promovendo o agravo 

das mesmas (21; 22; 23).  

O Bicarbonato depois de secretado, é retido pelo muco, criando um gradiente de 

pH entre o lúmen e o epitélio gástrico, mantendo o pH neutro na superfície das células 

epiteliais. Este pH neutro protege as células epiteliais do pH extremamente ácido 

encontrado na luz do estômago e impede o contato da pepsina com o epitélio do estômago 
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devido à presença de fosfolipídeos hidrofóbicos. A regulação fisiológica da secreção do 

bicarbonato depende de vários fatores. No estômago, é regulado pelas prostaglandinas (20).  

1.4.2. Prostaglandinas  

As prostaglandinas (PG) derivadas do ácido araquidônico são denominadas de PG 

da série 2 ou PGE2, PGD2, PGI2 e PGF2α (24). A hidrólise de fosfolipídios de membrana, 

mediada pela fosfolipase A2, libera no citoplasma o ácido araquidônico, a partir do qual as 

PG são sintetizadas pela ação das ciclooxigenases (COX). Existem duas isoformas 

conhecidas a COX-1, constitutiva, que é relacionada à síntese fisiológica de PG e a COX-2, 

induzida, que aumenta a síntese de prostanóides na inflamação e em várias doenças (25; 

26).   

 As PG são encontradas em todos os tecidos e órgãos e estão envolvidas em uma 

variedade de funções fisiológicas e patológicas (24), dentre elas estão modulação do fluxo 

sanguíneo, estimulação de muco, secreção de bicarbonato e aumento da resistência de 

células epiteliais contra danos causados por citotoxinas (27; 28; 29; 30).  

As drogas anti-inflamatórias não esteroidais (DAINEs) inibem, de forma não 

seletiva, as enzimas COX e, consequentemente, a síntese de PG. O uso frequente de 

DAINEs está relacionado ao desenvolvimento de gastrite e úlcera gástrica, fato que 

evidencia a importância das PG para a manutenção da integridade da mucosa gástrica (31).  

1.4.3. Fluxo sanguíneo  

É regulado e modificado por sistemas e fatores metabólicos locais como PG, 

leucotrieno e outros mediadores químicos endógenos na mucosa (32). Um dos papéis do 

fluxo sanguíneo é o de suprir de oxigênio, nutrientes e hormônios a mucosa gástrica, além 

de participar da regulação da saída do ácido, da produção de muco e da secreção de 

bicarbonato. A redução do fluxo sanguíneo torna a mucosa gástrica mais suscetível, o que 
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favorece formação das lesões causadas por estresse, etanol e DAINEs (32; 33; 20) enquanto 

que o aumento do fluxo sanguíneo na mucosa gástrica diminui sensivelmente o dano 

causado por diversos agentes nocivos, portanto, a microcirculação gástrica regula a 

capacidade do estômago de reagir a agentes lesivos (34). 

1.4.4. Reconstituição 

O termo reconstituição refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa que 

envolve migração rápida de células cicatrizantes aos locais lesionados na base da 

membrana desprotegida (35).  

As células superficiais do epitélio do estômago são responsáveis pela secreção de 

muco, bicarbonato e fosfolipídeos e formam uma importante barreira contra a difusão do 

ácido e da pepsina, devido à presença de junções oclusivas (tight junctions) (20).  

O epitélio gástrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias, 

considerando a importância da superfície epitelial para prevenção de lesões no estômago, 

torna-se fundamental um balanço adequado entre perda e renovação celular para manter a 

integridade da mucosa gástrica (20). 

A cicatrização da mucosa na úlcera gástrica se dá pela reconstituição da estrutura 

glandular epitelial, restauração da lâmina própria, aumento do fluxo sanguíneo gástrico na 

área da úlcera e aumento significativo de gastrina plasmática e citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α e interleucina (IL)-1β (36; 37; 38; 20). 

Todos estes eventos supracitados conduzem à cicatrização da úlcera e são 

controlados por fatores de crescimento epitelial vascular (vEGF), epidermal (EGF), 

fibroblástico básico (bFGF), de hepatócito (HGF) além de fator de transcrição e  COX-2. 

De modo geral, estes fatores promovem proliferação e migração de células epiteliais para a 
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cratera da úlcera, levando à re-epitelização desta e maturação das glândulas. O EGF, seu 

receptor e a COX-2 são fundamentais neste processo de cicatrização (36; 39; 37; 38; 20).  

Com o progresso da cicatrização da úlcera, ocorre o declínio gradual do fluxo 

sanguíneo, da gastrina plasmática e das citocinas pró-inflamatórias (36; 40). 

1.4.5. Sistema antioxidante  

Durante as últimas duas ou três décadas, muita atenção tem sido dada à bioquímica 

dos radicais livres, porque radicais livres medeiam algumas condições fisiopatológicas tais 

como inflamação, processo isquêmico e carcinogênese (41).  

Radicais livres são átomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons não 

pareados em sua última camada de valência. A presença deste elétron não pareado altera a 

reatividade química dos átomos ou moléculas tornando-os mais reativos que as espécies 

não radicalares (aquelas com os elétrons pareados) (42; 43; 44). Os radicais livres 

danificam as proteínas das membranas, diminuem enzimas antioxidantes, podem destruir 

órgãos linfáticos, levando a depressão/dano do sistema imunológico  (45). 

Na natureza existem duas importantes substâncias que podem gerar radicais livres, 

o oxigênio no estado fundamental (O2) e o nitrogênio (N2), estes radicais livres, cujo elétron 

desemparelhado encontra-se centrado nos átomos de O2 ou N2, são denominados ERO 

(espécies reativas do oxigênio) e ERN (espécies reativas do nitrogênio) (46; 47; 48).  

As ERNs como o óxido nítrico (NO), estão envolvidas na sinalização celular 

durante uma variedade de processos fisiológicos e patológicos (49).  

O NO é um mediador envolvido tanto na inflamação quanto na proteção e 

manutenção de determinadas funções fisiológicas. Participa da proteção da mucosa gástrica 

relaxando o endotélio, regulando a microcirculação, inibindo a infiltração de neutrófilos e 

diminuindo a expressão de moléculas de adesão e algumas citocinas (50; 37; 51; 49). 
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Entretanto, em altas concentrações, o NO pode inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas 

dependentes de grupamentos sulfidrila, além de formar peroxinitritos (ONOO-) após reagir 

com ânion superóxido (O2
-) e contribuir com o estresse oxidativo (52). O NO que ocorre 

como poluente atmosférico, também é gerado endogenamente em uma gama de células pela 

ação de três diferentes isoformas que podem ser do tipo constitutiva (endotelial – eNOS e 

neuronal – nNOS) ou induzida (iNOS), que catalisam a conversão de L-arginina para L-

citrullina. A ação citotóxica do NO está principalmente relacionada à atividade da iNOS 

que, ao ser estimulada, produz NO por longos períodos de tempo e em grandes quantidades, 

favorecendo a formação de ONOO- (50; 37; 49). 

O oxigênio, é indispensável para todos os organismos aeróbios incluindo os seres 

humanos. Durante os processos vitais, o corpo produz um número de espécies derivadas de 

oxigênio, que são referidas como EROs, são elas: ânion superóxido  (O2
-); radicais 

hidroxila (OH) e  peroxil (ROO );  peróxido de hidrogênio (H2O2); oxigênio singlet (1O2), 

ácido hipocloroso (HClO) e hipoclorito (ClO-), são produzidas endogenamente, 

principalmente através do processo de respiração mitocondrial e exogenamente pela 

exposição a condições deletérias, incluindo xenobióticos, 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 síntese de ATP, onde quatro elétrons doados por 

NADH + H+ ou FADH2 depois de atravessarem a cadeia de transporte, são transferidos pela 

citocromo oxidase ao oxigênio, formando água. A transferência monovalente de elétrons 

pode resultar em redução incompleta do oxigênio e gerar O2
- (43; 46). 

A dismutação de O2
-

 produz H2O2, que não apresenta grande reatividade, mas pode 
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dar origem ao OH, o radical mais deletério ao organismo, através de reações com metais 

de transição como Fe2+ ou Cu+ (43; 46).  

Outra fonte de produção de radicais livres em meios biológicos é o processo 

inflamatório no qual o oxigênio é reduzido a O2
-, por meio da enzima NADPH oxidase 

presente por exemplo, na membrana plasmática de células fagocitárias (48). O O2
- é 

convertido a H2O2, que pode originar ácido hipocloroso ou hipoclorito na presença do ânion 

cloreto (Cl-), em reação catalisada pela mieloperoxidase (MPO) (53). 

As EROs estão envolvidas em uma ampla gama de processos fisiológicos (produção 

de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular, síntese de 

substâncias biológicas importantes, transdução de sinal e envelhecimento) assim como 

patológicos (inflamação, carcinogênese,  doenças neurodegenerativas, diabetes, doenças 

cardiovasculares, artrite, câncer e úlceras gástricas) (41; 49).  

Além de causar oxidação de moléculas biológicas, as EROs são capazes de modular 

vias de sinalização intracelular ou agir como substâncias parácrinas, através da ativação de 

citocinas, angiotensinas e fatores de crescimento. As EROs também são apontadas como 

fatores reguladores da resposta inflamatória (54; 53).  

Dentre os elementos ativados pelas EROs está o fator nuclear de transcrição κappa B 

(NFκB), que regula a expressão de diversos genes importantes para o processo inflamatório 

e para proliferação celular (55; 56). O NFκB regula a expressão de várias citocinas, das 

enzimas iNOS e COX-2 além de outros mediadores inflamatórios como moléculas de 

adesão (57; 53; 58). 

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

e apresentam um equilíbrio entre sua formação e detoxificação por agentes antioxidantes 
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endógenos. Porém, quando ocorre um desequilibrio entre esta formação e   detoxificação, 

tornam-se prejudiciais, pois ocorre estresse oxidativo que oxida biomoléculas  e o próprio 

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 é combatido por antioxidantes produzidos 

pelo corpo ou absorvidos na dieta. Antioxidante é uma molécula que protege um alvo 

biológico contra dano oxidativo (59).  

O organismo possui agentes antioxidantes não enzimáticos (vitaminas A, E, C, β-

caroteno, glutationa (GSH), transferrina, compostos com grupamento sulfidrila e quelantes 

como EDTA) (60; 61; 62) e enzimáticos (superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd)). A SOD catalisa a 

dismutação do O2
- em um radical menos nocivo, como o H2O2, o qual é futuramente 

degradado pela CAT ou GSH-Px. A CAT é uma enzima que acelera a degradação do H2O2 

em água e O2 (63; 64; 65). A segunda via de degradação do H2O2 é através da ação da GSH-

Px em cooperação com a GSH-Rd. A redução do H2O2 em água e O2 pela GSH-Px é 

acompanhada pela conversão 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 - Representação esquemática da ação de enzimas antioxidantes. A enzima SOD 

catalisa a dimutação de O2

-
 em H2O2, o qual é convertido em H2O e O2 pela enzima CAT, 

ou em H2O, pela atividade da GSH-Px, que nesta reação oxida uma molécula de GSH. A 

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

 

1.5. Úlceras pépticas  

Originalmente, acreditava-se que todas as úlceras do TGI eram causadas apenas 

pela ação agressiva do ácido clorídrico e da pepsina sobre a mucosa, assim, tornaram-se 

conhecidas como “úlceras pépticas” (67). A úlcera péptica (UP) é um problema global 

muito comum, sua incidência e prevalência vêm aumentando constantemente. Acredita-se 

que seu desenvolvimento é devido à perda do delicado equilíbrio entre os fatores 

gastroprotetores e fatores agressores. A diminuição dos fatores gastroprotetores e o 

aumento dos fatores agressores resultam em ulceração (68; 69). Por definição, UP consiste 

em lesões ulceradas no estômago, chamada de úlcera gástrica (UG) ou no duodeno, 

chamada de úlcera duodenal (UD); estas lesões se estendem através da mucosa e penetram 

a camada muscular (70; 71; 72). 
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Geralmente, os estímulos lesivos sobre a mucosa, responsáveis pela formação de 

UG, são acompanhados por danos microvasculares locais, com consequente isquemia, 

diminuição da distribuição de nutrientes, formação de radicais livres e necrose tecidual (38; 

20). 

A UG é considerada uma doença dos tempos modernos, que muitas vezes se torna 

fatal. Antes não se apresentava em proporções significativas na clínica médica, mas, 

atualmente, distúrbios gastrointestinais ocorrem em número expressivo, tanto em países 

desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. É uma alteração histológica da 

mucosa onde se observa infiltrado de células inflamatórias, podendo ser aguda, crônica ou 

apresentar formas especiais (73; 74; 75; 76).  

As UP com complicações levam a um alto índice de mortalidade, principalmente 

em pacientes idosos, assim se faz necessário o conhecimento etiológico destas, para 

investigar uma possível maneira de preveni-las (77). 

1.6. Etiologia das úlceras pépticas  

Foi estabelecido que a infecção por Helicobacter pylori seja a maior causa das 

úlceras gástricas, aproximadamente metade da população mundial está infectada por H. 

pylori. Esta bactéria está presente em 75% dos casos de UP sendo mais predominante em 

países em desenvolvimento que em países desenvolvidos (78; 79; 80).  

Estudos demonstram que o uso de DAINEs é o maior fator de risco para UP não 

associadas com H.pylori, especialmente úlcera gástrica. Estima-se que usuários crônicos de 

DAINEs têm risco de desenvolver úlcera gástrica 46 vezes maior que a média da 

população. A patogênese das DAINEs depende em parte de sua habilidade em reduzir a 

produção de PG através da inibição da COX; mecanismo COX-dependente, e em parte pelo 

mecanismo COX-independente, incluindo disfunção mitocondrial, prejuízo da 
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movimentação das células da mucosa e a ativação dos neutrófilos. A combinação da 

ativação destes dois mecanismos leva a um dano oxidativo no tecido (81; 82; 83; 84).  

Além dos dois fatores citados, outros podem estar relacionados à etiologia da UP 

como doença de Crohn, hipercalcemias, hiperfunção de células G, infecção por 

Helicobacter heilmanni, citomegalovírus ou herpes do tipo I. Para uma pequena parcela de 

indivíduos com úlcera gástrica não se identifica a causa etiológica da doença, são os casos 

de úlceras idiopáticas (82). 

Outros fatores de risco como tabagismo, predisposição genética, ingestão de álcool, 

estresse físico e psicológico podem desencadear a UP (85; 74; 86; 75).  

Quanto aos fatores de risco verificou-se que o fenômeno das migrações 

populacionais, o aumento da participação da mulher no mercado de trabalho e o estresse a 

ele associado interferem aumentando a incidência da úlcera, além de existir uma correlação 

importante entre o aumento de idade e a incidência de úlcera (87; 88; 89). Verificou-se 

também que um terço da população mundial com quinze anos ou mais seja fumante, 

evidências epidemiológicas sugerem que o cigarro seja deletério para o TGI aumentando a 

incidência, reincidência e retardando a cura da UP. O uso excessivo do álcool está 

geralmente relacionado com alterações no TGI, exames revelam alterações morfológicas, 

mudanças na flora bacteriana, na absorção e motilidade gastrointestinal (90; 91; 92).  

Um fator peculiar da UP é que, mesmo sob exposição a fatores de risco em grau 

similar, alguns pacientes desenvolvem a doença gástrica, outros não, e ainda alguns sofrem 

complicações fatais, outros não (93). 

1.7. Dados epidemiológicos 

 As UP afetam cerca de 10% da população mundial. A incidência desta 

enfermidade no mundo é estimada em 1.500 a 3.000 casos, por 100.000 habitantes, por ano. 
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No Brasil, apesar de ser uma doença frequente, não se conhece precisamente sua real 

incidência. Nas diferentes estatísticas, a incidência de UP no Brasil varia de 1 a 20%, 

devido à variação das populações estudadas, a diferenças na coleta de dados e aos critérios 

de diagnóstico (94; 95; 82). Em geral, os estudos para diagnóstico das UP, são baseados 

tanto na soro prevalência como na endoscopia (96).  

1.8. Tratamento de úlcera gástrica 

O tratamento de úlcera gástrica consistiu, por muito tempo, em procedimento 

cirúrgico, com altas taxas de morbimortalidade. Na década de 70, surgiu a terapia baseada 

na redução da secreção ácida, com uso de antagonistas de receptores histamínicos (H2) 

como a Cimetidina, a utilização destes inibidores reduziu bastante a terapia invasiva de 

úlceras pépticas. Na década de 80, o surgimento de inibidores de bomba protônica (PPI), 

como o Lansoprazol, permitiu o aumento dos índices de cicatrização de úlceras gástricas 

(97; 88; 92; 98). A associação de H.pylori com o surgimento de úlceras gástricas, fato que 

revolucionou a terapêutica desta enfermidade também ocorreu na década de 80. Assim, o 

tratamento de primeira linha em casos de úlcera gástrica com presença de H.pylori, consiste 

atualmente, na administração de PPI ou de antagonistas de H2, associados a antibióticos 

(99; 100; 101). 

Porém, existem alguns problemas a serem resolvidos, como tratar úlceras quando há 

falhas na erradicação de H. Pylori, como prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidência de 

úlceras em usuários de DAINEs e como tratar úlceras não relacionadas à infecção por H.pylori 

ou ao uso de DAINEs. O que torna necessário investigar novas substâncias para o tratamento 

desta doença. 
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2. Plantas medicinais 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), planta medicinal é qualquer 

planta que possua em um ou em vários de seus órgãos, substâncias usadas com finalidade 

terapêutica ou que estas substâncias sejam ponto de partida para a síntese de produtos 

químicos e farmacêuticos. A estas substâncias é dado o nome de princípios ativos e são eles 

os responsáveis pelo efeito terapêutico que a planta medicinal possui. Estes princípios 

ativos possuem funções ecológicas importantes para a sobrevivência da espécie e são 

produzidos (quase todos) pelo metabolismo secundário das plantas (102). 

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso 

em rituais mágico/religiosos ou como medicamento (103; 104). Autores gregos e muitos 

físicos da Arábia, já descreviam a existência de numerosos remédios obtidos através da 

utilização de material vegetal a partir da indicação popular. Atualmente, mesmo com o 

advento das inovações tecnológicas na síntese de novos fármacos, as plantas ainda 

constituem excelentes ferramentas para a descoberta de novas moléculas 

farmacologicamente ativas (105). 

De acordo com a OMS, 80% da população mundial faz uso de plantas medicinais, 

sendo a maioria de países em desenvolvimento (104).  

A fitoterapia, que é o estudo das plantas medicinais e suas aplicações na cura das 

doenças, acompanha a humanidade desde os povos primitivos, sendo reconhecida pela 

OMS na Conferência de Alma-Ata em 1978. O aproveitamento das plantas medicinais foi 

ressaltado como parte do programa “Saúde Para Todos” no ano 2000, recomendando-se 

inclusive, a realização de mais estudos e a propagação do uso das plantas medicinais 

regionais como uma maneira de diminuir os custos dos programas de saúde pública (106).  
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O aumento do uso da medicina herbária levou muitos cientistas a contribuir com a 

pesquisa neste sentido. Depois de uma fase inicial de críticas, 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 

químico/farmacologicamente, o Brasil está incluído entre as doze nações que abrigam 70% 

da biodiversidade do planeta. A importância, de âmbito global, da conservação desta 

biodiversidade, soma-se sua relevância para a economia do país. Dados recentes na 

literatura demonstram a grande variedade de substâncias químicas isoladas de plantas que 

apresentaram atividade antiulcerogênica e contra distúrbios 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 publicações, muitas plantas medicinais apresentam atividade antiulcerogênica 

aumentando fatores protetores da mucosa, diminuindo secreção ácida gástrica, inibindo o 

crescimento da H. pylori e modulando enzimas antioxidantes (109; 110; 111; 112; 113; 

114). Uma das mais utilizadas como ferramenta farmacológica, a carbenoloxona, é derivada 

do ácido glicirretínico, extraído de Glycyrrhiza glabra ou alcaçuz (115; 116; 117). 

Em países em desenvolvimento, como o Brasil, o uso terapêutico de plantas 

medicinais e seus manufaturados ajudariam a diminuir a importação de fármacos ou 

medicamentos e ainda incrementaria o desenvolvimento econômico. Além disto, 

medicamentos derivados de plantas conhecidas, tendem a ser mais aceitos pela população 

facilitando a aderência ao tratamento (118).  
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2.1. Espécie selecionada  

2.1.1. Família Burseraceae 

A família Burseraceae originária na América do Norte migrou para regiões 

tropicais e  subtropicais de todo o mundo, resultando em cerca de 18 gêneros e mais de 800 

espécies conhecidas, distribuídas por todo o Sul do continente Americano e pela Europa, 

alcançando África, Ásia e Oceania  (119; 120). Alguns gêneros desta família são produtores 

de uma seiva oleosa rica em óleo essencial e triterpenos (119).  

É, em grande parte, representada pelo gênero Protium, que compreende cerca de 

135 espécies. Estima-se que mais de 80% das espécies de Burseraceae na região 

amazônica, pertençam a este gênero, que, além de ser o maior gênero de sua família, é 

também o mais heterogêneo (121).  

Pertencente ao gênero Protium, encontra-se o Protium heptaphyllum March 

(Burseraceae) popularmente conhecido como almécega ou breu branco, abundante na 

região Amazônica e em várias outras partes do Brasil. O exudato resinoso (Figura 3A) 

coletado do tronco desta planta in natura é um remédio popular com ação anti-inflamatória, 

antiulcerogênica, analgésica, repelente de insetos, expectorante e cicatrizante de feridas 

(122; 120; 121). 

É uma árvore pequena (10 metros de altura) com tronco espesso 50-60 cm de 

diâmetro na base, casca vermelho-escura, folhas opostas, imparipinadas, (Figura 3B) flores 

miúdas em panículas terminais e seus frutos são drupas avermelhadas contendo de uma a 

quatro sementes (Figura 3C). Apresenta copa simples, de densidade foliar intermediária. 

Quando sofre um dano qualquer no tronco, libera um líquido esbranquiçado, com odor 

agradável. Também exala um cheiro aprazível quando se destaca alguma de suas folhas. 

Esta característica lhe dá o nome de amescla-de-cheiro. A casca viva possui odor agradável 
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e cor amarelada; após oxidação apresenta modificação da coloração para avermelhada. A 

floração é a partir do mês de junho, prolongando-se até agosto (123).  

A resina extraída da casca do Protium heptaphyllum March (Burseraceae) é rica 

em monoterpenos e triterpenos. Os triterpenos isolados de várias espécies de plantas 

medicinais são, em geral, responsáveis, pelo menos em parte, por suas atividades 

biológicas, geralmente têm propriedades anti-inflamatória, antiulcerogênica, antitumoral, e 

hepatoprotetora (124). Foi demonstrada função gastroprotetora sobre danos induzidos por 

etanol da resina crua do breu branco (122). Também foi demonstrada, atividade anti-

inflamatória e antitumoral de óleos essenciais obtidos a partir das folhas e resina do 

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

A    B     C  

Figura 3 - A- Exudato Resinoso do breu branco Fonte: portalamazonia.com; B- Árvore 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 já identificadas. 

Ele se distingue das outras classes de compostos secundários vegetais pela sua origem, a 

partir do mevalonato e isopentenil pirofosfato, além da natureza lipofílica de suas 

estruturas. Quimicamente, os terpenóides são usualmente caracterizados como 

hidrocarbonetos insaturados com diferentes quantidades de oxigênio ligados ao seu 
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esqueleto isoprênico. A nomenclatura dos terpenóides depende basicamente do número de 

estruturas isoprênicas e dos átomos de carbono presentes na molécula (126).  

A grande diversidade estrutural dos terpenos dificulta o resumo de suas 

características comuns, pois, não somente existe uma grande variedade dos grupos 

funcionais, como também do número de átomos de carbono que formam seus esqueletos. 

Os terpenos estão amplamente distribuídos no reino vegetal e sua frequência e abundância 

estão intimamente ligadas a fatores genéticos e climáticos (127). 

Diversos terpenóides, incluindo lactonas sesquiterpênicas, diterpenos e triterpenos, 

foram avaliados cientificamente quanto ao seu potencial antiulcerogênico (69). Entretanto, 

o único terpenóide já comercializado para o tratamento de úlceras gástricas foi a 

Carbenoxolona, um triterpeno pentacíclico derivado do ácido glicirretínico (U.S. Patent 

3.070.623). Sintetizada em 1960 pela Biorex Laboratories, a Carbenoxolona foi 

amplamente usada na Europa para o tratamento de úlceras gástricas. Entretanto, seus efeitos 

benéficos eram acompanhados por graves efeitos colaterais em um número significativo de 

pacientes, atualmente é usada somente como ferramenta farmacológica (128; 129; 116).  

2.1.3. Óleos essenciais      

Os Óleos essenciais (OE) são obtidos de partes de plantas aromáticas (130). Em 

geral, são misturas complexas de substâncias voláteis lipofílicas que apresentam 

solubilidade em solventes orgânicos apolares com aparência oleosa à temperatura ambiente; 

são extraídos, principalmente, através de destilação por arraste com vapor d’água e, logo 

após a extração, são geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Os OE diferem dos 

óleos fixos, pois estes, geralmente são uma mistura de substâncias lipídicas obtida na 

maioria das vezes de sementes (131). 

A maior parte dos OE é constituída de terpenóides (131) sua composição química 
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pode variar conforme o órgão da planta, idade ou estágio do ciclo vegetativo e  às 

condições ambientais (132). 

O uso dos OE, devido à sua fragrância e propriedades medicinais, remonta à 

antiguidade, onde eram utilizados em embalsamento, conservação de alimentos, práticas 

religiosas e medicinais (132). A longa história que descreve o uso dos OE para fins 

medicinais sugere a presença de componentes farmacologicamente ativos (133). Estudos 

recentes demonstram a gama de propriedades medicinais dos OE como antioxidante (134), 

anti-inflamatória (135), antinociceptiva (136),  antimicrobiana (137), antifúngica (138) e 

antiulcerogênica (139; 140). 

 Atualmente, cerca de 3.000 óleos essenciais são conhecidos, dentre os quais 10% 

são comercialmente importantes para a indústria farmacêutica, na qual são empregados in 

natura para a preparação de infusões ou sob a forma de preparações farmacêuticas simples. 

Devido a esta utilização crescente, o cultivo de espécies aromáticas e a obtenção de óleos 

voláteis constituem importantes atividades econômicas (131; 132). 
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3. Objetivos 

1. Analisar a composição química do óleo essencial da espécie Protium heptaphyllum March 

(BB);  

 

2. Avaliar a atividade antiulcerogênica do BB, em modelos clássicos de indução de úlcera 

gástrica em ratos;  

 

3. Avaliar o possível mecanismo de ação antiulcerogênica relacionado à prevenção das 

úlceras gástricas;  

 

4. Avaliar o possível potencial cicatrizante envolvido na atividade antiulcerogênica do BB.  

 

5. Avaliar os possíveis mecanismos antioxidantes envolvidos na atividade antiulcerogênica do 

BB. 
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4. Material e métodos 

4.1. Animais 

Para avaliação da atividade antiulcerogênica e elucidação dos mecanismos de ação 

do BB, foram utilizados ratos machos Wistar Unib: WH, pesando entre 180-250g, todos 

provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB) da Unicamp. 

Os animais foram aclimatados às condições 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 ração Nuvital (Nuvilab®), água ad libitum e distribuídos ao acaso nos diferentes 

grupos experimentais. Os períodos de jejum a que foram submetidos os animais estão de 

acordo com o preconizado para cada uma das metodologias empregadas. Os protocolos 

experimentais dos testes utilizados neste trabalho foram aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas 

(CEUA-IB-Unicamp), protocolo número 852-1. Todos os experimentos foram iniciados no 

período da manhã.  

4.2. Óleo essencial 

 O BB foi comprado de Laszlo Aromaterapia Ltda. e foi obtido a partir de folhas e 

caule desta espécie por destilação a vapor. Partes do Protium heptaphyllum March 

(Burseraceae), foram coletadas no delta do rio Jequiriçá, na cidade de Valença, 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 Herbário UEC (Herbário da Universidade Estadual de 

Campinas, SP-Brasil) com o "voucher" n º 151890.  
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4.3. Identificação dos componentes do óleo essencial     

As amostras do BB foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada à  

espectrometria de massas eletrônica (70eV) (CG-EM, Shimadzu, GC-2010), equipado com 

uma coluna capilar de sílica fundida com fase estacionária (DB-5; 5,30 m x 0,32mm x 0,25 

µm), o hélio foi usado como gás 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 razão de split 1:30. Os 

espectros de massa foram obtidos em intervalos de massa entre 40-600 m/z. O óleo 

essencial (10 µL) foi diluído em clorofórmio (1:100) para produzir 1 µL de solvente 

cromatográfico, o qual foi injetado como amostra na taxa de divisão 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 identificação das 

substâncias foi realizada pela comparação de seus espectros de massas com o banco de 

dados do sistema GC-MS (NIST 62 lib.), com a literatura e com os índices de retenção de 

Kovats (141). Este índice foi calculado através da equação de Kovats, utilizando-se uma 

solução padrão de hidrocarbonetos (C8 a C20). Todos os procedimentos de análise foram 

realizados no Departamento de Biologia Vegetal do IB – Unicamp, com colaboração do 

Prof. Dr. Marcos José Salvador. 

4.4. Drogas
 

As drogas utilizadas foram o Lansoprazol (Medley, Campinas-SP, Brazil), Tween 

80® e ácido acético (Sinth, SP, Brasil), etanol absoluto (Merk© KGaA, Darmstadt, 

Germany), Cimetidina, Carbenoxolona e Indometacina (SIGMA Chemical Co, St. Louis, 

USA). Todos os reagentes possuíam alto grau de pureza. O BB foi dissolvido em Tween 

80® a 12%. 
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4.5. Atividade antiulcerogênica 

Para avaliar a atividade antiulcerogênica do BB foram realizados experimentos de 

indução de úlcera gástrica por etanol e Indometacina. Com base em suas respectivas 

especificações foram utilizados: grupos controle positivo (tratados com Cimetidina 

100mg/Kg ou Lansoprazol 30mg/Kg) e controle negativo (Veículo 10 mL/Kg), o BB foi 

administrado em diferentes doses, por via oral (v.o.) ou por via intraduodenal (v.i.). Após 

cada experimento, os animais foram mortos por deslocamento cervical, os estômagos 

retirados, abertos no sentido da maior curvatura, as áreas de lesões ulcerativas foram 

examinadas com um microscópio de dissecação (Nikon SMZ 800) e fotografadas com uma 

câmera Nikon Coolpix 4500 para serem analisadas posteriormente através do Bioview 4 

(AvSoft, Brasil), um software de análise de imagem (142).  

4.5.1. Modelo de indução de úlcera gástrica aguda pelo etanol  

Após 24 horas de jejum e livre acesso a água, 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 Veículo 10 mL/Kg (controle 

negativo). Após 1 hora deste tratamento, foi induzida a lesão gástrica pela administração, 

também por v.o., de 1 mL/Kg de etanol absoluto. Após 1 hora da indução, os animais foram 

mortos por deslocamento cervical, os estômagos 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 formação das lesões ulcerativas induzidas por etanol, 

esta dose foi selecionada para os demais ensaios.  
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4.5.2. Modelo de indução de úlcera gástrica aguda por Indometacina 

Após 24 horas de jejum, ratos machos Wistar Unib: WH (n = 7, por grupo) foram 

tratados por v.o. com Veículo 10 mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg ou BB 100 mg/Kg. 

Passados 30 min do tratamento, os danos gástricos foram induzidas por administração 

subcutânea de Indometacina 30 mg/Kg e, 4 horas após a administração da Indometacina, os 

animais foram mortos por deslocamento cervical, os estômagos retirados, abertos no 

sentido da maior curvatura, examinados, fotografados e analisados conforme descrito 

anteriormente (144).  

4.6. Mecanismos de proteção da mucosa gástrica 

4.6.1. Análise dos parâmetros bioquímicos do conteúdo gástrico de ratos submetidos à 

ligadura do piloro  

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

metodologia descrita por Shay (145) com modificações em Batista (146). Após 24 horas de 

jejum, os animais, sob anestesia com ketamina 50 mg/Kg e xilazina 10 mg/Kg, sofreram 

uma incisão longitudinal logo abaixo da apófise xifóide para localização e amarradura do 

piloro. Imediatamente após a ligadura do piloro foram administrados por v.o. e v.i. o 

Veículo 10 mL/Kg (controle negativo),  a Cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo) e o BB 

100 mg/Kg. Após as administrações as incisões foram suturadas, 4 horas após a cirurgia, os 

ratos foram mortos por deslocamento cervical, as incisões reabertas e, mantendo-se a 

ligadura do cárdia (para preservação do conteúdo gástrico), os estômagos foram retirados. 

O conteúdo estomacal foi coletado e pesado logo em seguida, este conteúdo 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 à mucosa gástrica 

Após 24h de jejum, os animais (n = 7, por grupo) foram tratados por administração 

v.o. de Veículo 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 incisão longitudinal logo abaixo da apófise xifóide para a ligadura do 

piloro. Quatro horas após a ligadura, os animais foram mortos por deslocamento cervical, 

as porções glandulares dos estômagos foram separadas, pesadas e imersas em solução de 

Alcian Blue para o procedimento de quantificação de muco. A leitura das absorbâncias foi 

realizada a 598 nm e os resultados expressos como µg de Alcian Blue/g de tecido (147). 

4.6.3. Níveis de Prostaglandina (PGE2) 

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, Veículo 10 mL/Kg + DAINEs e BB 100 mg/Kg + DAINEs. Primeiramente, 

Indometacina dissolvida em solução de bicarbonato de sódio 5% (30 mg/Kg) - foi 

administrada pela via subcutânea. Meia hora depois, os animais foram tratados (via oral) 

com Veículo 10mL/Kg ou BB 100 mg/Kg e meia hora após o tratamento oral, os animais 

foram mortos por deslocamento cervical e seus estômagos removidos. As porções 

glandulares dos estômagos foram raspadas, pesadas e suspensas em 1 mL de tampão fosfato 

de sódio (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 níveis 

de PGE2 foram quantificados utilizando-se um kit de dosagem imuno-enzimática (R&D 

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

Para avaliar a atividade antioxidante in vivo do BB, foram feitas medições da 

atividade de enzimas antioxidantes e produtos da oxidação da mucosa gástrica, em relação 

aos índices de lesão ulcerativa obtidos em modelo experimental de úlcera induzida por 

etanol absoluto (143). Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 7, por grupo): 

Sham, Veículo 10 mL/Kg, Lansoprazol 30 mg/Kg, BB 100 mg/Kg. O grupo Sham foi 

formado por animais não tratados, expostos aos procedimentos experimentais, mas sem 

efetiva indução de úlcera. Os estômagos foram abertos ao longo da maior curvatura e as 

suas porções glandulares foram raspadas com lâminas de vidro e homogeneizadas em 1mL 

de PB 0,1 M (pH = 7,4). Os homogenatos permaneceram congelados a -70C, até a 

realização dos ensaios bioquímicos. As atividades enzimáticas foram determinadas 

espectrofotometricamente e os resultados expressos em nmol/min/mg de proteína. A 

concentração de proteínas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford 

(149), utilizando albumina do soro bovino para estabelecimento da curva padrão. 

4.7.1. Determinação da peroxidação lipídica (LPO)  

As concentrações da peroxidação lipídica da mucosa gástrica foram determinadas 

pela estimativa de malonildialdeído, utilizando o teste do ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

(150). Os estômagos dos ratos foram retirados e lavados imediatamente com salina fria. 

Para minimizar a possibilidade de interferência de hemoglobina com os radicais livres, todo 

o sangue que adere à mucosa foi cuidadosamente removido. A mucosa do corpo foi 

raspada, pesada e homogeneizada, este homogenato foi diluído KCl, 15M (relação 1:10). 

Ao homogenato (0,5 mL) foi adicionada uma solução contendo: 0,2 mL de  de 80 g/L de 

lauril sulfato de sódio; 1,5 mL de 200 g/L de ácido acético; 1,5 mL de 8 g/L de 2-
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tiobarbitúrico e 0,3 mL de água destilada. Esta mistura foi aquecida a 98°C durante 1 hora e 

depois resfriada, 5mL de n-butanol: piridina (15:1) foi adicionada. A mistura foi para o 

vórtex por 1 min e centrifugadas por 30 min a 4000 × g. A absorbância do sobrenadante foi 

medida em 532 nm. A curva padrão foi obtida através de 1,1,3,3 tetramethoxypropano. A 

recuperação foi de mais de 90%. Os resultados expressos como nanomoles MDA por grama 

de tecido úmido ( nmol / gr. tecido).  

4.7.2. Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

A atividade da MPO na mucosa gástrica foi determinada de acordo com o método 

de Winterbourn (151). As amostras do raspado da mucosa gástrica foram centrifugadas a 

12.000 × g, por 15 min, a 4ºC. A uma alíquota do sobrenadante foi adicionada solução de 

O-dianisidina (0,167 g/L) e 0,0005% H2O2 em PB 50mM, pH 6,3, na proporção de 1:30. As 

absorbâncias foram lidas a 460 nm, por 10 minutos e os resultados expressos em U/g de 

proteína. 

4.7.3. Envolvimento do grupamento sulfidrila (G-SH) na citoproteção 

As amostras foram centrifugadas (12000 × g, a 4°C, por 15 minutos) e o 

sobrenadante diluído (1:10) em PB (0,1 M, pH 7,4). A seguir, fez-se a leitura da 

absorbância de 100 μl da amostra, acrescidos de 100 μl de solução de Tris (1,0 mM) e 

EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Após esta leitura adicionou-se 20 μl de ácido 5,5 

ditiobis (2-nitrobenzóico) diluído em metanol (DTNB – 0,01mM) e realizou-se nova leitura 

(A2), a 412 nm, decorridos 15 minutos da reação, para determinação de G-SH. A 

concentração de grupamentos sulfidrila (tiol) foi determinada por (A1- A2) x 1,57 (152).  

4.7.4. Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi determinada pela inibição da redução do NBT (nitro blue 

tetrazolium ou azul de nitrotetrazólio) pelo O2
- gerado através do sistema hipoxantina / 
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xantina oxidase (XO), a 37oC.  A reação enzimática foi composta de: PB 0,1 M, pH 7,4; 

0,07 U de XO/Ml; 100 µM hipoxantina; 600 µM NBT e 1 mg/mL de proteína da amostra. 

Os resultados expressos como U/mg proteínas (151). 

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

Este ensaio é baseado na oxidação da GSH-Rd para GSH-Px, acompanhado da 

redução do NADPH pela GSH-Rd, o homogenato de tecido estomacal foi diluído em PB 

(1: 10), em 100 μL desta solução adicionou-se 50 μL H2O2 (0.25 mM), 20 μL de GSH-Rd 

(10 mM), 20 μL NADPH (4mM), 10 μL (1 U) de enzima GR em PBS, pH 7,8. A 

absorbância foi lida a cada min. em espectrofotômetro a 365 nm entre 1 e 10 min. Os 

resultados expressos em mM/mim/mg de proteína (153). 

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

A atividade desta enzima foi determinada seguindo-se espectrofotometricamente a 

oxidação de NADPH a 340 nm.  A reação enzimática foi constituída 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 diminuição da absorbância a 340 nm. O coeficiente de extinção para o NADPH é 6,22 

M-1 cm-1 (154). 

4.8. Atividade cicatrizante 

4.8.1. Modelo de indução de úlcera gástrica crônica pelo ácido acético  

O experimento foi realizado conforme descrito por Takagi (155), com modificações 

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 incisão abdominal. A parede 

anterior do estômago foi exposta e foi colocado externamente um tubo pequeno na região 

serosa, dentro deste tubo foi colocado ácido acético a 100% por 1 min. O abdômen foi 

fechado e os animais voltaram a comer normalmente. Dois dias após a cirurgia foram 
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iniciados os tratamentos por v.o., com o Veículo 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 estômagos retirados, abertos no sentido da maior curvatura, 

examinados, fotografados e analisados conforme descrito anteriormente.  

4.8.2. Western blotting 

As porções glandulares dos estômagos obtidos a partir de ratos submetidos à 

indução de úlcera por ácido acético foram homogeneizadas em 1 mL de tampão (PB 0,1M, 

pH 7,4 com inibidor de protease 1%). Os homogenatos foram centrifugados (12000 × g, 15 

min, 4°C) e seus sobrenadantes coletados e armazenados a -80°C para posterior análise 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 β-mercaptoetanol) na 

proporção 1:1. Para cada amostra, 100 µg de proteína, foram submetidas a uma eletroforese 

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. Na próxima etapa, as proteínas foram, por 

eletroforese, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos 

específicos primários: EGF (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA) e COX-2 (Cayman 

Chemical, USA) na diluição de 1:500. Cada membrana foi lavada três 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 diluição de 

1:5000. Como controle, os blots foram analisados pela expressão da proteína constitutiva β-

actina, usando anticorpo anti-β-actina (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). A 

imunodetecção foi realizada utilizando um Kit de detecção de luz por quimioluminescência 

(SuperSignal® West Femto Chemiluminescent Substrate, Pierce, IL, USA). Os dados 
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densitométricos foram realizados seguindo a normalização ao controle (proteína 

constitutiva) pelo programa AVSoft (149).  

4.9. Avaliação dos parâmetros toxicológicos  

 O experimento de toxicidade é uma estimativa das propriedades tóxicas in vivo da 

substância teste na sua dose terapêutica (157). Os parâmetros toxicológicos foram feitos de 

acordo com o método de Souza–Brito, (158). Foi avaliada a toxicidade nos animais 

submetidos ao tratamento com Veículo 10 mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg ou  BB 100 

mg/Kg sem terem a úlcera induzida. Durante os 14 dias de tratamento, foram observados 

diariamente progressão de peso corpóreo, alteração de pêlo, da mucosa e das fezes. Ao final 

do tratamento os órgãos (coração, fígado, rins e pulmões) foram removidos e pesados para 

detectar qualquer efeito do BB sobre seus pesos. 

4.10 Análise estatística    

Todos os resultados farmacológicos foram expressos em média ± erro padrão da 

media (EPM), depois foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com teste a 

posteriori de Tukey ou Dunnett , com o menor nível de significância sendo p≤0,05 (Prisma, 

USA). 
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5.  Resultados 

5.1. Identificação dos componentes do óleo essencial    

A análise de CG-EM eletrônica demonstrou que os componentes do BB são: α-

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

outros componetes em menores concentrações (Tabela 1). Isto demonstra que o BB é 

composto essencialmente por substâncias da classe dos terpenos. O α-pineno, componente 

em maior concentração no BB, é um composto orgânico da classe dos terpenos, que 

geralmente é encontrado nos óleos essenciais das árvores coníferas (140).  

Tabela 1 - Composição química (porcentagem) do BB pela análise de CG-EM 

Pico  RT Componentes Composição % 

1 4,283 α-thujeno 1,03 

2 4,435 α-pineno 40,32 

3 4,734 Campheno 1,32 

4 5,311 Sabineno 0,12 

5 5,376 β-pineno 4,78 

6 5,448 p-menth-2-eno 0,1 

7 5,765 β-myrceno 0,11 

8 5,919 carano 2,36 

9 6,062 α-phellandreno 10,27 

10 6,208 3-careno 5,78 

11 6,377 2-careno 2,31 

12 6,582 p-cimeno 9,64 

13 6,696 m-menta-1,8-dieno 8,88 

14 7,518 gamma-terpineno 0,66 

15 8,322 p-menta-1,4(8)-dieno 12,14 

16 9,841 camphor 0,18 

 RT- Tempo de Retenção 
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5.2. Atividade antiulcerogênica 

5.2.1. Modelo de úlcera gástrica aguda induzida pelo etanol  

O BB inibiu de forma estatisticamente significativa as lesões ulcerativas induzidas 

por etanol apenas na dose de 100 mg/Kg, esta inibição foi de 96%, em relação ao grupo 

tratado com Veículo 10 mL/Kg, devido a esta inibição, esta dose foi selecionada para os 

demais ensaios (Figura 4). 

 

Figura 4 - Efeito do BB 12,5, 25, 50 e 100 mg/Kg nas lesões gástricas 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 indução de úlcera gástrica aguda por Indometacina 

 Com a dose mais efetiva selecionada, verificou-se a atividade antiulcerogênica do 

BB no modelo de úlcera gástrica induzida por Indometacina 30 mg/Kg.  A administração 

do BB 100 mg/Kg inibiu significativamente a formação das lesões ulcerativas induzidas por 

Indometacina 30 mg/Kg em 97%. Esta inibição foi semelhante àquela apresentada pelo 

grupo tratado com Cimetidina 100 mg/Kg droga padrão utilizada como controle positivo, 

com percentual de inibição de 97% (Figura 5). 

 

Figura 5 - Efeito do BB 100mg/Kg nas lesões gástricas induzidas por Indometacina 

30mg/Kg em ratos 
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Dados expressos em média ± epm, n = 7. ANOVA com teste a posteriori de Dunnet 
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5.3. Mecanismos de proteção da mucosa gástrica 

5.3.1. Análise dos parâmetros bioquímicos do conteúdo gástrico de ratos submetidos à 

ligadura do piloro  

Com o objetivo de avaliar a participação do BB nos parâmetros bioquímicos 

gástricos (volume gástrico e pH), foi realizado a administração do BB 100 mg/kg pelas vias 

oral e intraduodenal em ratos submetidos à ligadura do piloro. Em ambas as 

administrações, o BB 100 mg/Kg não apresentou diferenças estatisticamente significativas 

nos parâmetros bioquímicos do suco gástrico (Tabela 2). 

 

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

ácido-gástricos em ratos submetidos à ligadura de piloro 

Via Tratamentos Dose 
(mg/Kg) 

Suco gástrico 

(mL) 

pH 
(unidades) 

Intraduodenal Veículo - 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 Veículo - 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 

Veículo 10 mL/Kg 
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5.3.2. Muco aderido à mucosa gástrica 

Os animais tratados com BB 100 mg/kg não apresentaram alteração significativa 

na quantidade de muco aderido à mucosa gástrica, em comparação com o grupo de animais 

tratado com Veículo 10 mL/Kg, demonstrando que a atividade protetora do BB 

provavelmente não se dá por aumento da secreção de muco (Figura 6). 

 

Figura 6 - Quantificação do muco aderido à mucosa gástrica em ratos tratados com o BB 

100mg/Kg. 
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Dados expressos como média ± e.p.m, n = 7. ANOVA seguida pelo teste de Dunnet. 
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5.3.3. Níveis de Prostaglandina (PGE2) 

Os resultados que mostram o efeito do BB 100 mg/kg sobre os níveis gástricos de 

PGE2 estão demonstrados na Figura 7.  

 

Figura 7 - Quantificação dos níveis de PGE2 na mucosa gástrica 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 à Indometacina 30 mg/Kg 

(inibidor inespecífico da isoenzima COX), não foi capaz de manter os níveis de PGE2. 

Quando comparado ao grupo Sham houve uma redução estatisticamente significativa, 

mostrando que BB 100 mg/Kg não foi capaz de manter a produção da PGE2 (Figura 7). 
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5.4. Avaliação da atividade antioxidante in vivo 

A avaliação da atividade antioxidante in vivo do BB, foi realizada com amostras 

obtidas no modelo de úlcera gástrica induzida por etanol absoluto. A administração oral de 

etanol absoluto em ratos causa lesões hemorrágicas no estômago, como se observa no 

grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg (Figura 8A). O efeito gastroprotetor do pré-

tratamento com BB 100 mg/Kg neste modelo experimental de úlcera está apresentado na 

Figura 8B mostrando uma proteção de 96%.  

 

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

submetidos ao modelo de indução de úlcera por etanol absoluto. 

 

 (A) Visualização macroscópica das lesões. (B) Área da lesão ulcerativa de ratos 

submetidos à úlcera gástrica por etanol. Dados expressos em média ± e.p.m, n = 7. Análise 

estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnet.  
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 Considerando a formação de EROs na úlcera induzida por etanol, foram analisadas 

as enzimas antioxidantes SOD, GSH-Px, GSH-Rd. Também foram analisados os níveis de 

grupamento sulfidrila,  peroxidação lipídica e mieloperoxidase. 

5.4.1. Determinação da peroxidação lipídica (LPO)  

O malonildialdeído (MDA) é o produto final da LPO e é usado para determinar os 

níveis da peroxidação lipídica. O efeito do BB sobre o índice de LPO na mucosa gástrica de 

ratos submetidos ao modelo de indução de úlcera gástrica por etanol absoluto está 

demonstrado na Figura 9. Os níveis de MDA aumentaram de forma estatisticamente 

significativa no grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg, quando comparados com o grupo 

Sham. O grupo tratado com BB 100 mg/kg foi capaz de inibir em 82 %, o índice de MDA 

em comparação ao grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg, mantendo os níveis deste índice 

similares aos do grupo Sham. 

Figura 9 - Índice de peroxidação lipídica na mucosa gástrica de ratos submetidos ao 

modelo de indução de úlcera por etanol absoluto.            
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Dados expressos como média ± e.p.m, n = 7. ANOVA seguida de teste de Dunnet.  

82% 
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5.4.2. Determinação da atividade da MPO 

O aumento de atividade da enzima MPO pode se indicativo de maior infiltração de 

neutrófilos no tecido. Os resultados obtidos para efeito do BB sobre a atividade da MPO na 

mucosa gástrica de animais submetidos à indução de úlcera por etanol absoluto estão 

apresentados na Figura 10. O grupo tratado com BB 100 mg/Kg foi capaz de inibir a 

atividade da MPO em 58% em relação ao grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg, mantendo 

níveis de atividade similares aos do grupo Sham. 

 

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

de indução de úlcera gástrica por etanol absoluto. 
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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 citoproteção 

A depleção de G-SH, geralmente, é observada na úlcera gástrica induzida por etanol 

absoluto como indício de estresse oxidativo. Os níveis de G-SH encontrados na mucosa 

gástrica de ratos expostos a este modelo experimental encontram-se na Figura 15. Após 

exposição ao agente ulcerogênico, o grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg não apresentou 

alteração significativa nos níveis de G-SH, em relação ao grupo Sham, ao contrário do que 

se encontra na literatura. O pré-tratamento com BB 100 mg/Kg, apresentou um aumento 

significativo nos níveis de G-SH em relação ao grupo tratado com  Veículo 10 mL/Kg, 

sendo este aumento de 46%.  

 

Figura 11 - Níveis de G-SH na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo de indução 

de úlcera gástrica por etanol absoluto. 
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Dados expressos em média ± e.p.m, n = 7. Análise estatística ANOVA seguida de teste de 

Tukey.  

46% 
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5.4.4. Determinação da atividade da SOD, GSH-Px e GSH-Rd 

Observou-se um aumento nos níveis de atividade da enzima SOD no estômago dos 

animais do grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg em relação ao grupo Sham (Tabela 3). A 

enzima SOD pode ser considerada a primeira linha de defesa frente à geração de EROs. O 

aumento nos níveis da atividade desta enzima pode ser evidência de estresse oxidativo. No 

grupo tratado com BB 100 mg/Kg, houve uma redução nos níveis da SOD (43%), sendo 

estes níveis similares aos níveis do grupo Sham (Tabela 3), indicando menor geração de 

ERO no estômago dos animais que receberam este tratamento. Os resultados obtidos no 

grupo tratado com BB 100 mg/Kg são semelhantes aos obtidos no grupo tratado com 

Lansoprazol 100 mg/Kg controle positivo. 

Observou-se também, um aumento nos níveis de atividade da enzima GSH-Px no 

estômago dos animais do grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg em relação ao grupo Sham 

(Tabela 3). O aumento nos níveis de atividade desta enzima pode ser indicativo de estresse 

oxidativo. O grupo pré-tratado com BB 100 mg/Kg apresentou  diminuição de 42% da 

atividade de GSH-Px em relação ao grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg. Os níveis 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 estômago dos animais tratados com este óleo. 

Com relação à GSH-Rd, o tratamento com BB 100 mg/Kg produziu um aumento 

significativo nos níveis da atividade desta enzima quando comparados com o grupo tratado 

com Veículo 10 mL/Kg (Tabela 3). Os níveis atingidos no tratamento com BB 100 mg/Kg 

são similares aos níveis 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 gástrica de ratos 

submetidos ao modelo de indução de úlcera por etanol absoluto. 

Tratamentos 
SOD 

(U/mg proteína) 

GSH-Px 

(nmol/min/mg de proteína) 

GSH-Rd 

(mmol/min/mg de proteína) 

Sham 1,9 ± 0,2 1,8 ± 0,3 0,9 ± 0,1 

Veículo 3,4 ± 0,5+ 3,1 ± 0,3+ 0,9 ± 0,1 

Lansoprazol 2,2 ± 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 

relação ao  grupo tratado com Veículo e (+) p≤0,05 em relação ao Sham.  

 

5.5. Atividade cicatrizante 

5.5.1. Modelo de indução de úlcera gástrica crônica pelo ácido acético  

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

aceleração na cicatrização da úlcera gástrica induzida por ácido acético em ratos (Figura 

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

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

(82%), droga padrão utilizada como controle positivo.  
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Figura 12 - Efeito da administração do BB 100mg/Kg durante 14 dias consecutivos, na 

cura de úlceras induzidas por ácido 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 

É sabido que a COX-2 e o EGF participam do processo de cicatrização da úlcera 

gástrica. Diante deste fato, verificamos a expressão de ambos pela técnica de western 

blotting utilizando como controle interno a proteína β-actina.  

As figuras 13A e 13B representam as intensidades densiométricas obtidas nas 

revelações das membranas com os anticorpos para COX-2 e EGF, respectivamente. As 

análises mostraram que o tratamento oral com BB 100mg/Kg durante 14 dias consecutivos, 

após lesões gástricas induzidas por ácido acético absoluto, promoveu um aumento na 

expressão de ambas na mucosa gástrica. O tratamento com BB 100 mg/Kg aumentou a 

81% 
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expressão da enzima COX-2 em 55% e a expressão de EGF em 100%, ambos comparados 

ao grupo Sham.  

 

Figura 13 - Representação da análise de Western blot na expressão de COX-2 (A) e de 

EGF (B) durante 14 dias consecutivos de tratamento com BB 100 mg/Kg, na mucosa 

gástrica de ratos submetidos à úlcera gástrica induzida por ácido acético a 100%.  
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A análise densitométrica foi realizada seguindo a normalização ao controle (β-actina). 

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

 

5.6. Avaliação dos parâmetros toxicológicos  

As Figuras 14 e 15 mostram, respectivamente, a evolução ponderal e o peso de 

órgãos importantes para a atividade metabólica de animais submetidos à administração oral 

sub-aguda durante 14 dias consecutivos com Veículo 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 não houve diferença 

estatisticamente significativa na progressão dos pesos corpóreos nem nos pesos dos órgãos 

para todos os grupos (Veículo 10mL/Kg, Cimetidina 100 mg/Kg e BB 100 mg/Kg. 

Nenhuma anormalidade macroscópica foi detectada nos órgãos 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 Veículo 10 mL/Kg. 
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Figura 15 - Peso dos órgãos dos animais tratados v.o. com Veículo 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 Veículo 10 mL/Kg. 
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6. Discussão 

Plantas aromáticas são utilizadas desde a antiguidade devido às suas propriedades 

conservantes e medicinais, as quais são parcialmente atribuídas aos óleos essenciais. 

Estudos recentes indicam que componentes de óleos essenciais, especialmente 

monoterpenos, apresentam diversos efeitos farmacológicos. Óleos essenciais são compostos 

naturais voláteis, complexos, caracterizados por um forte odor e são utilizados para fins 

medicinais, cosméticos, agrícolas e alimentícios (140; 159). 

Considerando o conhecimento popular do uso da espécie Protium heptaphyllum 

March para tratar distúrbios gastrointestinais, estudamos o óleo essencial do Protium 

heptaphyllum March (BB), inicialmente identificando os componentes deste óleo, através 

da CG-EM eletrônica. Foram identificados majoritariamente α-pineno 40%, p-mentha-

1.4(8)-dieno 12% e α-phellandreno 10%. Geralmente, os compostos majoritários são 

responsáveis pelos efeitos biológicos do óleo essencial do qual foram isolados, sendo que a 

amplitude de seus efeitos depende da concentração destes compostos, no entanto é possível 

que a atividade dos compostos majoritários seja modulada pelos minoritários, havendo 

sinergismo entre eles, neste sentido, para efeitos biológicos, estudar todo o óleo essencial 

em vez de alguns de seus componentes fornece  informações mais significativas (132; 160). 

O α-pineno, composto majoritário do BB, está relacionado com uma série de 

propriedades farmacológicas como anti-inflamatória, digestiva e antioxidante. Os efeitos do 

α-pineno que é um monoterpeno, variam conforme a interação com mono ou 

sesquiterpenos presentes (160; 161; 135; 140).  

 O p-mentha-1.4(8)-dieno, é um monoterpeno monocíclico com um anel de 

ciclohexano e fragrância semelhante à do limão. Foi demonstrado que este componente 

apresenta efeito sedativo (162). 
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O α-phellandreno, pertence ao grupo dos terpenos monocíclicos, classe dos 

monoterpenos, são isolados de fontes vegetais variadas, principalmente a partir de plantas 

da espécie Eucalyptus radiata, seu nome científico é derivado da espécie Eucalyptus 

phellandra. O crescente interesse por este componente dá-se principalmente por seu odor 

agradável (163).  

Muitos aspectos podem estar envolvidos na patogênese da úlcera gástrica sendo 

que, a integridade funcional da mucosa gástrica depende do balanço entre fatores 

agressores e mecanismos protetores. Assim, o sucesso do tratamento farmacológico contra 

úlcera gástrica depende não somente do controle dos fatores patogênicos, mas também do 

aumento dos fatores de proteção da mucosa gástrica (164; 140; 69). 

A atividade protetora gástrica do BB foi inicialmente caracterizada nos modelos de 

indução de lesões por agente necrosante (etanol) e por DAINEs (Indometacina). Estes 

modelos clássicos de lesão gástrica aguda, que utilizam etanol e Indometacina para a 

indução de úlceras, fornecem importantes indicativos da ação destes produtos sobre o trato 

gastrointestinal, já que o uso crônico de álcool e DAINEs estão envolvidos na etiologia das 

patologias gástricas no homem (165; 166). 

A formação das lesões gástricas induzidas por etanol tem origem multifatorial que 

inclui dano ao DNA, decréscimo nos níveis de glutationa total e peroxidação lipídica nas 

células da mucosa gástrica. Estes eventos levam a necrose, hemorragia subepitelial, edema, 

esfoliação celular e aumento da permeabilidade da mucosa (17; 167; 168). Além disto, as 

lesões induzidas por etanol estão diretamente relacionadas à produção de espécie reativas 

de oxigênio (EROs) que produzem um desequilíbrio entre o processo oxidante e atividade 

antioxidante celular que leva à modificação oxidativa na membrana celular, formando um 

ambiente favorável para o estresse oxidativo (61; 169). 
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O grupo de animais tratados com BB 100 mg/Kg inibiu em 96% a formação de 

lesões gástricas causadas pelo etanol, quando comparado com o grupo de animais tratado 

com Veículo 10 mL/Kg. Esta proteção foi 36% maior que a do grupo tratado com 

Lansoprazol 30mg/Kg, droga padrão utilizada como controle positivo. Considerando a 

participação das EROs na formação de lesões gástricas induzidas por etanol é possível que 

o BB 100 mg/Kg iniba a formação destas lesões por evitar a formação do estresse 

oxidativo. Nossos resultados estão de acordo com aqueles obtidos com a resina da Protium 

heptaphyllum March (Burseraceae) que, quando administrada por via oral, evitou danos na 

mucosa gástrica induzidos por etanol (125). Porém, no nosso estudo trabalhamos com o 

óleo comercial essencial do Protium heptaphyllum March (Burseraceae), a dose eficaz 

utilizada, na concentração de 100mg/Kg foi menor do que a apresentada no trabalho citado, 

que era de 200 ou 400 mg/Kg.    

DAINEs, como a Indometacina, são amplamente usadas no tratamento de doenças 

inflamatórias crônicas, pois reduzem a dor e a inflamação, através da inibição da enzima 

cicloxigenase (COX). No entanto, seu uso é limitado pela sua propensão em causar danos 

significativos na mucosa gástrica (169). Estudos recentes demonstraram que EROs têm sido 

descritas, como um dos prováveis fatores patogênicos envolvidos nas lesões da mucosa 

induzidas por DAINEs (169; 170; 171; 172).  

No modelo experimental de úlcera gástrica induzida por DAINEs, o grupo de 

animais tratado com BB 100 mg/kg apresentou atividade gastroprotetora quando 

comparado com o grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg. Esta proteção foi igual à proteção 

apresentada no grupo de animais tratado com Cimetidina 100 mg/Kg, droga padrão 

utilizada como controle positivo. Cosiderando que a atividade ulcerogênica das DAINEs 

pode ser atenuada sem o envolvimento de PGE2 e que agentes antioxidantes podem 
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proteger a mucosa gástrica contra lesões causadas por DAINEs por inibir o aumento de 

EROs este resultado reforça a possível ação antioxidante deste óleo essencial. 

Está amplamente demonstrado que a úlcera gástrica induzida por etanol aparece 

devido à ação necrotizante deste na mucosa gástrica com menor participação da secreção 

ácida, não sendo, portanto, inibida por agentes antissecretórios como a Cimetidina, e sim 

por aqueles fatores que aumentam os mecanismos de defesa da mucosa gástrica (173; 168). 

Considerando que o BB 100 mg/Kg não foi capaz de aumentar os fatores citoprotetores da 

mucosa (Muco e PGE2) e considerando a participação das EROs na patofisiologia da úlcera 

gástrica, 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 

úlcera gástrica induzida por etanol absoluto em ratos.  

EROs são continuamente produzidas durante os eventos fisiológicos normais, sendo 

removidas pelo mecanismo de defesa antioxidante. Na literatura, são diversos os trabalhos 

que mostram aumento da peroxidação lipídica na úlcera gástrica (174). É importante 

lembrar que a peroxidação lipídica resulta na produção e liberação de substâncias que 

recrutam e ativam leucócitos polimorfonucleares (175; 171). Os resultados obtidos neste 

trabalho demonstraram que o BB 100 mg/Kg promoveu significativa redução da 

peroxidação lipídica em relação à redução da ALU, sugerindo um controle da fonte 

biológica de EROs, agindo portanto como um antioxiante.  

Foi avaliada a atividade do BB 100 mg/Kg em ralação a enzima mieloperoxidase 

(MPO). Esta é uma enzima importante para a defesa imunológica não específica, é 

secretada por neutrófilos nos locais de inflamação participando da proteção do organismo 

contra patógenos invasores, devido à sua capacidade única de gerar ácido hipoclorídrico. 

Este ácido é um importante agente antimicrobiano necessário para combater as infecções 
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nos locais de inflamação.  No entanto, quando secretado em excesso,  pode causar 

modificação oxidativa de proteínas, lipídios e outras moléculas biologicamente 

importantes.  Distúrbios cardiovasculares, doença degenerativas do sistema nervoso e 

artrite reumatóide, são comumente associados ao acúmulo de MPO nos tecidos afetados 

(55; 176). Trabalhos também apresentam aumento na atividade da MPO associado à úlcera 

gástrica (177; 114). Após indução de úlcera gástrica por etanol absoluto, observou-se 

aumento na atividade de MPO no estômago de ratos que receberam apenas o Veículo. Nos 

animais tratados com o BB 100 mg/Kg, este aumento foi evitado, o que indica possível 

inibição de infiltração de neutrófilos e, consequentemente, menor liberação de radicais 

livres e substâncias lesivas no tecido, contribuindo para a gastroproteção deste tratamento. 

Vale ressaltar, que este resultado é condizente com aquele obtido no índice de peroxidação 

lipídica, mostrando que se o grupo de animais tratado com BB 100 mg/Kg apresentou 

redução nos níveis de peroxidação lipídica, provavelmente inibe a infiltração de neutrófilos 

nos tecidos.  

Além do aumento da peroxidação lipídica, diversos trabalhos evidenciam 

diminuição na quantidade dos grupamentos sulfidrila não proteicos (G-SH) na mucosa 

gástrica lesionada pelo etanol (178; 179; 180; 181; 182). Ao contrário do que foi descrito, 

após exposição ao agente ulcerogênico, o grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg não 

apresentou alteração significativa nos níveis dos G-SH, em relação ao grupo Sham. A 

literatura relata que os G-SH são agentes-chave na proteção da mucosa contra danos 

gástricos 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 níveis de G-SH em relação ao grupo tratado com Veículo 10 mL/Kg, e não 

apresentou diferença estatisticamente significativa com o grupo que recebeu a droga padrão 
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Lansoprazol 30 mg/Kg. Os G-SH têm um papel proeminente na reparação do tecido quando 

as EROs estão envolvidas, prevenindo o dano tecidual e mantendo EROs em níveis 

fisiológicos (183). Estes resultados indicaram que os G-SH, estão 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 gástrica é a superóxido desmutase (SOD), que cataliza a 

dismutação do O2
•-, em H2O2 que é menos nocivo. O segundo passo do metabolismo do 

H2O2 depende da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px), que converte H2O2 em 

água, a partir da oxidação da glutationa reduzida (GSH) a sua forma dissulfídica, glutationa 

oxidada (GSSG), a qual pode novamente ser convertida a glutationa (GSH) pela ação da 

GSH-Rd utilizando como co-fator NADPH (63; 65). 

A enzima SOD é considerada primeira linha de defesa frente à geração de EROs. O 

aumento na atividade desta enzima pode ser evidência de estresse oxidativo e maior 

liberação de ânion superóxido (O2
•-) (185). A SOD forma um grupo de enzimas conjugadas 

com antioxidante vital na saúde humana conferida pela ação sequestradora do O2
•- (186). 

Além desta ação sequestradora, esta enzima também é componente essencial de vias de 

sinalização que regulam a fisiologia celular (187). Existem três formas conhecidas de SOD 

em células de mamíferos, a SOD contendo cobre e zinco (CuZnSOD), encontrada 

principalmente no citoplasma e núcleo, a SOD contendo manganês (MnSOD), encontrada 

nas mitocôndrias e a SOD extracelular (ECSOD), encontrada primariamente nos 

compartimentos extracelulares (187). Estudos demonstram a participação da SOD na região 

no epitélio gástrico em resposta à lesão ulcerativa. Foi observado aumento na expressão de 

mRNA da enzima SOD associado ao aumento de estresse oxidativo e liberação de 



87 

 

mediadores inflamatórios em modelo de indução de úlcera gástrica por etanol, DAINEs e 

ácido acético (184; 188; 189; 169; 114). Assim, a maior atividade e expressão da enzima 

SOD na mucosa gástrica podem indicar maior exposição do tecido à geração de EROs. 

Além disto, Repetto e colaboradores (185) atribuem o aumento na atividade da SOD ao 

estresse oxidativo e maior liberação do O2
•-. 

 Tem sido demonstrado também que substâncias com propriedades antioxidantes 

podem proteger a mucosa gástrica, atenuando lesões no estômago de ratos causadas pela 

aplicação de agentes nocivos como o etanol e que este efeito protetor é acompanhado pelo 

aumento da atividade da SOD (190).  

Após indução de úlcera por etanol absoluto, a enzima SOD apresentou-se com 

atividade aumentada no estômago do grupo de animais tratados Veículo 10 mL/Kg em 

relação ao grupo Sham. No grupo de animais pré-tratado com o BB 100 mg/kg, a atividade 

da SOD foi menor em comparação ao grupo de animais tratado com Veículo 10 mL/Kg, 

evidenciando menores danos à mucosa gástrica dos animais e, consequentemente, menor 

exposição ao estresse oxidativo. Este resultado sugere uma capacidade do BB 100 mg/Kg 

de detoxificação das EROs, agindo portanto como antioxidante.  

 GSH-Px, outra enzima antioxidante, desempenha papel fundamental na eliminação 

do H2O2 e hidroperóxidos lipídicos nas células da mucosa gástrica (191). Após indução de 

úlcera gástrica por etanol absoluto, houve aumento na atividade da GSH-Px no grupo 

tratado com Veículo 10 mL/Kg, o que não foi observado no grupo tratado com BB 100 

mg/Kg. Ao contrário disto, diversos trabalhos relatam diminuição na atividade da enzima 

GSH-Px após exposição do tecido ao etanol (192; 193; 177). Esta enzima pode ser 

inativada através de modificações nos resíduos de selenocisteína em seu sítio ativo, por 4-

hidroxinonenal (HNE), um produto da peroxidação lipídica (194; 193). Além disto, a 
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atividade da GSH-Px pode ser reduzida devido à depleção da glutationa pelo etanol (195; 

196). No entanto, há divergências com relação à atividade desta enzima. Repetto e 

colaboradores (185) analisaram a atividade da GSH-Px em modelo de úlcera induzida por 

etanol e não observaram diferenças entre os grupos experimentais. Em outros tipos de 

lesões, como colite ulcerativa, foi relatado aumento na atividade da GSH-Px em modelos 

experimentais, provavelmente como efeito do acúmulo de peróxidos (197; 198). Sendo 

assim, é provável que a elevada atividade da GSH-Px nos animais tratados apenas com 

Veículo 10 mL/Kg esteja relacionada com o acúmulo de peróxidos, evidenciando que o 

mecanismo antioxidante do BB está provavelmente relacionado com sequestro de 

peróxidos, confirmando os resultados da inibição do índice de peroxidação lipídica. Uma 

vez que o grupo de animais pré-tratado com o BB 100 mg/Kg apresentou atividade 

reduzida da SOD em comparação com o grupo de animais tratado com Veículo 10 mL/Kg, 

não houve acúmulo de peróxido de hidrogênio reduzindo, consequentemente, a atividade da 

GSH-Px nos animais tratados com o óleo essencial.  

Sistemas enzimáticos, que eliminam EROs e impedem sua ação 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 

exposição ao etanol, pois a glutationa endógena, em sua forma reduzida, GSH, tem 

importância na diminuição do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir os 

peróxidos e se complexar com compostos eletrofílicos de maneira a proteger estruturas 

celulares protéicas, DNA e lipídeos, além de proteger a célula de outros produtos tóxicos, a 

GSH-Rd é responsável por converter GSSG em GSH utilizando como co-fator NADPH 

(199).  
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Antioxidantes intracelulares, tais como GSH-Rd são importantes para proteção 

celular em tecidos gástricos, G-SH e GSH-Rd têm um papel proeminente no tecido de 

reparação quando EROs estão envolvidos; foi relatado que em humanos uma redução na 

GSH-Rd gástrica pode ocorrer após o consumo de etanol gástrico (183). 

Na determinação da atividade da GSH-Rd, não foram observadas diferenças 

significativas estatisticamente entre os grupos Sham e o grupo tratado com Veículo 10 

mL/Kg, diferente do observado por alguns autores, cujos trabalhos demonstram diminuição 

na atividade da GSH-Rd em lesão 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 Veículo 

10 mL/Kg. Os níveis atingidos no tratamento com BB 100 mg/kg são similares aos níveis 

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 está relacionado à diminuição do estresse 

oxidativo pela inibição da peroxidação lipídica, da atividade da MPO e aumento dos níveis 

dos G-SH e da GSH-Rd, os quais são importantes na proteção da mucosa quando EROs 

estão 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 padrão utilizada como controle positivo.  

Até recentemente, estudos sobre gênese de úlcera péptica focavam em 

anormalidades da secreção ácida e da pepsina, sendo que a supressão ácida, através de 

antagonista de receptor de H2 e inibidor de bomba protônica, foi a principal estratégia de 

tratamento durante três décadas. Atualmente, está aumentando o interesse sobre os 

mecanismos de cicatrização da úlcera e sobre a possibilidade de que a rapidez e a qualidade 
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do processo de cicatrização possam ser farmacologicamente moduladas. Para tanto, foi 

desenvolvido um modelo de úlcera induzida por ácido acético a fim de avaliar o processo 

de cicatrização das úlceras pépticas. Este modelo se assemelha muito à úlcera em humanos, 

tanto no aspecto patológico quanto nos mecanismos de cicatrização, considerando que são 

difíceis de tratar e requerem longo tempo para cicatrização (156; 71; 202; 140).  

O ácido acético induz a úlcera gástrica de natureza perfurativa e de difícil 

cicatrização (183). O grupo tratado com BB 100 mg/kg demonstrou ser capaz de acelerar o 

processo de cicatrização de úlcera gástrica induzida por ácido acético em ratos. Este 

resultado foi semelhante ao resultado obtido com o grupo tratado com Cimetidina 100 

mg/Kg droga padrão utilizada como controle positivo. 

A cicatrização da úlcera é um processo de reparo geneticamente programado que 

inclui inflamação, proliferação celular, re-epitelização, formação de tecido de granulação, 

angiogênese e remodelação tecidual com interação 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 fibroblástico básico (bFGF), fator de crescimento 

epitelial vascular (vEGF) e COX-2; essa dependência é espacial e temporalmente 

sincronizada (38; 203; 183).  

A COX-2 desempenha importante função na cicatrização da úlcera gástrica, sua 

expressão controla mecanismos de proteção da mucosa dentre eles re-epitelização e 

angiogênese. Fármacos como Lansoprazol promovem up-regulation de EGF e COX-2 em 

tratamentos crônicos, drogas com esta propriedade apresentam sucesso maior na 

cicatrização de úlceras gástricas (204; 205; 206; 207; 114).  

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

fundamental para a cicatrização de úlceras gástricas, os autores propuseram que o up-
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regulation de COX-2 produz aumento dos níveis séricos de gastrina e seria isto que tornaria 

a proteção da mucosa mais eficiente, já que este evento desencadeia elevação de outros 

fatores, como EGF, o qual também é responsável pelo up-regulation de COX-2. 

Tem sido demonstrado que a COX-2 induzida na mucosa gástrica ulcerada, está 

envolvida na defesa e mecanismos de reparação desta mucosa e que a sua inibição por um 

inibidor seletivo da COX-2 atrasa o processo de cura da úlcera, também foi demonstrado 

que, no estômago humano a COX-2 é exclusivamente expressa em células mesenquimais 

gástrica, tais como fibroblastos e células inflamatórias do leito e das margens da úlcera, 

sugerindo que a COX-2 expressada nas células mesenquimais na margem da úlcera 

desempenhe um papel fundamental no processo de reparação da úlcera (183). Também foi 

demonstrado que o processo de cicatrização não é alterado quando apenas COX-1 é 

suprimida. Contudo, outro fator importante apontado é que a úlcera não se desenvolve 

espontaneamente em animais COX-1 ou COX-2 suprimidos, para que isto ocorra, é 

necessário que ambas isoformas sejam suprimidas (206). 

Fatores de crescimento e seus receptores desempenham importante função na 

proliferação e migração celular, reparo de tecido lesionado e cicatrização de úlcera. O 

principal receptor de fator de crescimento expresso nas células progenitoras gástricas é o 

receptor de fator de crescimento epidermal (EGF-R), o qual regula a proliferação celular 

(20). Considerando que o EGF é eficaz em proteger a mucosa gástrica contra úlceras 

induzidas por ácido acético, é razoável supor que este fator tenha a capacidade de limitar as 

lesões da mucosa causadas por agentes ulcerogênicos, provavelmente ajudando na 

restauração da mucosa. Diversos autores associam o processo antiulcerogênico com 

cicatrização da úlcera crônica e participação do EGF (60; 183).  
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Considerando a importância de COX-2 e EGF no processo de cicatrização, a 

expressão destas proteínas foi analisada por western blotting em estômagos de ratos 

submetidos à indução de úlcera por ácido acético. Pôde-se observar aumento na expressão 

de ambos no grupo de animais tratados com o BB 100 mg/kg, aumentando em 55% e em 

100% a expressão de COX-2 e EGF respectivamente, comparados ao grupo Sham. 

Portanto, o aumento nestas expressões, para restauração da mucosa gástrica, em animais 

tratados com BB 100 mg/Kg, é uma evidência da capacidade cicatrizante deste óleo 

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

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pôde-se concluir que a atividade 

antiulcerogênica promovida pelo óleo essencial do Protium heptaphyllum March (BB) não 

se deve à produção de fatores citoprotetores como Muco e PGE2. Esta atividade 

gastroprotetora se deve à atividade antioxidante modulando enzimas antioxidantes, LPO, 

MPO e G-SH. Foi demonstrado que o BB possui atividade cicatrizante modulada pelo 

aumento na expressão de COX-2 e EGF na mucosa gástrica. Portanto, este estudo mostra 

através de quais mecanismos ocorre a gastroproteção observada no BB, demonstrando 

importante capacidade de proteger a mucosa gástrica de animais contra diferentes agentes 

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

parâmetros avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 

 

8. Perspectivas 

Os resultados obtidos com o óleo essencial de Protium heptaphyllum March são 

promissores devido à significativa proteção contra úlcera gástrica induzida por diferentes 

agentes e sugerem aplicação terapêutica; no entanto, estudos adicionais acerca deste óleo 

essencial ainda são necessários. Assim, são perspectivas do trabalho com o óleo essencial 

de Protium heptaphyllum March: 

 

 Estudos adicionais de toxicidade; 

 

 Avaliar o potencial antiulcerogênico dos compostos majoritários do óleo essencial 

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

phellandreno além de seus possíveis mecanismos de ação ; 

 

 Desenvolver formas farmacêuticas contendo o óleo essencial de Protium 

heptaphyllum March e realizar estudos de farmacocinética e farmacodinâmica. 
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10. Apêndice 

10. 1.  Gastroprotective Effects of Essential Oil from Protium heptaphyllum March 

(Burseraceae) on Experimental Gastric Ulcer Models in Rats  
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