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V. RESUMO

As espécies do género Eremanthus, séo conhecidas popularmente como
candeias e pau candeias e encontradas nas diversas éreas de cerrado. Seu Gleo
essencial & muito utilizado pela indistria de cosméticos, sendo produzido no
Brasil e exportado para diversos paises. Por ser utilizado como cicatrizante pelos
trabalhadores envolvidos na sua produgdo, esse dlec foi selecionado para
estudos de atividade antivicerogénica. O trabatho teve inicio com o dleo essencial,
fornecido pela Purita Oleos Essencials Industria & Comércio Ltda, obfido por arraste a
vapor. O dleo foi entdo submetido aos modelos classicos de inducio de Ulcera
para verificacdo do seu possivel potencial antiulcerogénico. Em todos os modelos
testados, Ulcera induzida por anti-inflamatdrio, etanol absoluto e imobilizacic e
frio (estresse) o Gleo essencial de candeias apresentou inibicdo das lesdes
uicerativas indicando atividade antivicerogénica. O dleo essencial de candeias foi
entao saponificado dando origem a duas fracdes, uma aquosa e outra orgénica.
Apés a acidificagéo a fragfio aquosa fol extraida com CH.Clp originando a fraco
rica em acido isso-valérico. A fracdo organica foi submetida a um processo de
destilacao fracionada dando origem as fragdes:, a-bisabolol, terpenos, fracdo C7,
C8 e residuos, estas irés Gltimas ricas em «-bisabolol e terpenos como revelou a
cromatografia gasosa acopiada espectrometria de massas. Destas fragbes, duas (a-
bisabolol e terpenos) foram selecionadas para avaliacdo da gtividadle

antiulcerogenica, Os mesmos modelos para riagem da atividade antiuicerogénica

Débora Chyistian Fachim Nogueira ¥Xif
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foram utilizados. Duas caracteristicas eram necessarias para que as fragSes acima
testadas continuassem a ser estudadas, que fossem ativas no modelo de triagem e
ter quantidade suficiente. Das duas fragOes, a rica em a-bisabolol foi escolhida para a
continuidade do trabatho. A fragcdo rica em «-bisabolol apresentou efeito nos
modelos de ulcera induzida por &lcool, reserpina e dicera induzida por
indometacina. Tanto 0 dleo essencial bruto como a fracéo rica em a-bisabolol
apresentaram atividade sistémica, caracterizada no modelo de dicera induzida por
etanol. A atividade antisecrelora foi estudada em mucosa de rd isclada em
cémara de Ussing onde o Gleo essencial bruto néo apresentou atividade. Em
animais pré-tratados com histamina a atividade antisecretora ndo foi observada.
Tanto o dleo essencial brutc come fracao rica em o-bisabolol foram avaliados em
modelos que envolvemn fatores de citoprotec@o, sendo que os resultados
descartaram a participacéo de grupos suifidriias ndo protéicos, de éxido nitrico, &
de prostaglandinas. Um aumento na produgdo de muco protetor aderido a parede
gastrica foi observado, Os resuliados sugerem que o o-bisabolol € o principal
responsavel pela atividade antivicerogénica do dleo essencial de candeias e esta
atividade pode estar relacionada com ligago aos receptores de prostaglandinas
do tipo E1, ou semelhante a substancias como sucralfato e subcitrato de bismuto

coloidal.

Débora Christian Fachim Nogueira XXiii
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1. Introdugao

A mucosa gastrica € constituida de uma série de depressdes e glandulas podendo
ser dividida em quatro regides anatdmicas: cardia, fundo, corpo e antro. Nas
depressbes estdo as células epiteliais superficiais, enquanto que as glandulas
iocalizadas no fundo e no corpo s&o compostas de células parietais e principais,
as glandulas localizadas no antro sdo compostas de células G, responsaveis pela

secrecdo de gastrina (Wingate, 1986).

As células parietais s80 responséveis pela secregfo de acido cloridrico e fator
intrinseco, as células principais pela secregdo de bicarbonato e pepsinogénio,
enguanto as ceélulas gastricas secretam muco protetor (Guyton and Hall, 1996).

Desta forma o suce gastrico se constitul numa mistura de secrecfes parietais
{acido e Tator infrinseco) e de secrecfes nac parietais; muco, bicarbonato, Na™*,

Kt e pepsinogénio. {Schubert, 1894).

No sistema nervoso central, a regulaco destas secrecfes ¢ realizada por fibras
parassimpaticas vagais e, perifericamente, pela liberacdo de histamina das
células enterocromafing, e de gastrina pelas células G do antro gastrico {Prinz et
al., 1692). Estes secretagogos poderiam interagir entre si modulando a secregéo

acida, existindo pelo menos dois mecanismos de interagdo entre os mesmaos:

Oebora Chyistian Fachim Nogueira 1
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De acordo com uma das hipdteses, as células parietais possuem receptores para

a histamina (Hz}, acetilcolina (M) e gastrina. A estimulacio dos receptores pela
histamina provocaria aumento intracelular de AMPc, enquanto que a estimulacdo
pela acstilcolina e gastrina aumentaria a concentragdo de calcio. Esses
mensageiros intracelulares agem sinergicamente, estimulando a producdo e
secrecéo de acido. A segunda hipdlese sugere que a membrana da célula parietal
possuiria receptores somente para a histamina. Assim a acetilcolina, e a gastrina,
através da interag@o com seus respectivos receptores, estimulariam a secrecdo
gastrica através da liberagdo de histamina armazenada nos mastdcitos ou nas
células enddcrinas. A histamina, por sua vez, estimularia os receptores H2 nas
celulas parietais produzindo o aumento do AMPc intraceluiar, que finaimente,
ativaria a bomba H' K' ATPase {Sandvik and Waldrum, 1991 Soll, 1983;
Brunton,1996). Esta bomba e uma ATPase de membrana que catalisa a troca de
tons H” do meio intracelular por fons K' do extracelular {Schubert, 1820; Brunton,

1996).

Lima parte da estimulag@o nervosa responsavel pela secregdo gastrica tem origem
nos nucleos motores dorsais do vago, no hipotalamo e no nlcleo do trato solitario.
0 sinais nervosos, originados nessas estruturas chegam, através do vago, até o
sistema nervoso entérico que inerva as glandulas secretoras. A outra parte é
gerada por reflexos locais que ocorrem no propric sistema nervoso entérico

{Burprenant, 1994; Schubert, 1994).
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A secrecéo acida excessiva tem sido responsabilizada por iniciar a lesfes no
tecido gastrico. No entanto a infecfio por Helicobacter pylori, a hiperosmolaridade
de alimentos, a ingestde de dlcool e drogas antiinflamatoérias podem ter um papel
fundamental no desenvolvimento dessas lesfes. Para manter a sua infegridade a
mucosa possui alguns mecanismos, denominados citoprotetores (Wallace 1994

Allen 1893).

Um dos fatores envolvidos na citoprotecéio € a produgdo de muco e bicarbonato,
que neutraliza o excesso de acido e fornece uma barreira fisica que impede o
contato do HCI com & mucosa. Na producdo do muco e bicarbonato, a
participacio das prostaglandinas, da colecistocinina e do fluxo sanglineo local,
s&ao fundamentais {Allen, 1993, Eberhart et al 1995). A secrecfo de bicarbonato,
fanto em repousc como estimulada, é realizada pela celulas do epitélio gastrico e
duodenal, que neutralizam o HCI antes do mesmo entrar em contato com a

mucosa ( Smedfors & Johansson, 1986).

Estudos em cdes, gatos, ratos, rds e no homem mostraram gue a presenca de
acido no lamen gastrico e no duodeno estimula a secregdo alcalina. A secreco de
bicarbonato em resposta 4 secrecdo de acido é diminuida em humanos na

presenca de ulceragbes gastricas e duodenais. O aumento da secrecdo de

ébora Christian Fachim Negueira 3




PRICANE INTRODUCAQD
bicarbonato, em resposta ao acido, & mediado pela producdo local de

prostaglandinas, reflexos nervosos locais e fatores hormonais (Allen et al, 1993).

A secrecdo de bicarbonato pode ser inibida por varias substancias como
antagonistas muscarinicos, antiinflamatérios e provavelmente pela infecg@o por H.
pyfori. Alguns trabathos afirmam gue usuérios cronicos de drogas antiinflamatorias
n3o esteroidais, infectados com H. pylori tém quase o dobro de possibilidades de
desenvolver Uicera de péptica hemarragica quando comparado com usuarios de
drogas antinflamatérias ndo estercidais sem H. pylori (Aalykke et al, 1999,

Hojgaard et al, 1996).

Pertencentes & familia dos eicosancides, as prostagiandinas sdo sintetizadas em
resposta a estimulos fisiologicos para modulacéo ou manutencéo da homeostase.
Em processos inflamatorios crénicos as prostaglandinas séo produzidas no local
da inflamacao mediando os sintomas como edema e dor {Aboim et al, 1987).

Duas enzimas, a cilcooxigenase 1 (COX-1) e a ciclooxigenase 2 (COX-2), séo
responsaveis pela producdo das prostaglandinas, tendo como substrato o acido
araquiddnico. Estando a COX-1 envolvida na formagéo de prostaglandina para
eventos fisiolégicos, como a manutencdo da mucosa gastrica, a COX-2 e
mobilizada em resposta a processos inflamatorios (Eberhart and Dubois, 1985;

Elfiott et al, 1995).
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Mo estdbmago, a administragdo intravenosa de prostaglandina E1 (PGE1) ou

prostaglandina E2 (PGE2) inibe a secregdo de acido cloridrico, a secrecio de
pepsina induzida por secretagogos e a liberagio histamina (Eberthart et al, 1995).
A inibicBo da cicloxigenase e consequentemente a inibigdo da sintese de
prostaglandinas, provoca diminuicdo da produco de muco e de bicarbonato
resuitando na em diminuicdo da secregfo de muco e de bicarbonato, favorecendo

o desenvolvimento das lesbes ulcerosas. (Sababi et al, 1995).

Nos Ultimos anos diversos estudos tém demonstrado a participacdo do dxido
nitrico (NO) nos processos que regutam a atividade gastrica, particufarmente
sobre a secrecdo de muco, fluxo sanguineo e resisténcia da mucosa aos
astimulos lesivos (Wallace & Chin, 1997). Seu efeito citoprotetor € consequéncia
da vasodilatagdo, que aumentando o fluxo sanguineo local, aumenta a velocidade
de retirada do acido em excesso e ainda aumenta o suporte de nutrientes para a

mucosa (Konturek et al., 1995; Kato et al., 1998}

Na mucosa gastrica encontra-se uma concentragio elevada de glutationa
reduzida, © maior componente de substancias sulfidrilicas ndo protéicas
endogenas. Tidis como a glutationa reduzida, séo capazes de ligar-se aos radicais
livres, impedindo sua agio nociva sobre a mucosa gastrica (Szabo, 1981). Por sua
atividade antioxidante a glutationa reduzida desempenha papel importante no

mecanismo de citoprotecdo gastrica (Martin, et al., 1988).
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A colecistocinina (CCK) e a gastrina s&o mediadores fisioldgicos, liberados no
estbmago e parte proximal do intestino, que participam da secrecdo e
ssvaziamento gastricos. (Walsh, 1988; Konturek et al., 1995). Ha evidencias de
que estes peptideos também possuam agéo sobre a manutencio da integridade
da mucosa gastrica através da ligacio com receptores especificos (CCK-A para a
colecistacinina @ CCK-B para a gastrina), possivelmente localizados em fibras
vagais sensiveis & capsaicina. Em animais pré-tratados com CCK-8, pentagastrina
e oleato de sodio {liberador da colecistocinina endégena) houve redugéo do indice
de lesbes gastricas produzidas pela administracdo oral de etanol. A associagio de
CCK-8 e pentagastrina diminuiu ainda mais o indice de lesbes, sugerindo uma
interacdo destas duas substéncias na citoprotecdo. Esses efeitos foram
antagonizados pelo loxiglumide e L-365,260, gue bloqueiam os receptores CCK-A

a CCK-B, respectivamente (Konturek et al., 1985).

O efeito protetor desses peptideos normalmente & acompanhado por um aumentc
na concentracdo luminal de somatostatina, que inibe a secregdo acida gastrica,
suprime a geragdo de leucotrienos da mucosa gastrica e promove a liberagao da

substancia P ou peptideo vasoativo intestinal (Konturek et al,, 1995).

Qualquer alteragdo nos mecanismos de citoprotecéo citados acima pode levar a

gastrite, que podera evoluir para lesGes ulcerativas.
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A historia de uma doenga pode ser conhecida através da evolucdo de sua
terapéutica. Observando a evolugo do tratamento da Ulcera por este ponto de
vista, podemos identificar trés fases distintas: a primeira, em que predominava o
tratamento clinico, com base no aspecto higieno — dietético; a segunda, com
énfase no tratamento cirdrgico, quando predominava 0s  conceitos
anatomopatologicos; e a terceira, com o retorno ao fratamento medicamentoso,
com o desenvolvimento da fisiologia e da sintese de medicamentos (Cordeiro,

1699),

Antes da descoberta e caracterizacdo dos receptores Hy, da histamina e a sintese
de seus antagonistas seletivos (Black et al., 1972), os casos mais graves recebiam
tratamento cirdrgico, enquanto os mais brandos eram tratados com antidcidos.
Além dos anti-histaminicos as prostaglandinas comecaram a ser utilizadas por seu
gfeito citoprotetor, inibinde a secregéio dcida e estimulando a producdo de muco e
bicarbonato. O misoprostol, analoge da PGE;, foi o principal represeniante desse

grupo de drogas (Monk and Clissold, 1987; Schubert and Shamburek, 1990).

Além dos antagonistas do receptor H: da histamina, a ativaco dos receptores Ha,
presentes na mucosa, promove a redugdo da secreclo gastrica acida, embora os
possiveis efeitos inespecificos do agonista destes receptores, a metil-histamina,

nao estejam descartados ( Lewin et al.,, 1992; Soldani et al., 1993)
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Hoje a terapéutica conta com drogas como os inibidores da bomba hidrogénica ou
H' K" ATPase, responsaveis pela secregfio dcida. A droga padréio deste grupo é o
omeprazol, que € capaz de inibir a secrecdo acida por inativacdo dessa enzima,
através de ligacdes dissulfeto (Sachs et al., 1988; Lindberg et al., 1987). Outra
substancia desenvolvida concomitantemente ao omeprazol foi a pirenzepina, um
antagonista seletivo do receptor muscarinico My, que também contribuiy na

terapéutica da ulcera péptica (Texter and Reyily, 1982).

A infecdo do ftrato gastroduodenal pelo Helicobacter pylori,  iniciaiments
classificada como Campylobacter pylor, foi associada & gastrite & a8 doenca
ulcerosa péptica. A Helicobacter pyfori adere as células epiteliais gastricas, ativa o
fator nuclear xB (NF-«xB) e estimula a producao de interleucina 8 (IL-8). Os
mecanismos moleculares envolvidos nesse processo, ainda, sdo desconhecidos
{Masamune et al, 1899). O indice de recidiva da Gicera duodenal parece ser muito
menor nes pacientes cuja infecdo pelo H. pylori fol erradicada (Barbosa et al,
1988: Queiroz st al., 1988; Tyigat and Rauws, 1890). Assim, surgiram mudancas
na conduta terapeutica, com a utilizagéo de coldides ou compostos de bismuto e
de guimioterapicos antimicrobianos, concomitantemente ao controle da secregdo

acida (Talley and Ormand, 1989; Rang et al., 1995; Brunton, 19%6).
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Varias espécies vegetais demostraram grande valor ferapéutico no tratamento de

males que acometem o trato gastrointestinal. A Mavtenus ilicifolia Martius,
popularmente conhecida como Espinheira Santa, é considerada popularmente
gficiente no combate a hiperacidez e as ulceragdes gastricas e duodenais
(Ferreira, 1995}, A Vaccinium myrtillus apresenta atividade antiuicerogénica em
diferentes modelos de Uiceras induzidas em ratos (Magistrelli et al., 1988). A
Artemisia annua, com mecanismo de agdo citoprotetor, atraves das protaglandinas

{Dias e tal, 2000)

Qutro exemplo de espécie vegetal estudada e com principio ativo isciado € a
Giycyrrhiza glabra (alcaguz). A carbenoxolona, obtida a partir das raizes e rizomas
dessa planta, é utilizada como droga padr&o em diversos modelos experimentais,
ytilizados no estudo de drogas com atividade antiucerogénica (Lewis & Hanson,

19914, Lewis & Hanson, 1991b).

As especies do género Eremanthus, s&o conhecidas popularmente como candeias
& pau candeias e encontradas nas diversas areas de cerrado. Ssu dleo essencial
é muito uliizado pela indusiria de cosméticos, sendo produzide no Brasil e

axportado para diversos paises.

Garcia & colaboradores em 1975, relataram a presenca de lactonas

sesqueterpenicas {eremantina), isoladas da Eremanthus elaeagnus, com agéo
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profilactica ao Schistosoma mansoni. Extratos de varias espécies da familia das

Compositae tém demostrado acdo anti - parasitdria. Além da eremantina, a
heliangolida e a guayazensolida foram isoladas do dleo exiraide da madeira da
Eremanthus goyazensis {(Vichnewski, et al 1976). Vdrios autores relatam a
existéncia de substancias com acéo anti — parasitaria em espécies deste género.
(Vichnewski, et al 1977, Herz e Kumar, 1980; Asakawa, et al 1981; Vichnewski, et

al 1988 e Lunardello, et al 1995).

Além desta afividade a literatura nos descreve agdo citotoxica com grande

potencial  antitumoral, provavelmente pela presenga de triterpenoides,

germacranolideos e alguns flavonoides ( Quesne et al, 1977).
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UNICAMP OBJETIVOS

2. Objetivos

Popularmente utilizado como cicairizante, pelos trabalhadores envolvidos na sua
produgao, esse dleo foi selecionado para estudos de atividade antiulcerogénica. O
trabalho teve inicio com o dleo essencial, fomecido pela Purita Oleos Essenciais
industria e Comercio Lida. Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade
antivicerogénica desse dOleo. identificar as fracbes e principios ativos e estudar o

passivel mecanismo de agéo
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URICAMP MATERIAIS E METODOS

3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Os animais foram fomecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) e
mantidos em cémara_s com temperatura controlada (19 + 2 ° C) em ciclo claro-escuro
de 12 horas, com agua e racdo {Nuvilab®) ‘ad ilibitum”. Foram utifizados
camundongos albinos swiss machos, com peso corporal variando entre 25 a 30 g e
ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 a 250 g, aclimatados as

condicSes do laboratdrio por 07 dias, sendo agrupados, ao acaso, em grupos de 10

anirnais, submetidos a jelum de 12, 24 ou 48 horas antes do inicic dos experimentos.

3.2. Material Vegetal

3.2.1. identificagdo da espécie
As espécies do génerc Eremanthus estudadas neste trabalho foram
identificadas pelo Prof. Dr. Fermandoc de QOlwveira e suas exsicatas estéo

depositadas no herbaric Frei Velloso da Universidade S&0 Francisco em Braganga

Paulista .
Especie Numero da exsicata
Fremanthus glomerulatus Less. VELL 00830, VELL 00831

Fremanthus erythropappus (Sch. Bip) Macleish Schumaker VELL 00832, VELL 00833

Débora Christian Fachim Nogueira 12




BHICAMP MATERIAIS E METODOS

3.2.2. Obtencéo do éleo essencial

0 dleo essencial, fornecido pela Purita Olsos Essenciais IndGstria e Comércio
Ltda, foi obtido por arraste a vapor. Dessa forma, o caule foi colocado em uma doma
de destilacdo, onde seu dleo essencial foi extraido pelo vapor produzido pela caldeira.
Apbs condensacao desse vapor, o 6leo essencial foi separado da agua por diferenca

de densidade (fluxogramai).

3.2.3. Purificacdo do dleo essencial

O processo de purificacio fol realizado pelo Dr. Nélson Frighetto, pesquisador
da divisfo de Quimica Organica e Farmacéutica do CPOBA-Unicamp

Para purificagio, o dleo essencial foi saponificado com NaC0s 15% dando
origem a duas fragdes, uma aquosa e oulra organica. Apds acidificacdo, a fracfo
aquosa fol extraida com CH2Cl; dando origem a uma fragdo rica em 4cido isovalérico.

A fracao organica foi submetida a um processo de destilacdo fracionada dando
arigem a trés fracdes. C7, CB e residuos. A analise por cromatografia gasososa
acoplada a detector de massas revelou gue as fragdes C7 e €8 eram compaostas de

tarpenos e g-bisabolol. Dessa forma, através de uma nova destilag@o fracionada, a

frac8o rica em terpenos (Fip) foi separada daquela rica em a-bisabolol (fluxograma 1).
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3.2.31 Analise qualitativa por cromatografia gasosa acoplada 2
espectrometria de massas.

As fragbes e substéncias puras foram diluidas em acetato de etila ou metanol e
analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a um detector de massas (CG
Hewlett Packard 5880, série li, diretamenie acoplado a um detector seletivo de
massas Hewlett Packard 5970, equipado com uma coluna fundida WCOT, 30m x
0.25mm, DB-1 ou DB-5, ou similares). Nas andlises das amosiras, foram coinjetadas
n-alcanos de cadeia linear para o calculo do indice de retencio de van den Dool &
Kratz, 1967. As condigbes de andlise foram as seguintes: temperatura de injecéo:
250°C; temperatura do detetor; 280°C; programa de temperatura 80 (2min)—3°C/min-
240°C (10min); com ou sem razdo de split 1:100 {dependendo da concentracdo da

amostra); gés de arraste He 0,7 bar, 1mi/min; volume da amostra 1-2 ul.
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Fluxograma 1
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b
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Saponificacéo
{(Na,COs 15%)
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4 4
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3.3. Atividade Farmacoldgica geral

3.3.1. Efeitos gerais em camundongos e determinacéo da Dl

Foram utilizados camundengos albinos swiss, machos, com peso entre 20-30
g, submetidos a jejum de 24 horas com agua ad fibitum divididos em grupos de dez
animais.

Um dos grupos foi tratado com ¢ veiculo no volume de 10 mikkg (vo), os oufros
com a amostra a ser testada em doses crescentes pelas vias intraperitoneal e oral.
Apds a administrac@o os animais foram analisados sobre: -estado de consciéncia e
disposicao, lI- atividade & coordenacio do sistema motor & Wonus muscular, -
reflexos, V- atividade do sistema nervosoe central e V- atividade sobre o sistema
nervoso autbnomo nos tempe de 30, 80, 120 min, 24, 72h ¢ 14 dias. Ao longo dos
14 dias o numero de mortes foi anotado & a DLs calculada pelo método Litehifield

2 Wilcoxon.

3.4. Avaliacao da atividade antiulcerogénica do éleo essencial de

candeias,

3.4.1. Ulcera induzida por indometacina (Hayden et al., 1978)

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200-300 g, submetidos a

iejum de 24 horas com agua ad fibifum divididos em grupos de sete animais.
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Um dos grupos foi tratado com o veiculo no volume de 10 mifkg {vo), outro com
cimetiding, 100 mg/kg (vo) e o terceiro com a amostra a ser testada, em dose
previamente estabelecida (vo). Apds 80 minutos do tratamento, cada animal recebeu
uma injec&o subcutanea de indometacina na dose de 30 mglkg.

Apds uma laténcia de 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, tendo seus estdmagos retirados e abertos a0 longo da curvatura maior para a
reglizacdo de andlise e contagem das lesbes ulcerativas, de acordo com o esquema a
seguir (Gamberini et al, 1991);

Até 10 petéquias: 1 ponto.

Ate 20 petéquias: 2 pontos.

Até 30 petéguias: 3 pontos.

Uliceras de até 1 mm: resultado da contagem muitipicado por dois.
Utceras maiores que 1 mm: resultado da contagern muttiplicada por trés.
Hemorragia: 1 ponto.

Parda das pregas: 1 ponto.

Perda da coloragdo: 1ponto.

O indice de lesdes ulcerativas (ILU) de cada animal foi obtido através da soma
dos parametros acima. Posteriormente, foi feita uma média destes indices para cada
grupo experimental e calculada a porcentagem de inibicBo do aparecimento das

losfies.
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3.4.2, Ulcera induzida por etanol absoluto (Robert, 1979)

Foram utilizados ratos Wisfar machos, com pesos entre 200-300g, submetidos
a um periodo de jejum de 12 horas, com agua ad fibiturn, divididos em grupos de sete
animais. Um grupo foi fratade com carbenoxolona na dose de 200 mg/kg (vo}, outro
com ¢ veiculo (10 mikg, vo) & o terceiro com a amostra a ser testada, em dose
previamente estabelecida (vo). Apos trinta minutos, cada animal recebeu 1ml de
stano! absoluto pela via oral ou parenteral (subcuténea)

Apbs 1 hora da inducBo de Ulcers, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estdbmagos retirados e abertos no sentido da maior
curvatura. As lestes ulcerativas foram contadas e classificadas de acordo com ©

ssguema apresentado anteriormente.

3.4.3. Ulcera induzida por estresse (Levine, 1971)

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 250-300 g, submetidos
a jejum de 24 horas com égua ad fibitum, divididos em grupos de sete animais.

Um dos grupoes fol tratado com carbenoxolona 200 mg/kg, {vo), outro com ¢
vefculo 10 mifkg,{ vo) e ¢ terceiro com a amostra a ser testada, em dose previamente

astabelecida (vo).

Apds 30 minutos do tratamento, os animais foram imobilizados em
cortensores especiais e mantidos em camara fria a uma temperatura de 4° C por um

periodo de duas horas.
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Apds esse periodo, 0s animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
0s estdmagos retirados € abertos no sentido da maior curvatura, O LU ou a extenséo

das lesBes foram determinados como descrito anteriormente.

3.4.4. Ulcera induzida por reserpina (Gupta et al, 1974)

Apds jejum de 24 horas, um grupo de ratos foi fratado com atropina na dose de
7 mgfKg (vo), outro com o veiculo utilizado para a dissolucdo da amostra 10 mikg
{vo) & o terceiro com a amostra a ser testada, em dose previamente estabelecida (vo),
1 hora antes da administragdo intraperitoneal de reserpina na dose 5 mg/Kg.

Apds 12 horas da inducdo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os estdmagos foram retirados e abertos no sentido da maior curvatura.

As lesBes ulcerativas foram contadas e classificadas, recebendo um “escorg”

de acordo com sua area extensiva.

3.5. Avaliagio do mecanismo de agao antiulcerogénico.

3.5.1. Preparagdo da mucosa gastrica de rd para incubacao em

cAmara de Ussing ( Villegas, 1968)

Foram utilizados Rana castesbiana adultas, submetidos a um perfodo de jejum
de 12 horas. ApOs a destruicdo do sistema nervoso cenfral das rds, o abdomén foi

aberto, o estbmago foi removido e a camada muscular é separada da mucosa por
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divuls8o. Apds lavagem com solucdo de ringer, a mucosa foi aberta ao longo da
pequena curvatura e colocada sobre um papel de filtro com 2,5 cmi de diametro com o
lado luminal voltado para cima, para evitar o sey rompimento durante o esvasiamento
da camara de Ussing. A mucosa € entdo adaptada a camara, sendo o fado luminal
preenchido com soluglc de Ringer sem tampdo e o lado seroso com Ringer
tamponado. A oxigenacdo é feita com oxigénio comercial. As substancias a serem
testadas foram adicionadas ao Ringer em contato com ¢ lado iuminal ou seroso. O pH
do contetdo gastrico foi monitorado em pHmétro acoplado ao lado luminal da mucosa
incubada na camara de Ussing. O pH é constantemente ajustado para 6,5 (pH inicial)
com NaDH 0,005N, ac longo de todo experimento. Os resultados foram expressos em
microequivalente grama de H+ por grama de peso seco da mucosa e por periodo de

incubagdo em minutos (UEg/g/min).

3.5.1.1. Preparo da solugdo de ringer para anfibios

esta solucdo, utilizada para incubag@o das mucosas gastricas isoladas de
r&s é obtida a partir da diluicdo adequada de duas solugbes estoques A e B,
previamente preparadas e mantidas a 4°C Essas solucdes estoque possuem a
seguinie compoesicao:
Solugdo A NaCl 2150g; KCI 2,38y, KH.POs 0,50g, CaCly 2 H-0 0,58g;
MgS8047H:0 1,186g & H20 g.s.p. 1000mi

Solucdo B: NaHPO47HO 67,29/
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Para o preparo de 250ml da solugdo B, 16,8 gramas de NaHPQ4 séo
dissolvidos em aproximadamente 200mi de agua destilada e o pH ajustado para 6
com NaOH 1N. Em seguida, o volume é completado para 250mi com agua
destilada,

A partir das solucdes estoques A e B, a solucdo de Ringer de uso €
preparada antes de cada experimento, conforme a seguinte ordem de adi¢&o:
Glicose 1g; Solugdo A 125mil; HxO destilada 200mi; Solugéo B 25ml Hx0 destilada
g.s.p. 500mi. Nao adicionar KH,PO4 € 0 NaHPO, ndo s&o adicionados a solugéo

de Ringer a ser incubada com o lado luminal.

3.5.2. Reversdo de efeitos citoprotetores pela indometacina

{Konturek et al., 1995)

Neste ensaio, sdo utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal
yariando entre 200 e 250 g, submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com
fivre acesso a agua. Apds 30 minutos da administrac@o intraperitoneal de
indometacina {5 mg/kg), cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo
tratamento, ou seja, confrole 10mi/kg, carbenoxolona 200 mg/kg, e o terceire com a
amostra a ser testada, em dose previamente estabelecida (vo). Apés 30 minutos,
cada animal recebeu por via oral, 1 mi de etanol absoluto. Ao final de 1 hora, 0s
animais sdo sacrificados por deslocamento cervical, tiveram seus estdmagos
retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugéo salina 0.9%,

para posterior contagem e avaliag@o das lesdes produzidas. O indice de lesGes
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ulcerativas fol entdo calculado afravés da metodologia proposta por Gamberini et

al,, 1981

3.56.3. Avaliacdo da participagdo de grupos SH ndo protéicos

[Konturek et al., 1895)

Neste ensaio, sdo utllizados ratos Wistar machos, com peso corporal
variando entre 200 e 250 g, submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com
fivre acesso 4 agua. Cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo
tratamento, controle (10mlfkg, vo), carbenoxolona (200 mg/kg, vo), e a amostra a
ser testada, em dose previamente determinada. Depois de 30 minutos, foi
administrade por via subcutanea para todos os grupos N-Etilmaleimide (10 mg/kg).
Apds 30 minutos, cada animal recebeu por via oral, 1 ml de etanol absoluto. Ao
fingl de 1 hora, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tiveram
seus estbmagos retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em
solucéo salina 0.9%, para posterior contagem e avaliac&o das lestes produzidas.
0 indice de lesBes ulcerativas foi entdo calculado através da metodologia proposta

por Gamberini et al., 1991

3.5.4. Citoprote¢ao em animais tratados com L-NAME (Konturek et al,

1995}
Foram utilizados ratos Wisfar machos, com pesos entre 200-300g, submetidos

a um perfodo de jejum de 12 horas, com agua ad /ibifurn, divididos em grupos de sete
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BRICAR P MATERIAIS E METODOS

animais. Um grupo foi tratado com carbenoxolona na dose de 200 mg/kg (vo), outro
com o veiculo (10 mikg, vo) e o terceiro com a amostra a ser testada, em dose
previamente estabelecida (vo). Apos trinta minutos, cada animal recebeu Smglkg de
L-NAME, pela via endovenosa. Decorridos mais trinta minutos todos 0s grupos foram
tratados com 1ml de etanol absoluto (vo).

Apés 1 hora da indugdo de dlcera, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estdbmagos retirados e abertos no sentido da maior
curvatura. As lesdes ulcerativas foram contadas e classificadas, recebendo um “scorg”

de acordo com sua area exiensiva.

3.5.5. Dosagem de muco aderido & parede gastrica (Rafatullah e tal,

1980}

Foram utifizados ratos Wistar machos, com peso entre 250-300 g, submetidos
a jejum de 24 horas com agua ad fibitum, divididos em grupos de sete animais.

Um dos grupos foi tratado com carbenoxolona {200 mg/kg, vo), outro com o
veiculo (10 mikg, vo) & o terceiro com a amostra a ser testada, em dose previamente
estabelecida.

Apbds 30 minutos do fratamento, os animais foram imobilizados em
contensores especials e mantidos em camara fria a uma temperatura de 4° C por um
periodo de quatro horas de acordo com a metodologia utiizada para inducéo de

tilcera por estresse (Levine, 1971).
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UHICAMP MATERIAIS E METODOS

Apos esse periodo, 0s animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
s estbmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura. A porgdo glandular foi
separada, pesada e imersa por duas horas em 10 mi de solugdo de Alcian Blue
{Alcian Biue 0,1% wiv em tamp&o sacarose 0,16mol/L + acetato de sédio 0,05mol/L
com pH gjustado com HCI 0,1moliL). O excesso de Alcian Blue fol removido, lavando-
se 0 estdmago por duas vezes sucessivas com 7 ml de sacarose (0,25 mol/l. A primeira
por 15 minutos e a segunda por 45 minutos.

O corante complexado ao muco aderido a parede gastrica foi extraido com 10
mi de cloreto de magnésio 0,5 molil., agitando-se intermitentemente por um minuto a
cada trinta minutos durante duas horas. A essa mistura, fol adicionado éter etilico ¢
posteriormente, fol realizada a centrifugagéo a 3600 rpm por 10 minutos. O precipitado
foi descartado.

As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro de UV a 598 nm (Modelo
Beekman DU70).0s resultados foram expressos em media £ epm. Os valores
individuais interpolados na curva padrio foram expressos em ug de Alcian Blue/mlg
de tecido.

A curva padréo de Alcian Blue foi obtida com solugdes de 6,25; 12,5 25; 50; 100 ug/mi.

{absorbancia 598nmy.

3.6. Andlise Estatistica

A avaliac8o estatistica dos resultados foi realizada empregando-se analise de

variancia (ANOVA) de uma via, com nivel critico igual ou menor a 0,05 para rejeigio
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da hipdtese de nulidade. Na presenca de significancia no teste de ANOVA, procedeu-
se a andlise de coniraste entre as médias aplicando-se ¢ teste a posterion de Duncan,

com nivel critico igual ou menor a 0,05,
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BRICAMP RESULTADOS

4. Resultados

4.1. Avaliacao da toxicidade aguda do dleo essencial de candeias

4.1.1. Administragdo em camundongos

Quando administrado pela via intraperitoneal em camundongos o Oleo essencial de candeias,
nas doses de 0,5 a 4,0 g/kg, produziu hiperemia de extremidades, salivagdo, sudorese,
niloerecéo, efeito Straub, perda do reflexo postural, aumento do tonus muscular do trem
posterior & dificuldade respiratdria, A intensidade desses efeitos fol proporcional as doses
administradas com Dlsp de 0,75 g. No entanto, quando administrado pela via oral em doses

de até 4 g/kg, o dleo essencial de candeias n&o apresentou sinais de toxicidade.
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BHECAMB RESULTADOS

4.2. Avaliacao da atividade antiuicerogénica do 6leo essencial de

candeias.

4.2.1. Ulcera induzida por Indometacina

No modelo de Olcera induzida por indometacina o dleo essencial de candeias na dose de
1000 mg/Kg {vo), reduziu em 71,4 % o indice de lesdes ulcerativas (ILU) produzido pela
injecéo de indometacina (30 mg/kg, sc). A cimetidina (100 mg/kg, vo), utilizada como padréo,
reduziu o ILU em 79,3%. Os resultados, expressos como media + erro padréo da média do

(LU, estdo demonstrados na Figura 01 e na Tabela 01.

Tabela 01. Ffeito do 6leo essencial de candeias e da cimetidina em modelo de Glcera

induzida por indometacina em ratos.

Tratamento n Dose Ly Reducao do
Via oral {__Kg} X + epm LU (%)
Contrele 8 10 mi 51,160

Cimetidina 7 100 mg 106 +£37* 79,3
{andsias 8 1000 mg 14,6 £ 5,9* 71,4

ANOVA, Fiooy= 17,8 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001
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UNICAMF RESULTADOS

4.2.2. Ulcera Induzida por Etanol Absoluto

No modelo de ulcera induzida pela administragdo de 1,0 ml de etanol absoluto (vo), o dleo
essencial de candeias na dose de 1000 mg/Kg (vo), reduziu o ILU em 825%. A
carbenoxolona na dose de 200 mg/kg (vo), utilizada como padrao, reduziu o ILU em 74,9%
Os resultados, expressos como média + erro padrao da média do ILU, estdo demonstrados

na Figura 02 e na Tabela 02.

Tabela 02. Efeito do 6leo essencial de candeias e da carbenoxolona em modelo de Ulcera

induzida por etanol absoluto em ratos.

Tratamento n Dose ILU Reducgéo do
Via oral (__Kg) X +epm ILU (%)
Controle 8 10 ml 343+42

Carbenoxolona 7 200 mg 86+16" 749
Candeias 7 1000 mg 6,0 +0,9* 82,5

ANOVA, F219 = 31,06 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001
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UNICAMP RESULTADOS

4.2.3. Ulcera Induzida por Imobilizagao e Frio (Estresse)

No modelo de ulcera induzida por imobilizacao e frio (estresse), o 6leo essencial de candeias
na dose de 1000 mg/Kg (vo), reduziu o ILU em 72%. A carbenoxolona na dose de 200 mg/kg
(vo), utilizada como padrao, reduziu o ILU em 52%. Os resultados, expressos como media +

padrao da média do ILU, estdo demonstrados na Figura 03 e na Tabela 03.

Tabela 03. Efeito do 6leo essencial de candeias e da carbenoxolona em ulcera induzida por

imobilizacao e frio (estresse) em ratos.

Tratamento n Dose ILU Reducao do
Via oral (__Kg) X+ epm ILU (%)
Controle 7 10 mi 244 +21

Carbenoxolona 7 20 mg 11.6 +1.6* 52
Candeias 7 1000 mg 6,6 +1,0* 72

ANOVA, F(218 = 31,16 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001
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UNICAMP RESULTADOS

4.2.4. Ulcera Induzida por Reserpina

No modelo de ulcera induzida pela reserpina (5 mg/kg, ip) o 6leo essencial de candeias na
dose de 1000 mg/kg (vo), reduziu o ILU em 45,6%. A atropina na dose de 2 mg/kg (vo),
utilizada como padréo, reduziu o ILU em 46,3% Os resultados, expressos como media + erro

padrao da média do ILU, estdo demonstrados na Figura 04 e na Tabela 04.

Tabela 4. Efeito do 6leo essencial de candeias e da atropina em ulcera induzida por

reserpina em ratos.

~ Tratamento n Dose ILU Reducéao do
Subcutaneo (__Kg) X +epm ILU (%)
Controle 6 10 ml 30,56+4,8
Atropina 5 2 mg 16,4 +4,9* 456
Candeias 6 1000 mg 16,6 £ 2,5* 46,3

ANOVA, F2.14 = 3,29 p<0,05 * p<0,05
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RESULTADOS

4.3. Atividade do a-bisabolol e dos terpenos, isolados do 6leo essencial

de candeias, em modelos de indugdo de tlcera

4.3.1. Ulcera induzida por Indometacina

No modelo de Ulcera induzida por indometacina, a fragdo rica em a-bisabolol na dose de

1000 mg/kg (vo), reduziu ILU em 90%. Ja a fragdo terpénica na mesma dose, aumentou em

142% o ILU. A cimetidina, 100 mg/kg (vo), utilizada como padréo, reduziu o ILU em 92%. Os

resultados, expressos como média + erro padréo da média do ILU, estdo demonstrados na

Figura 05 e na Tabela 05.

Tabela 05. Efeito da fracdo terpénica, da fracdo rica em a-bisabolol e da cimetidina, em

modelo de Ulcera induzida por indometacina

Tratamento n Dose ILU
Via oral (__Kag) X +epm ILU
Controle 7 10 mi 498+59
Cimetidina 7 100 mg 407" Inibicdo 92%
Terpenos 7 1000 mg 12056 +25,5™ Exacerbacao 142%
a-bisabolol g 1000 mg 53+t 2,5% Inibicdo 90%

ANOVA F 324 = 23,21 p<0,001.

Débora Christian Fachim Nogueira
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UNICAMP RESULTADOS

4.3.2. Ulcera Induzida por Etanol Absoluto

No modelo de Ulcera induzida pela administracdo de 1,0 ml de etanol absoluto, a fracdo
terpénica, (1000mg/kg, vo) reduziu o ILU em 90%. Ja a fragdo rica em a-bisabolol, (1000
mg/kg, vo) reduziu o ILU em 80%. A carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg, vo utilizada
como padréo, reduziu o ILU em 86%. Os resultados, expressos como média + erro padréo da

média do ILU, estdo demonstrados na Figura 06 e na Tabela 06.

Tabela 06. Efeito da fragdo de terpenos e a-bisabolol e da carbenoxolona em modelo de

ulcera induzida por alcool.

Tratamento n Dose ILU Redugédo do
Via oral (__Kg) X + epm ILU (%)
Controle g 10 ml 404 +45

Carbenoxolona i 200 mg 56 09% 86
Terpenos ii 1000 mg 41+09* 90
a-bisabolol 7 1000 mg 8,1+3,7" 80

ANOVA F 324y = 36,42 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001
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UNICAMP RESULTADOS

No mesmo modelo de Ulcera induzida pela administracdo de 1,0 ml de etanol absoluto,
0 a-bisabolol nas doses de 100; 50; 10mg/kg via oral, reduziu o ILU em 88; 73 e 52%
respectivamente. (Figura 07). A carbenoxolona na dose de 200mg/kg (vo), utilizada

como padrao, reduziu o ILU em 82%

Tabela 07. Efeito da fragao rica em a-bisabolol, no modelo de ulcera induzida por etanol

absoluto.

Tratamento n Dose ILU Inibicdo do
Via oral (__Kag) X+ epm ILU (%)
Controle 6 10 ml 47873

Carbenoxolona S 200 86 +16" 82

a-bisabolol 5 10 mg 22,561+66" 52

a-bisabolol 6 50mg 128 +3,6* 73

a-bisabolol 6 100 mg 55+02* 88

ANOVA F 423 = 13,48 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001
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UNICAMP RESULTADOS

4.3.3. Ulcera Induzida por Reserpina

No modelo de ulcera induzida pela reserpina (5 mg/kg, ip) a fragcdo terpénica, (1000mg/kg,
vo) reduziu o ILU em 70,8%. Ja a fragdo de a-bisabolol, (1000 mg/kg, vo) reduziu o ILU em
55%. A atropina na dose de 2 mg/kg (vo), utilizada como padrao, reduziu o ILU em 62,6%.

Os resultados, expressos como média + erro padrao da media do ILU, estdo demonstrados

na Figura 08 e na Tabela 08.

Tabela 08. Efeito da frag&o terpénica e da fragao rica em a-bisabolol, no modelo de ulcera

induzida por reserpina.

Tratamento n Dose ILU Inibicdo do
Via oral {_Kag) X+ epm ILU (%)
Controle 7 10 ml 25 7 +4 3
Atropina 7 10 mg G623 62,6

Terpenos 6 1000 mg T.Dx27* 70,8

o-bisabolol 6 1000 mg 1.6 £4,£* 55

ANOVA F 32, = 6.93 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001
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UNICAMP RESULTADOS

44.1. Atividade antiulcerogénica do 6leo essencial de candeias
administrado por via parenteral.

No modelo de ulcera induzida pela administragdo de 1,0 ml de etanol absoluto, o dleo
essencial de candeias nas doses de 1000, 500 e 250 mg/kg (sc), reduziu o ILU em 55, 52 e
52% respectivamente. A carbenoxolona, utilizada como padréo, reduziu o ILU em 55%. Os
resultados, expressos como média + erro padrédo da média do ILU, estdo demonstrados na

Figura 09 e na Tabela 09.

Tabela 09. Efeito do 6leo essencial de candeias e da carbenoxolona, administrados por via

parenteral (sc) em modelo de ulcera induzida por etanol absoluto

Tratamento n Dose ILU Inibicdo do
Via oral (__Kg) X +epm ILU (%)
Controle 8 10 ml 438+48

Carbenoxolona 8 200 mg 19,41 £ 3,6™ 55
OE Candeias 8 1000 mg 19,4 +227* 55
OE Candeias 8 500 mg 208 +4 5% 52
OE Candeias 8 250 mg 205+ 3.7 52

ANOVA, F35 = 8,41 p< 0,001. Teste de Duncan ** p<0,001 * p< 0,01
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RESULTADOS

4. 4.2. Atividade do a-bisabolol sobre a secreg¢ao acida gastrica.

Em de secrecao acida utilizando a mucosa de rd em camara de Ussing , a fragao rica em a-

bisabolol ndo alterou a quantidade de H+ secretado em todas as concentragdes testadas. Os

resultados, expressos como média + erro padrao da média, estdo demonstrados na Figura

10 e na Tabela 10

Tabela 10. Atividade da fragao rica a- bisabolol na secre¢ao acida da mucosa gastrica de ra.

Tratamento Concentracdo H+ secretado
Via oral UL /30 min UEq/g/ 15 min
Controle Basal 8,6+04

a-bisabolol 10 8+0,9

a-bisabolol 20 82+10
a-bisabolol 40 81+09

o-bisabolol 80 7.6 11,0

a-bisabolol 160 92+£05

a-bisabolol 320 94+2

ANOVA F 636 0,3 p> 0,05

Débora Christian Fachim Nogueira
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UNICAMP RESULTADOS

4.4.3. Reversao de efeitos citoprotetores pela indometacina.

Em modelo de ulcera induzida por etanol em animais pré tratados com indometacina 5
mg/kg, ip a fracdo de a-bisabolol nas doses de 500, 250 e 100 mg/kg manteve a atividade
antiulcerogénica, inibindo o ILU em 89, 72 e 79% respectivamente. A carbenoxolona (200
mg/kg, vo) reduziu o ILU em 61%. Em animais tratados com carbenoxolona sem
administragdo prévia de indometacina a reducdo do ILU foi de 90%. Os resultados,
expressos como média + erro padrao da media do ILU, estdo demonstrados na Figura 10 e

na Tabela 11.

Tabela 11. Efeito do 6leo essencial de candeias e a-bisabolol, sobre o ILU no modelo de

ulcera induzida por alcool + indometacina.

Tratamento n Dose ILU ILU
Via oral (__Kg) X+ epm %
Controle 6 10 ml 86,6 +£9,3 100
IND + Controle 6 10 ml 113,1 £ 11, 7* 130
Carbenoxolona 6 200 mg 86 +16" 10
IND + Carbenoxolona 5 200 mg 33.44+94" 39
IND + a-bisabolol 6 500 9.5+ 1.9" 11
IND + a-bisabolol 5 250 25+4.8" 28
IND + a-bisabolol 5 100 17,8+£32™ 21

ANOVA, F (6,33) = 39,48 p< 0,001 Teste de Duncan ** p < 0,001 * p<0,01
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UNICAMP RESULTADOS

4.4.4. Atividade do 6leo essencial de candeias e fragdes sobre os grupos

SH nao protéicos na citoprotegao.

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, com administracdo prévia de NEM (10
mg/kg, ip), o 6leo essencial, a fracéo terpénica e a fragao rica em a-bisabolol (100 mg/kg, vo)
mantiveram a atividade antiulcerogénica reduzindo o ILU em 67, 51, 82% respectivamente.
Os resultados, expressos como média + erro padrao da média do ILU, estdo demostrados na

Figura 12 e Tabela 12.

Tabela 12. Atividade do 6leo essencial de candeias e fragdes sobre os grupos SH nado

protéicos na citoprotego.

Tratamento n Dose ILU Inibicdo do
Via oral (__Kg) X + epm ILU (%)
Controle 6 10 mi 119,8£21,2

OE de candeias 6 100 mg 3854 11,77 67
Terpenos 6 100 mg 61,8 £11,8% 51
a-bisabolol 6 100 mg 207 33™ 82

ANOVA F 320 = 12,36 p<0,001 Teste de Duncan **p<0,001 *p<0,01
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UNICAMP RESULTADOS

4.4.5. Influéncia do 6leo essencial de candeias e fragoes sobre a atividade

do 6xido nitrico

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, em animais pré tratados com L-NAME
(5mg/kg, ip) a fracao de a-bisabolol 1000, 500 e 250 mg/kg reduziu o ILU em 95, 90 e 90%
respectivamente. O nitroprussiato 1 mg/kg, reduziu o ILU em 60% tanto em animais pré
tratados com L-NAME quanto em animais que nao receberam o tratamento com L-NAME. Os
resultados, expressos como média + erro padrao da meédia do ILU, estdo demostrados na

Figura 13 e Tabela 13

Tabela 13. Efeito do dleo essencial de candeias, da fragao de a-bisabolol e do nitroprussiato,

em modelo de ulcera induzida por etanol em animais pré tratados com L-NAME.

Tratamento N Dose ILU ILU

Via oral (__Kg) X +epm %
Controle 6 10 ml 343+4 100
Controle+L-NAME 5 10 ml 87,815 155
Nitroprussiato 6 1 mg 33 +5,8* 40
Nitroprussiato+ L-NAME 6 1 mg a4 £5° 40

a-bisabolol+ L-NAME 6 500 mg 8.5305" 5
a-bisabolol+ L-NAME 6 250 mg 113x4" 10
a-bisabolol+ L-NAME 6 100 mg 10,5 £ 3* 10

ANOVA, F 36) = 33,2 p> 0,001 Teste de Duncan * p< 0,001
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1.2

UNICAMP RESULTADOS

4.46. Atividade do oOleo essencial de candeias e da fragdo rica em «-

bisabolol sobre a producado de muco aderido a parede gastrica.

Em modelo para quantificagdo do muco aderido a parede gastrica (MAG), o dleo essencial
de candeias (1000 mg/kg, vo) aumentou a quantidade de MAG em 93%. A carbenoxolona
(200 mg/kg,vo), utilizada como padrao, aumentou o MAG em 41%. Os resultados, expressos

como média + erro padréo da média do ILU, estdo demostrados na Figura 14 e Tabela 14

Tabela 14. Dosagem do muco aderido a parede gastrica em animais tratados com do 6leo

essencial de candeias e carbenoxolona.

Tratamento n Dose Concentragédo de muco Inibic&o do
Intraduodenal (__Kg) g/ tecido ILU (%)
Controle 7 10ml 188.4 + 32,1
Carbenoxolona 7 200 267,3 +24,8* 41
OE Candeias 7 19 3650 +56.6" 93

"ANOVA F21g) = 4,2 p> 0,001 Teste de Duncan: *p>0,01
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RESULTADOS

Em outro experimento a fragéo rica em a-bisabolol nas doses de 1000, 250 e 100 mg/kg, vo

aumentou a quantidade de MAG em 82, 88 e 24% respectivamente. A carbenoxolona (200

mg/kg, vo) utilizada como padréo, aumentou o0 MAG em 57%. Os resultados, expressos

como média + erro padréo da média do ILU, estdo demostrados na Figura 15 e Tabela 15

Tabela 15. Dosagem do muco aderido a parede gastrica em animais tratados com a fragéo

rica em a-bisabolol com carbenoxolona.

Tratamento n Dose Concentracdo de muco Inibicdo do
Intraduodenal (__Kg) g/ tecido ILU (%)
Controle ¥4 10 ml 3700+1,6
Carbenoxolona 7 200 mg 5818 +6,1* o7
a-bisabolol 6 1000mg 165.7+589" 82
a-bisabolol 6 250mg B7.0%51" 88
a-bisabolol 7 100 mg 4590+ 28" 24

ANOVA, F428 =7,2 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001

Débora Christian Fachim Nogueira
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PISCUSSAQ

5. Discussdo

A ulcera péptica geraimente é consequéncia de um desequilibrio entre a
produgdo de acido cloridrico e os fatores responsaveis pela citoprotegéo da
mucosa gastrica. Portanto, qualquer fator capaz de aumentar a velocidade de
producéo de suco gastrico efou bloguear os mecanismos protetores normais da
mucosa gaslrica podem causar tesdes ulcerativas, No passado, a Ulcera péptica
era atribuida principalmente a ingestdo de alimentos irritantes, porém, sabe-se
atuaimente que nenhum alimento é capaz de ser mais irritante para a mucosa
géastrica do que o &cido cloridrico & a pepsina contidos no suco gastrico. Todavia,
algumas substancias freqlientemente ingeridas, como o etanol e antiinfimatorios
n&o esteroidais podem provocar lesfes graves da mucosa gastrica. { Guyton,

1996).

Nos diversos modelos experimentais utilizados para o estudo de drogas
antivicerogénicas em ratos, varios mecanismos podem estar associados &

ulceracdo e outros a danos da mucosa géstrica (Parmar and Ghosh, 1981).

As lesbes da mucosa gastrica do rato induzidas por elanol absolute, s3o

conseqiéncia de uma agho direta do mesmo. O contato desta substancia com a
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mucosa gastrica, causa necrose e alteracdes no epitélio, endotélic e células
enterocromafing, resultandc na liberacéc de mediadores vasoalives, como a
histamina, com conseqguente vasodilatacdo e transudacao do plasma. A dilatacdo
das arteriolas e artérias promove hiperemia congestiva, edema e hamorragia
{Oates and Hakkinen, 1988). Os resultados obtidos com o Glec essencial de
candeias neste modelo, demonstraram reducéo das lesdes induzidas por etanol
absoluto. A carbenoxolona, droga de agdo citoprotetora utilizada como padrao,
inibiu a formacdo de Glceras neste modelo. Derivada do acido glicirético, a
carbenoxolona exerce seus efeitos através da estimulagdo da sintese e secregéo

de muco pela mucosa gastrica {Brunton, 1996).

As lesbes gastricas induzidas pelo etanol s8o pouco afetadas por agentes anti-
secretores como a cimetidina {antagonista do receptor H; da histamina), mas sim,
por agentes que intensificam os fatores de defesa da mucosa gastrica, assim

como ¢ misoprostol, um analogo da prostaglandina E, (Robert et al., 1979).

Véarias evidéncias sugerem que a rucosa gasirica @ capaz de sintetizar
prostaglandinas através da agdo da enzima cicloxigenase. A prostaglandina da
série E (PGE,) e a prostaciclina PGl, sdo potentes inibidores da secregdo &cida
do estdmago. Além disto, estas substancias possuem a capacidade de proteger a
mucosa do trato gastrointestinal contra fatores que causam lesdo celular e

necrose, em doses inferiores aguelas necessarias para a inibicde da secrego
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adcida (Konturek and Pawlik, 1986). Esta agdo tem sido denominada
“citoprotecdo” sendo alribuida a pelo menos trés fatores: aumento do fluxo
sanglines na muccsa gastrica, estabilizacdc da membrana lisossdmica e
estimulac&o da produgio de muco ¢ bicarbonato (Aboim et al., 1987).

O 4cido géastrico esta envolvido na formacg&o de lesdes da mucosa induzidas por
indometacing e outros antiinflamatérios nfo esteroidais, Essas drogas por
inibirem a biossintese de prostaglandinas reduzem a protegdo da mucosa gastrica
que fica exposta a acgfio do acido cloridrico (Whittle, 1981, Yamamoto et al,
1984). O dleo essencial de candeias reduziu a formagéo das lesbes ulcerativas
induzidas por indometacina. Neste modelo, as drogas que atuam por mecanismos
anti-secretbrios, como a cimetidina e por meacanismos citoprotetores, coma ©

misoprostol, apresentam atividade antivicerogénica (Robert et al,, 1979).

0 aumento da secrecio gastrica acida pode ser considerado como um importante
fator na Glcera induzida por estresse e é freglentemente denominado “fator

agrassivo” (Goa and Monk, 1987).

No modelo experimental de estresse produzido por imobilizagéo e frio, 0 dleo

sssencial de candeias, na dose de 1000 mglkg, reduziu em 72% as lesGes

uicerativas, guando comparado com ¢ grupe controle.
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DISCUSSAC
A reserpina tem side utilizada em modelos experimentais, devido a sua

capacidade de promover a liberagéo de catecolaminas pelas terminagbes
nervosas simpéticas, culminando na produgdo de lesbes ulcerativas géstricas,
simulando a Glcera por estresse. Além da atropina os blogueadores dos
receptores o-adrenérgicos, como a fentolamina, apresentam atividade
antiuicerogénica, 8o confraric daguelas que blogueiam o0s receptores §-
adrenérgicos {Gupta et al., 1874, Levine, 1971). Nesse modelo experimental o
dleo de candeias na dose de 1000 mg/kg reduziu em 46% o indice de lesdes.

Resultado semethante foi obtido pela atropina na dose de 2 mg/kg.

A andlise desses resultados indicavam que a atividade antiuicerogénica poderia
estar relacionada com a diminuicdo da secrecdo acida ou ainda, com 08
mecanismos de citoprotecdc da mucosa gasirica. No entanto esses efeifos,
produzidos pela administragdo oral do dleo de candeias, poderiam ser
consequéncia de uma agdo local inespecifica, denominada citoprotegéo
adaptativa, observada com substancias que provocam irrifacao da mucosa
géstrica e consequentemente estimulam a liberagéo de substancias endbgenas

citoprotetoras (Robert et al, 1983).

Para averiguar essa possibilidade o dlec de candeias foi novamente avaliado no
modelo de Glcera por etanol absoluto, mas administrado pelfa via subcutanea.

Nessas condicBes, o 6leo de candeias, nas doses de 250; 500 e 1000 mglkg,
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manteve a atfividade antiuicerogénica eliminando um possivel efeito local

inespecifico.

Alem da especificidade de acdo o estabelecimento de uma relagdo dose-efeito
desse Gleo era importante para a determinacdo de uma dose média para ser
ulitizada nos estudos posteriores. Surpreendentemente o dleo essencial de
candeias, no modelo de dicera induzido por stanol reduziu as lesbes ulcerativas
s dose de até 50 mg/kg. Os resultados oblidos nesse experimento indicaram a
dose de 100 mglkg para ser utilizada nos estudos para determinar 0 mecanismo

de acéo desse 6leo & de seus principios ativos.

Com a caracterizacdo dos efeitos do oleo de candeias, nestes diversos modelos
axperimentais, foi possivel iniciar ¢ processo de purificaco desse dleo com o
objetivo de identificar os principios ativos responsaveis por essa atividade, A
purificacdo, foi iniciada com a saponificacéo do dleo essencial que deu origem a
duas fracfes, uma aquosa e oulra organica. O tratamento da fracéo aquosa com
diclorometano deu origem a uma fragdo rica em acido isovalérico. Ja a fracdo
organica, foi submetida a uma destitagio fracionada dando origem a duas fragbes
{C7 & C8) o a um residuc de destilaco. Essas quatro fragtes foram testadas em

modelos de Glcera induzida por etanol e indometacina.
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No modelo de Ulcera induzida por indometacina, as fragbes C7, C8, o residuo de

destitaggo e fragdo rica em acido iso-valérico apresentaram inibicdo das lesGes

gasiricas,

Até esse momenio, os resultados obtidos com essas fragbes deixavam bem
avidente que o processo de purificagio nao tinha separado os principios ativos do
Gleo essencial. A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa, realizada pelo Laboratério de Quimica Organica e Farmacéutica do
CPOBA, mostrou que as fragdes C7, CB e o residuo de destilacdo eram todos
compostos por terpencs e o-bisabolol, justificando os resultados obtidos nos
tastes de atividade e por iss0, uma nova destilacio fracionada foi realizada. Essa
destilacBo consequiu separar & fracdo rica em terpenos daquela rica em o-
bisabolol. A fracdo, rica em acido iso-valérico foi descartada, por seu reconhecido
potencial  toxico. As andlises guantitativas dessas substancias, realizadas pela
Divisdo de Quimica Orgénica e Farmacéutica do CPQBA, revelaram que ¢ dleo
gssencial de candeias possui 87% de o-bisabolol, 2% de terpenos e 1% de acido

isovalering.

No modelo de Gleera induzida por indometacing, somente g fragdo rica em o-

bisabolol produziu inibicBo das lesbes ulcerativas. Ja a fragdo rica em terpenos

produziu aumento das lefes ulceralivas produzidas pela indometacina. No
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entanto, no modelo de ulcera induzide peio etanol, tanto a fracdo rica em terpenos

com agquela rnica em a-bisabolol reduziram as lesfes ulcerativas.

Quando avaliadas no modele de dlcera induzida por reserpina e no de estresse
por imobilizagdo e frio, tanto a fragéo rica em o-bisabolol como a fragio terpénica

reduziram o indice de ulceracao.

Os resulfados obtidos nesses modelos experimentais sugerem que os principios
ativos presentes nessas fragbes podem estar atuando através de mecanismos
citoprotetores ou ainda, por mecanismos anti-secretdrios, que diminuem &
guantidade de Acido produzido. (Black et al.,, 1972; Monk and Clissold, 1987). A
atividade da fracéo terpénica somente no modelo de ulcera por etanol sugere

diferencas no mecanismo de agdo entre as duas fracdes.

Apds o fracionamento, o trabalho foi direcionado para a possive! elucidagao do
mecanismo de ac¢do do &lec essencial de candeias e da fragdo rica em -
bisaboiol, obtida em maior quantidade. Ja os estudos com a fragdo terpénica

foram interrompidos por ndo haver quantidade suficiente.

Para avaliar a hipdtese de uma atividade envolvendo 08 mecanismos de
secrecdo acida a fragho rica em a-bisabolol fol avaliada em modelo experimental

com a mucosa isolada do estdbmago de r& Nesse modeio experimental a
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histamina ¢ o mediador final da secrecao de H+ em ras, pois 0 aumento de sua

fiberacdo para o liquido seroso, em resposta a estimulantes da secregéo gastrica,
resulta em aumento da secrecdo de acido ( Rangachan, 1975). Nesse
experimento ao corirano do observado com a histaming, a fracdo de a-bisabolol

nao alterou & secrecdo de H+ quando adicionada ao lado seroso da mucosa.

Com a excluséo da atividade sobre 0s mecanismos de secrecao acida, a atividade
do Gleo essencial de candeias e da fragdo rica em o-bisabolol foi avaiiada em
modelos envoividos com a citoprotecio. Dessa forma fol avaliada a parlicipagdo

do Oxido nitrico, das prostaglandinas e dos gurpos sulfidrila ndo proteicos.

Substancias sulfidriticas ndo protéicas possuem agdo citoprotetora por impedir a
acdo de radicais livres na mucosa gastrica, além de diminuir a permeabilidade
yascular. A glutationa reduzida, rica em radicais sulfidrila, presente na mucosa
gastrica estd envolvida na citoprotecéo, por bloguear a agdo de radicais iivres
toxicos. Drogas como a N-eliimaleimida s&o capazes de alguilar estes grupos
inibindo, dessa forma, a atividade citoprotetora da glulationa (Szabo, 1981,
Takeuchi et al., 1989; Martin et al., 1998). No modelo de dicera por etanol com
ardmais tratados com N-etiimaleimida (10 mg/kg) a fracdo de o-bisabolol manteve
sua atividade, excluindo a participacéo de grupos sulfidrita no mecanisimo  de

agao artivicerogénico.
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G oxido nitrico liberado pela acdo da pentegastrina e da colicistocining, protege a

W

mucosa estomacal de lesbes ulcerativas causadas pelo etanol. Este efeito se da
por um aumento da vasodilatacdo e conseqlente maior oferta de oxigénio e
nutrientes para as células. A vasodilatagdo também intensifica a retirada do

excesso de H' presente na mucosa (Konturek et al., 1995).

No modelo de dicera por etanotl absoluto utdizandoe animais tratados com L-NAME
{éster dimetilico de N{G)-nitro-L-arginina), inibidor da enzima NO-sintase
responsavel pela sintese de Oxido nitrico, a fracao de a-bisabolol, nas doses de
500, 250 e 100mgl/kg (vo), manteve sua atividade antivicerogénica. Esses
ragultados sugerem que a fracdo de ¢-bisabolol ndo atue através da liberacio de

Gxido nitrico.

0O muco aderido a parede gastrica atua como uma barreira mecanica que impede
a difusdo de ions H+ para células da mucosa gastrica. (Sellers et al., 1886,
Rafatullan e tal, 19890). Como ja salientado as prostagiandinas participam
ativamente da produclo desse muco. Substancias capazes de aumentar a
sintese de prostaglandinas ou diminuir sua metabolizacdo, como &
carbenoxolona, estimulam a produgdo de muco e com 1850 a citoprotegdo. Da
measma forma agonistas dos receptores das prostaglandinas, coma ¢ misoprostol,

podem aumentar a produgac do muco (Konturek et al, 1895).
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Para verificar a influénhcia do 6leo essencial na sintese de prostagiandinas, sua

atividade foi avaliada em modelo de Glcera induzida por etanol, em animais
previamente tratados com indometacina ( 5 mg/kg, ip) em dose suficiente para
nibir a sintese de prostaglandinas e potencializar as Ulceras induzidas por
alanol. (Konturek et al., 1985). Nesse experimento, a afividade antiulcerogéncia
da fracdc de o-bisabolol n&o foi alterada pelo fratamento prévio com
indometacina. £sses resultados sugerem que a alividade farmacoldgica ndo esta

envolvida com a sintese de prostaglandinas.

A quantidade de muco protetor aderido a parede gastrica ¢ intimamente
reiacianaéa com prostaglandinas. A carbenoxolona sodica, obtida a partir das
raizes e rizomas do alcaguz (Glycyrrhiza glabra) aumentam os niveis de
prostaglandings na mucosa gastrica por inibir as enzimas que promovem o
catabolismo das prostaglandinas  (15-hidroxi-PG-dehidrogenase e ABPG-
redutase). Além deste mecanismo, a carbenoxolona aumenta os niveis de AMPc
por inibicdo das fosfodiesterases da mucosa e também por inibiggo da secrecéo

de pepsina (Lewis & Hanson, 19914, Lewis & Hanson, 1861b ).
Drogas como o sucraifato ligam-se & superficie das tGiceras, protegendo até certo

ponto a mucosa gastrica de dano adicional por gcido e pepsina, ou ainda inibindo

a pepsina diretamente, além de aumentar producéo de prostagiandinas.
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Para a quantificacdo de muco protetor aderide a parede gastrica foi utilizado o
modelo de Glcera induzido por imobilizagdo € frio. Nesse experimento, o Gleo
agsencial e fracdo a-bisabolol produziu um aumento do muco aderido & parede
géstrica. Esses resultados sugerem gque 08 principios ativos do éleo essencial de
candeias, entre eles o a-bisabolol, podem atuar diretamente através da ligagao

ao receptor de prostaglandinas.

A andlise dos resultados obtidos nos permite concluir que ¢ dleo essencial de

candeias possui atividade antiulcerogénica relacionada com um aumento da

produgdo de muco protetor aderido a parede gastrica.
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6. Concluséao

A analise dos resultados nos permitiram concluir que o dlec essencial de
candeias, possui atividade antiufcerogénica, nos modelos propostos, é que 0 o-
bisabolol & provavelmente o principio ativo responsavel pela atividade
antiulcerogénica.

Podemos ainda concluir que o mecanismo de agfo antiulcerogénico esta

relacionado com aumento do muco protetor aderido parede géstrica.

Débora Christian Fachim Nogueira
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7. Summary

The species of the gender Eremanthus, are known popularly as famps and
wood lamps and found in several savannah areas. Your essential oil is very used
by the industry of cosmetics, being produced in Brazil and exported for several
couniries. For being used as cicatrizant by workers involved in your production, this
oil was selected for studies of antiulcerogenic activity. The work had beginning with
the essential oil, supplied by Purita Oils Essential Industria e Comeércio Lida,
obtained by it drags to vapor. The oil was then submitted to the classic models of
ulcer induction for verification of your possible anfiuicerogenic potential. In all the
tested models, ulcer induced for anti-inflammatory, absolute ethanol and
immobilization and cold {stresses) the essential oil of lamps presented inhibition of
the ulcerative lesions indicating antiuicerogenic activity. The essential oil of iamps
was then submitted to a purification process being obtained then: acid iso-valérico,
alpha-bisabolol, terpenos, fraction C7, C8 and residues, these three last rich in
alpha-bisabolol and terpenos as revealed the chromatografic coupled gaseous
mass especirometria. Of these fractions two (alpha-bisabolol and terpenos) they
were selected for evaluation of the activity antivlcerogenic. The same models for
screen of the activity antiulcerogenic were used. Two characteristics were
necessary so that the fractions above tested continued to be studied, that go active

in the screen model and in enough amount. Of the two fractions, the rich in alpha-
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bisabolol was chosen for the continuity of the work. The rich fraction in alpha-
bisabolol it presented effect in the ulcer models induced by alcohol and ulcer
induced by immobilization and cold. As much the rude essential oil as the rich
fraction in alpha-bisabolol presented systemic activity, characterized in the ulcer
model induced by ethanol. The activity antisecretory was studied in model camera
of Ussing where the rude essential oil and the rich fraction in alpha-bisabol didn't
present activity. In animals previously treated with histamina activity antisecretory
was not observed also. As much the rude essential oil as rich fraction in alpha-
bisabolol were evaluated in models that involve citoprotection factors, and the
results discarded the participation of sulfydril groups, NO, and prostaglandins. An
increase in the production of stuck protecting mucus in the gastric wall was
observed. The results suggest the composition alpha-bisabolol it is the possible
responsible for the activity antiulcerogenic of the essential oil of lamps and this
activity is it can be directly in receivers of prostagiandins of the type E1, or similar

to substances as sucraifato and subcitrato of colicidal bismuth.
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