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RESUMO

O género Hyptis Jacq. (Lamiaceae) compreende cerca de 350 espécies e exibe grande
diversidade morfologica no Cerrado brasileiro. As espécies sdo aromdticas e
frequentemente utilizadas para o tratamento de infeccdes gastrintestinais, cdlicas, dor,
doencas de pele, rinofaringite, congestdo nasal e febre. Hyptis spicigera Lam., uma erva
daninha nativa do Brasil e tipica do Cerrado, é também conhecida como catirina, hortela,
fazendeiro, cheirosa, cheirosa-de-espiga ou buchinha-do-cerrado. E fortemente aromdtica e
diferencia-se das demais espécies de Hyptis pela forma da sua inflorescéncia. Seu 6leo
essencial € utilizado para tratar dores musculares, pancadas, luxacdes e problemas
digestivos. O objetivo deste trabalho, baseado no uso popular da espécie, foi avaliar o
potencial antiulcerogénico do 6leo essencial comercial de Hyptis spicigera (OEH), bem
como seus possiveis mecanismos de a¢do envolvidos. A andlise de cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CG-EM) do OEH indicou a presenca de trés monoterpenos
majoritarios: a-pineno (50,8%), cineol (20,3%) e B-pineno (18,3%). Foram realizados
diferentes modelos experimentais de ulcera géistrica; com base em suas respectivas
especificagdes foram incluidos dois grupos controle, um positivo (lansoprazol,
carbenoxolona ou cimetidina) e um negativo (veiculo — Tween 80, 12%, 10 mL/Kg). Apds
cada experimento, ratos Unib: WH foram sacrificados, seus estbmagos removidos e abertos
na regido de maior curvatura e fotografados para quantificacdo da area de les@o ulcerativa
por meio do programa AVSoft. OEH, na dose de 100 mg/Kg (v.o.), apresentou atividade
antiulcerogénica contra lesdes géstricas induzidas por etanol absoluto (97%) e DAINE
(84%). Para avaliar os mecanismos de acdo envolvidos na atividade aniulcerogénica de

OEH atividades antisecretoria, citoprotetora e antioxidante foram analisadas. O modelo de
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ulcera gastrica induzida por dcido acético e andlises de western blotting (COX-2 e EGF)
foram também utilizados para avaliar a capacidade cicatrizante de OEH. Esse o6leo
essencial ndo interfere na secrecdo 4dcida na mucosa géstrica; além disso, sua gastroprotecio
ndo depende de NO nem de compostos com G-SH. A atividade gastroprotetora de OEH
ocorre devido ao aumento na producdo de muco (28%) induzido pelos niveis géstricos de
PGE,, OEH demonstrou também potente capacidade de cicatrizagdo, com 87% de redugao
da drea de lesdo ulcerativa, devido ao aumento na expressdo de COX-2 (75%) e EGF
(115%) na mucosa géstrica. Existem evidéncias de que ERO participam na etiologia de
ulcera géstrica e muitos Oleos essenciais foram recentemente qualificados como
antioxidantes naturais. A capacidade do OEH de reduzir ou prevenir estresse oxidativo foi
avaliada in vitro e in vivo, na mucosa géstrica de ratos Unib: WH submetidos a ulcera
induzida por etanol absoluto. OEH apresentou atividade antioxidante, via transferéncia de
H", relacionado ao sequestro de radicais peroxil. Nenhum sinal de toxicidade foi observado

nesse estudo, considerando os pardmetros analisados.
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ABSTRACT

Hyptis Jacq. (Lamiaceae), with almost 350 species, exhibits large morphological diversity
in the Brazilian Cerrado region. Its species are quite aromatic and recommended in folk
medicine for the treatment of many gastrointestinal infections, colic, pain, skin diseases,
rynopharingites, nasal congestion and fever. Hyptis spicigera Lam., a native wild shrub of
Brazil widely distributed throughout the Cerrado, is also known as “catirina”, “hortela”,
“fazendeiro”, “cheirosa”, “cheirosa de espiga” or “buchinha-do-cerrado™. It is strongly
aromatic and the difference related to other Hyptis concerns its inflorescence form. The
essential oil extracted from this plant is employed to treat muscular pain, punch, luxation
and gastric disorders. Based on the popular indications of this plant for the treatment of
gastrointestinal disturbances, the present work aimed on evaluating the antiulcerogenic
potential of the commercial essential oil of Hyptis spicigera (OEH), as well as its possible
mechanisms of action. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of OEH
indicated three monoterpenes as major compounds: alpha-pinene (50,8%), cineole (20,3%)
and beta-pinene (18,3%). Based on their respective specifications, the groups under each
experimental model included positive (lansoprazole, carbenoxolone, or cimetidine) and
negative (vehicle-Tween 80 at 12%, 10mL/Kg) controls. After each experiment, Unib: WH
rats were killed; the stomachs were opened along the greater curvature and scanned. So
that, the ulcerative lesion area could be counted, aided by the AVSoft program. OEH, at the
dose of 100 mg/Kg (p.o.), provided effective gastroprotection against lesions induced by
absolute ethanol (97%) and NSAID (84%). To elucidate the mechanisms of action involved
in the OEH antiulcerogenic activity, the antisecretory, citoprotective and antioxidant

actions were evaluated. The acetic acid-induced gastric ulcer model and western blotting
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assay (COX-2 and EGF) were also used to evaluate the OEH healing capacity. OEH does
not interfere with H* secretion in gastric mucosa and its gastric protection does not depend
on nitric oxide (NO) and sulthydryl compounds (SH). The gastroprotective action of OEH
occurs due to an increase in the gastric mucus production (28%) induced by PGE, levels.
Furthermore, OEH demonstrated a great healing capacity with 87% of reduction in the
ulcerative lesion area. It accelerated the healing of acetic acid-induced gastric lesions due to
an increase in COX-2 (75%) and EGF (115%) expression in gastric mucosa. There are
evidences concerning the participation of ROS in the etiology of gastric ulcer and many
essential oils were recently described as natural antioxidants. The role of the essential oil in
reducing or preventing the oxidative stress was evaluated in vitro and in vivo, on Unib:WH
rat gastric mucosa submitted to absolute ethanol-induced (p.o) gastric ulcer model. OEH
presented antioxidant activity, by transferring ions H, related to peroxil radical scavenging.

No sign of toxicity was observed in this study, considering the analyzed parameters.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes iniciais

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades € uma tradicio milenar
transmitida ao longo de geracdes, e estd baseada no conhecimento empirico acumulado. O
uso popular de plantas para fins terapéuticos, por sua vez, se configura como uma das bases
para investigar e identificar moléculas com atividade farmacoldgica, visando desenvolver
novos medicamentos. Dessa forma, a diversidade de moléculas sintetizadas no metabolismo
secundério dos vegetais possibilita tanto a descoberta de novos compostos quimicos quanto
de novos modelos para a sintese quimica de moléculas para o tratamento de diversas
enfermidades. Dentre os alvos da pesquisa de novas substincias terapéuticas de origem

vegetal estd a tlcera péptica (Gurib-Fakim, 2006; Simdes et al., 2004).

7z

A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e apresenta um cardter
multidisciplinar. Nessas pesquisas, a experiéncia adquirida pelo Laboratério de Produtos
Naturais indica a necessidade de um trabalho conjunto de uma equipe para identificar a
espécie e determinar as substincias ativas, além de profissionais que executem ensaios

farmacoldgicos (Souza Brito, 1996; Souza Brito & Nunes, 1997).

1.2. Ulcera péptica

As tlceras gastricas e duodenais (ulceras pépticas) afetam cerca de 10% da
populacdo mundial. A incidéncia dessa enfermidade no mundo € estimada em 1500 a 3000
casos por 100000 habitantes por ano. No Brasil, apesar de ser uma doenca frequente, ndo se
conhece precisamente sua real incidéncia. Nas diferentes estatisticas, a incidéncia de ulcera

péptica no Brasil varia de 1 a 20%, devido a variagdo das populacOes estudadas e a



diferencas na coleta dos dados e nos critérios de diagnéstico (Berstad & Berstad, 1993;
d’Accampora et al., 2008; Castro et al., 2009).

A tlcera péptica foi por muito tempo uma importante causa de morbimortalidade
(Chan & Leung, 2002); consiste em lesdes profundas, no estbmago ou duodeno, que se
estendem através da mucosa e penetram a camada muscular (Leong & Chan, 2004 apud
Leong, 2009). Essas lesdes podem surgir quando ocorre sobreposi¢do de agentes agressores
(acido cloridrico e pepsina) frente a mucosa ou quando os mecanismos de defesa da mucosa
tornam-se deficientes (Brzozowski, 2003; Laine et al., 2008). O desequilibrio entre fatores
agressores e protetores da mucosa gastrica estd relacionado a diversos fatores exdgenos
como estresse, uso de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (DAINE), tabagismo,

consumo de élcool e infeccdo por Helicobacter pylori (Tarnawski, 2005; Yuan et al., 2000).

A infeccdo por H. pylori € apontada como o principal fator etioldgico da ulcera
gdstrica, com 75% dos casos associados a presenga dessa bactéria. A erradicacdo de H.
pylori € eficiente na reducdo das taxas de recidiva de ulceras (Napolitano, 2009). O
segundo maior fator etioldgico da tlcera gastrica € a utilizagdo de DAINE. Estima-se que
usudrios cronicos de DAINE tem risco de desenvolver ulcera gastrica 46 vezes maior que a
média da populagdo e a prevaléncia de ulcera géstrica nesse grupo € de 9 a 13% (Castro et

al., 2009).

Além dos dois fatores citados, outros podem estar relacionados a etiologia da dlcera
como doenca de Chron, hipercalcemias, linfomas, mastocitose sistémica, hiperfuncdo de
células G, infeccao por Helicobacter heilmannii, citomegalovirus ou herpes do tipo I. Para
uma pequena parcela de individuos com ulcera géstrica ndo se identifica a causa etioldgica

da doenca; sdo os casos de ulceras idiopdticas (Castro et al., 2009). Chow & Sung (2007)



relatam que a prevaléncia de tlceras idiopaticas tem aumentado na tultima década; na
América do Norte, 20 a 40% dos casos de tlceras gastricas ndo estdo associados a infec¢ao

por H. pylori ou ao uso cronico de DAINE.

Yuan et al. (2006) relatam que recentes avancos no conhecimento € no tratamento
de dtlceras pépticas reduziram a incidéncia dessa doenca. Entretanto, existem alguns
problemas a serem resolvidos como tratar ulceras quando ha falhas na erradiagdo de H.
pylori, prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidéncia de ulceras em usudrios de

DAINE e tratar ulceras ndo relacionadas a infec¢do por H. pylori ou ao uso de DAINE.

1.3. Fatores protetores da mucosa gastrica

A integridade da mucosa géstrica envolve diversos fatores como secre¢ao de muco e
bicarbonato (barreira protetora a acdo do 4cido no limen do estdmago), organizacdo do
epitélio e sua adequada reconstitui¢do, fluxo sanguineo, sistema antioxidante, sintese de
prostaglandinas e 6xido nitrico (McCord & Fridovich, 1969; Garner et al., 1979; Whittle et
al., 1981; Whittle et al., 1990). Os principais fatores de protecdo da mucosa géstrica sdo

ilustrados na Figura 1 e descritos a seguir.
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Figura 1: Principais mecanismos de defesa da mucosa gastrica. Adaptado de Laine et al.,

2008.

1.3.1. Camada de muco e bicarbonato

O epitélio géstrico € recoberto por uma camada continua de muco e bicarbonato.
Ambos consistem na primeira linha de defesa da mucosa géstrica, com capacidade de
lubrificar e protegé-la de forcas mecanicas da digestdo, além de favorecerem a difusao e
neutraliza¢do do dcido luminal contra a autodigestdao causada pelo 4cido e pepsina (Allen &

Flemstrom, 2005; Laine et al., 2008).



O muco, formado por glicoproteinas mucinas (5%) e dgua (95%), secretado pelas
células superficiais do epitélio gdstrico, tem sua producdo estimulada por hormonios
gastrointestinais (gastrina e secretina), agentes colinérgicos e prostaglandinas (Laine et al.,
2008). A camada de muco também protege as células epiteliais de danos provocados por
radicais livres; essa ac@o antioxidante do muco estd relacionada as suas glicoproteinas que
podem sequestrar radical hidroxila ("OH) e peréxido de hidrogénio (H,O,) (Cross et al.,
1984; Garner et al., 1984; Repetto & Llesuy, 2002).

O bicarbonato secretado pelas células epiteliais superficiais € retido pelo muco,
criando um gradiente de pH entre o limem e o epitélio gistrico, mantendo pH neutro na
superficie das células epiteliais, além de impedir o contato da pepsina com o epitélio do
estdmago devido a presenca de fosfolipideos hidrofébicos (Garner et al., 1984; Laine et al.,

2008).

1.3.2. Prostaglandinas (PG)

A hidrdlise de fosfolipidios de membrana mediada pela fosfolipase A, libera no
citoplasma o 4cido araquidonico, a partir do qual as PG sdo sintetizadas pela acdo das
ciclooxigenases (COX). Os prostanoides derivados do acido araquidonico sdo denominados
de série 2, sendo eles a prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina D, (PGD,), prostaciclina
(PGL,), prostaglandina F, (PGF,,) e tromboxano A, (TXA;) (Dey et al., 2006). Existem
duas isoformas conhecidas de COX: a) COX-1, constitutiva, que € relacionada a sintese
fisiologica de prostaglandina; b) COX-2, induzida, que aumenta a sintese de prostanoides
na inflamacdo e em vdrias doencas (Chandrasekharan et al., 2002; Gudis & Sakamoto,

2005).



A PGE; do estdbmago estimula a produ¢ao de muco e bicarbonato, reduz a secrecao
dcida, regula o fluxo sanguineo, estimula a renovacdo epitelial, além de inibir a expressdo
de TNF-a, contribuindo para a integridade da mucosa (Brzozowski et al., 2005).

DAINE inibem, de forma ndo seletiva, as enzimas COX e, consequentemente, a
sintese de PG. O uso frequente de DAINE est4 relacionado ao desenvolvimento de gastrite
e ulcera géastrica, fato que evidencia a importincia das PG para a manutengdo da

integridade da mucosa géstrica (Vonkeman & van de Laar, 2010).

1.3.3. Reconstituicdo do epitélio gdstrico

O epitélio gastrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias. As células
superficiais do epitélio do estdbmago sdo responsaveis pela secre¢do de muco, bicarbonato e
fosfolipideos, que formam uma importante barreira contra a difusdo do 4cido e da pepsina
(Laine et al., 2008). Considerando a importancia da superficie epitelial para prevengdo de
lesdes no estdmago, um balanco adequado entre perda e renovacdo celular torna-se
fundamental para manter a integridade da mucosa gastrica. Aumento na degradacdo ou
reducdo na proliferagdo de células epiteliais estd associado a danos na mucosa (Konturek,
1985).

Histologicamente, a tlcera consiste de duas caracteristicas principais: margem da
ulcera (componente epitelial, formado pela mucosa adjacente ndao necrética) e tecido de
granulacdo (componente de tecido conectivo). Este ultimo desenvolve-se entre 48 a 72
horas apds a formacgdo da ulcera; consiste de fibroblastos, macréfagos e de microvasos
resultantes da proliferacao de células endoteliais (Tarnawski, 2005).

O termo “reconstituicdo” refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa, que

envolve migracdo rdpida de células cicatrizantes aos locais lesionados, na base da



membrana desprotegida (Paimela et al., 1995). Um esquema representativo do processo de

cicatrizacdo da tlcera géstrica pode ser visualizado na Figura 2.

Cicatrizacdo de Ulcera Gastrica
Margem da ulcera

Re-epitelizagao

Migracao,

proliferacdo

e formacéao
Formacao tubular; de capilares

Tecido de granulaca
A o

migracao e reconstituicao
glandular

Figura 2: Esquema representativo da cicatrizacdo da dulcera gdastrica. Adaptado de

Tarnawski, 2005.

A tlcera € reparada através de crescimento e formacdo de glandulas gastricas,
proliferagdo e migracdo celular garantidas por células progenitoras localizadas na base das
glandulas géstricas, crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese), reinervacao da
mucosa por nervos intrinsecos e extrinsecos, além de deposicdo de matriz extracelular.
Todos esses eventos conduzem a cicatrizagdao da ulcera, sendo controlados por fatores de
crescimento, fatores de transcricao e citocinas como fator de crescimento epitelial vascular

(VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento fibroblastico bésico
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(bFGF), fator de crescimento de hepatdcito (HGF), ciclooxigenase-2 (COX-2), entre outros,
de forma espacial e temporalmente sincronizada (Milani & Calabro, 2001; Wallace & Ma,
2001; Tarnawski, 2005; Laine et al., 2008). De modo geral, os fatores de crescimento
promovem proliferacdo e migracdo de células epiteliais para a cratera da ulcera, levando a
re-epitelizacdo dessa cratera e maturacdo das glandulas. EGF, seu receptor e a COX-2 sdo

fundamentais nesses processos (Tarnawski et al., 2001; Tarnawski, 2005).

1.3.4. Fluxo sanguineo

A microcirculacdo € outro fator importante na manutencdo da integridade da
mucosa gastrica, sendo a redu¢do do fluxo sanguineo um agente facilitador do
desenvolvimento de tdlceras (Konturek, 1985; Laine et al., 2008). O contato da mucosa com
agentes irritantes resulta no aumento do fluxo sanguineo na mucosa, enquanto condi¢des de
redu¢do da microcirculagdo na mucosa, como choque hemorrigico, microtrombos e agentes
vasoconstrictores, aumentam a formacao de lesdes no estdmago (Konturek, 1985). Menguy
e colaboradores (1974) relatam que a inducdo de choque hemorrdgico em ratos resulta em
reducdo dos niveis de ATP, concomitantemente ao surgimento de necrose celular e erosoes.

O fluxo sanguineo ¢ modulado pelo sistema nervoso e por mediadores, como 6xido
nitrico (NO), bradicinina e PG; tal fluxo fornece a mucosa géstrica nutrientes, oxigénio,
hormoénios e fatores responsdveis pela rdpida reconstituicdo do epitélio, pela secrecdo de
muco e bicarbonato, além de permitir remocdo de agentes lesivos e excesso de protons
(Kawano & Tsuji, 2000; Wallace & Ma, 2001). Assim, a microcirculagdo gdstrica regula a
capacidade do estdmago de reagir a agentes lesivos e a redu¢do do fluxo sanguineo torna a
mucosa géstrica vulneravel (Abdel-Salam et al., 2001), o que favorece formacao das lesoes

causadas por estresse, etanol e DAINE (Kawano & Tsuji, 2000).



1.3.5. Oxido nitrico (NO)

O NO ¢é um mediador envolvido tanto na inflamagdo e ocorréncia de danos ao
tecido, quanto na protecdo frente a udlcera gdstrica e na manutencdo de determinadas
fungoes fisioldgicas. Possui acdo protetora na mucosa géstrica por regular a homeostase da
microcirculagdo e atuar na cicatrizagdo, além de ser uma molécula capaz de inibir
infiltracdo de neutréfilos, diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo e algumas
citocinas (Elliot & Wallace, 1998; Wallace & Ma, 2001; Tatemichi er al., 2003).
Entretanto, em altas concentragdes, NO pode inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas
dependentes de grupamentos sulfidrila, além de formar peroxinitrito (ONOQ") apds reagir
com anion superdxido (0O,") e contribuir com o estresse oxidativo (Cho, 2001). A enzima
oxido nitrico sintase (NOS), a qual produz NO a partir da L-arginina, possui diferentes
isoformas, que podem ser do tipo constitutivo (endotelial — eNOS e neuronal — nNOS) ou
induzido (INOS). A acdo citotoxica do NO esta principalmente relacionada a atividade da
INOS que, ao ser estimulada, produz NO por longos periodos de tempo, em grande

quantidade, favorecendo a formacdo de ONOQO™ (Naito et al., 1998; Cho, 2001; Wallace &

Ma, 2001).

1.3.6. Sistema antioxidante

Atomos e moléculas que possuem nidmero impar de elétrons (elétrons
desemparelhados) em sua orbita externa sdo denominados radicais livres e possuem grande
instabilidade e reatividade. Em meios bioldgicos, os principais radicais livres sdo formados
a partir do metabolismo do oxigénio molecular (O,), como o anion superéxido (0,"),
radicais hidroxila ("OH), peroxil (ROO®) e alcoxila (RO®) (Cheeseman, 1993; de Zwart et

al., 1999; Naito & Yoshikawa, 2002).



Radicais peroxil sdo formados durante a decomposicao de peréxidos organicos e
reacOes de carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidacdo lipidica. A peroxidacio
lipidica é causada pelo ataque de uma espécie reativa (geralmente “OH), que subtrai um
atomo de hidrogénio (H®) de um grupo metileno alilico, normalmente de um 4cido graxo
poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono, e caracterizando a etapa
de iniciacdo. Este radical é usualmente estabilizado por rearranjo molecular, formando um
dieno conjugado. Sob condi¢des aerdbicas, o carbono radicalar do dieno conjugado reage
com O; (que € uma molécula hidrofébica e, portanto, se concentra no interior das
membranas) e forma o radical peroxil. Este radical peroxil é capaz de subtrair H* de
moléculas de lipideos adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage com O,
e forma outro radical peroxil e assim sucessivamente, caracterizando a rea¢do em cadeia da
etapa de propagacdo da peroxidacgao lipidica (Vasconcelos et al., 2007).

A partir de O, também sdo geradas outras moléculas ndo radicalares, como o
peréxido de hidrogénio (H,0,) e o oxigénio singlet (‘0,), mas que participam da liberacio
de radicais livres. Assim, O,", *OH, H,O, e ]Oz sdo denominados, em conjunto, espécies
reativas do oxigénio (ERO) (Cheeseman, 1993; de Zwart et al., 1999; Naito & Yoshikawa,
2002).

Por sua alta reatividade, ERO podem oxidar moléculas bioldgicas (lipideos,
proteinas, carboidratos e dacidos nucléicos) causando danos aos tecidos e levando a
enfermidades. Em condi¢Oes fisiologicas, os prejuizos relacionados a geragdao de ERO sdo
evitados ou minimizados através de um complexo sistema antioxidante, envolvendo
agentes enzimaticos e ndo enzimaticos. Quando a formagdo de ERO excede a capacidade

antioxidante do organismo tem-se estresse oxidativo, um estado que propicia diversas
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alteracdes em macromoléculas e danos celulares, com aumento da peroxidacao lipidica e da
carbonilagdo de proteinas, redu¢do dos niveis de grupamentos sulfidrila e indugdo de
apoptose e estd relacionado a diversas doengas, inclusive tlcera e inflamagao
gastrointestinal (Halliwell & Gutteridge, 1990; Das & Banerjee, 1993; Yoshida et al., 1995;
Naito & Yoshikawa, 2002; Barreiros et al., 2006).

ERO podem ser formadas na cadeia de transporte de elétrons, que ocorre na
membrana mitocondrial interna, durante a sintese de ATP. Depois de atravessarem a cadeia
de transporte, quatro elétrons doados por NADH + H* ou FADH, sdo transferidos pela
citocromo oxidase ao O,, formando dgua. A transferéncia monovalente de elétrons pode
resultar em redugdo incompleta do oxigénio e gerar O," (Naito & Yoshikawa, 2002;
Barreiros et al., 20006).

A dismutagdo de O," produz H,O,, que nio apresenta grande reatividade, mas pode
dar origem a *OH, o radical mais deletério ao organismo, através de rea¢gdes com metais de
transicdo como Fe** ou Cu* (Blake et al., 1987; Lazar et al., 1989; Naito & Yoshikawa,
2002; Barreiros et al., 20006).

Outra fonte de producdo de radicais livres em meios biolégicos é o processo
inflamatério onde O, é reduzido a O,", por meio da enzima NADPH oxidase presente na
membrana plasmatica de células fagocitarias (Grisham & Hernandez, 1986). O anion
superdxido € convertido a peroxido de hidrogénio, que pode originar dcido hipocloroso ou

hipoclorito na presenca de CI, em reacdo catalisada pela mieloperoxidase (Grisham &

Hernandez, 1986; Fialkow et al., 2007).

Além de causar oxidacdo de moléculas bioldgicas, ERO sdo capazes de modular

vias de sinaliza¢do intracelular ou agir como substancias pardcrinas, através da ativacao de
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citocinas, angiotensina e fatores de crescimento. Também sdo apontadas como fatores
reguladores da resposta inflamatéria modulando eventos como fagocitose, secre¢do de
citocinas, expressdo génica e apoptose, principalmente relacionados a funcao de neutréfilos
(Ganguly et al., 2006; Fialkow et al., 2007). Dentre os elementos ativados por ERO estd o
fator nuclear de transcricio kB (NFxB), que regula a expressao de diversos genes
importantes para o processo inflamatério (Halliwell & Gutteridge, 2007). NFkB regula a
expressdo de vdrias citocinas como interleucinas, da quimiocina proteina inflamatéria de
macréofagos 2 (MIP-2) e das enzimas iINOS e COX-2, além de outros mediadores
inflamatérios como moléculas de adesao (Conner & Grisham, 1996; Fialkow et al., 2007).
NF«B ¢ ativado em situacdes de estresse (mecanico, oxidativo e aqueles produzidos
por choque e infecgdes), em resposta a estimulos como citocinas (IL-1, TNFa) ou outras
substancias como H,0O,, lipopolissacarideos, niquel e cobalto (Das & Maulik, 2004;
Fialkow et al., 2007; Halliwell & Gutteridge, 2007). A ativacdo de NFkB ¢ observada em
varias doencas, desde gastrite até artrite reumatdide. Lee e colaboradores (2005)
observaram aumento na ativacdo de NFxB em modelo experimental de tulcera gastrica
induzida por etanol absoluto. O estresse oxidativo associado a resposta inflamatoria, com
ativacdo de NFkB e libera¢do de citocinas, ¢ observado em casos de gastrite e ulcera
géstricas causados por H. pylori (Naito & Yoshikawa, 2002; Halliwell & Gutteridge, 2007).
O organismo possui agentes antioxidantes ndo-enzimaticos como as vitaminas A, E,
C e a provitamina A (pB-caroteno), glutationa (GSH), a-tocoferol, transferrina, compostos
com grupamento sulfidrila (G-SH) e quelantes como EDTA; possui também agentes
antioxidantes enzimdticos como as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Esses agentes fazem parte do

sistema antioxidante, um mecanismo de defesa do organismo que impede os danos
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causados por ERO. (Szelenyi & Brune, 1988; Konturek et al., 1990; Das et al., 1997,

Halliwell, 1997).

Os compostos com G-SH sdo agentes antioxidantes ndo-enziméticos que se ligam as
ERO impedindo sua acdo nociva sobre a mucosa géstrica (Avilla et al., 1996). O papel
gastroprotetor dos G-SH enddgenos, presentes no muco géstrico, ja foi demonstrado em
diversos modelos de induc¢do de tlcera (etanol, DAINE e estresse), nos quais ocorre
deplecao desses compostos (Hernandez-Munoz et al., 2000; Bayir et al., 2006). O pré-
tratamento com bloqueadores de G-SH, como o N-etilmaleimida (NEM), demonstrou
potencializar significativamente a inducdo de ulceras gastricas (Hiraishi er al., 1994),
enquanto que aumentos significativos desses grupamentos promovem gastroprotecao
(Sener-Muratoglu et al., 2001). Os G-SH s3o também importantes na producdo e
manutencdo do muco géstrico. As subunidades glicoprotéicas deste ultimo sio unidas entre
si por pontes dissulfeto, as quais uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossolavel (Salim,
1992; Avilla et al., 1996).

Dentre os agentes antioxidantes enzimaticos, a enzima SOD catalisa a dismutagdo
do O," e tem como co-fatores cobre e zinco, no caso das isoformas citoplasmatica
(CuZnSOD) e extracelular (ECSOD), ou manganés, no caso da enzima mitocondrial
(MnSOD). CAT degrada o H,O,, requerendo ferro como co-fator, enquanto a GPx, cujo co-
fator € o selénio, facilita a “varredura” de radicais livres, associada a oxidagdo de glutationa
(GSH). A glutationa oxidada (GSSG) ¢ reduzida pela enzima GR (Conner & Grisham,
1996; Halliwell, 1997; Havsteen, 2002; Imai & Nakagawa, 2003; Baker, 2004; Koch et al.,
2004; Rukkumani et al., 2004). Um esquema das reacdes catalizadas pelas enzimas do

sistema antioxidante € apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquemadtica da acdo de enzimas antioxidantes. Adaptado de

Kwiecien et al., 2002.

1.4. Modelos experimentais de tlcera gastrica

Devido ao cardter multifatorial da ulcera géstrica, existem diversos modelos
experimentais para indugdo de lesdes na mucosa gastrica, a partir de diferentes agentes,
como etanol absoluto, DAINE, acido acético, entre outros.

Na ulcera gastrica induzida por etanol ha formacao de edema no tecido, hemorragia
sub-epitelial, esfoliacdo celular, redu¢do de muco aderido ao epitélio, infiltracdo de células
inflamatdérias, e consequente liberagdo de substincias vasoativas, aumento da
permeabilidade da mucosa e geracdo de ERO (Szabo et al., 1985; Hiraishi et al., 1999;
Kountouras et al., 2001; Lee et al., 2005). Tratamento com inibidores de bomba protdnica,

como o lansoprazol (Fukuda et al., 1995), ou com antagonistas de receptores histaminicos,
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como a cimetidina (Morimoto et al., 1991), ou com antioxidantes, como a rutina, uma
flavona natural (La Casa et al., 2000), é capaz de proteger a mucosa géstrica contra danos
induzidos por etanol.

Na dlcera géstrica induzida por DAINE, o principal mecanismo ulcerogénico
envolvido € a inibicdo da sintese de prostaglandinas como consequéncia da inibi¢do das
enzimas COX. Além disso, DAINE provocam danos ao endotélio vascular, reducdo do
fluxo sanguineo, formacdo de micro-trombos obstrutivos e ativacdo de neutréfilos (Guth,
1992, Laine et al., 2008). Diversos trabalhos reportam que o tratamento com cimetidina
inibe lesdes gastricas induzidas por DAINE (Hiruma-Lima et al.,, 1999; Brzozowski et al.,
2005; Paula et al., 2006).

O modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético € o que mais se assemelha a
ulcera em humanos, tanto no aspecto patologico quanto nos mecanismos de cicatrizagao.
Através desse modelo é possivel avaliar o processo de cicatrizagdo da tlcera (Okabe &

Amagase, 2005).

1.5. Tratamento de dlcera gastrica

O tratamento de tlcera géstrica consistiu, por muito tempo, em procedimento
cirirgico, com altas taxas de morbimortalidade. Na década de 70, surgiu a terapia baseada
na reducdo da secrecdo dcida, com uso de inibidores de receptores histaminicos (H;) como
a cimetidina: a utilizacdo desses inibidores reduziu bastante a terapia invasiva de ulceras
pépticas (Gustavsson & Nyren, 1989). Na década de 1980, o surgimento de inibidores de
bomba protdnica (PPI), como o lansoprazol, permitiu aumento dos indices de cicatrizagdo

de ulceras gastricas (Yuan et al., 2006).
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A associacdo de H. pylori (denominada, na época, Campylobacter pylori) com 0o
surgimento de udlceras géstricas, fato que revolucionou a terapéutica dessa enfermidade também
ocorreu na década de 1980 (Marshall & Warren, 1984; Chan & Leung, 2002). Assim, o
tratamento de primeira linha em casos de dlcera géastrica com presenca de H. pylori consiste,
atualmente, na administracio de inibidores de bomba protonica ou de receptores
histaminérgicos, associados a antibiéticos (Chan & Leung, 2002; Suzuki et al., 2010).

Entretanto, existem algumas limitagdes na atual terapéutica como reincidéncia de tlceras
em usudrios de DAINE ou baixa eficicia em ulceras ndo associadas a H. pylori ou DAINE
(Yuan et al., 2006), o que torna necessdrio investigar novas substincias para o tratamento de
ulcera.

1.6. Plantas medicinais

Plantas sdo utilizadas na medicina popular, hd milhares de anos, no tratamento das
mais diversas enfermidades. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da
populacdo mundial faz uso de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em
desenvolvimento (Gurib-Fakim, 2006). O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas
€, em muitos casos, 0 Unico recurso terapéutico disponivel as populacdes rurais desses
paises, tais como o Brasil (Agra et al., 2008; Veiga-Junior, 2008). Nestas localidades, em
geral, ndo existem farmécias comerciais e o suprimento de medicamentos do Sistema Unico
de Satde (SUS) € irregular e, portanto, conhecimento e utiliza¢io de plantas medicinais sao
de grande valor para essas populagdes (de Jesus et al., 2009).

A fitoterapia, baseada em observacdes empiricas acumuladas e transmitidas ao
longo das geragdes, permite utilizar o conhecimento popular sobre o uso terapéutico de
plantas como base para extracdo, estudo, isolamento e purificagdo de compostos com agao

farmacoldgica. Plantas sdo fontes de diversos farmacos utilizados clinicamente: um quarto
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dos medicamentos € de origem vegetal ou contém substincias sintetizadas a partir de
estruturas encontradas em plantas (Gurib-Fakim, 2006). A investigacdo farmacoldgica de
espécies vegetais oferece grandes avangos no tratamento de vdrias doencas, além de
ferramentas para o estudo de fisiologia e farmacologia (Dohadwalla, 1985).

Apesar do atual avanco tecnoldgico para o desenvolvimento de novas drogas,
produtos naturais provenientes de plantas ou outras fontes bioldgicas permanecem como
fonte infindavel de novos farmacos (Schmidt et al., 2008; Saklani & Kutty, 2008). Li &
Vederas (2009) consideram essas novas tecnologias como forma de acelerar o
desenvolvimento de drogas obtidas de fontes naturais. Nas ultimas décadas, aumentaram as
pesquisas para obten¢do de novas drogas antitlceras de fontes naturais (Souza Brito et al.,
1997; de Sousa Falcdo et al., 2008; Mota et al. 2009). Uma das mais novas drogas utilizada
como ferramenta farmacoldgica, a carbenoloxona, é derivada do &4cido glicirretinico,
extraido de Glycyrrhiza glabra ou alcacuz (Barrowman & Pfeiffer, 1982 apud
Barbastefano, 2007; Asl & Hosseinzadeh, 2008).

O Brasil € um dos paises mais ricos do mundo em megadiversidade, o que
representa um vasto potencial de medicamentos a serem descobertos a partir de produtos
naturais - plantas, toxinas, animais e microrganismos (Gotlieb, 1981; Mittermeier et al.,
2005). Entretanto, um levantamento do registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil
entre 2007 e 2008, indicou que apenas 162 espécies vegetais possuem derivados registrados
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa), dentre as quais menos de 30% sao
nativas da América do Sul. Tal fato pode ser visto como um indicativo da necessidade de
maiores investimentos em pesquisa envolvendo a avaliacdo da eficdcia e seguranca de
espécies medicinais brasileiras para o desenvolvimento de fitoterdpicos (Carvalho et al.,

2008).
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Dentre os biomas com abundancia de plantas nativas, o Cerrado é o segundo maior
em darea do pais, ocupando 23% do territério nacional, localizado no planalto central
(Ribeiro & Walter, 1998). Segundo Proenca et al. (2000), o Cerrado € o mais brasileiro dos
biomas sul-americanos, com vegetacdo complexa de grande heterogeneidade
fitofisiondmica; apesar de possuir formacdo savanica com a maior diversidade vegetal do
mundo, esse bioma ainda é pouco conhecido e hd caréncia de estudos voltados para a
identificacdo de plantas tteis do Cerrado (Guarim Neto & Morais, 2003).

Esta diversidade € relativa aos tdxons mais elevados (género, familia e ordem),
mostrando a importancia do Cerrado para a pesquisa com plantas medicinais. Isto porque
quanto maior for a diversidade taxondmica em niveis superiores, maior € o distanciamento
filogenético entre as espécies e maior € a diferenca e diversidade quimica entre elas
(Guarim Neto & Morais, 2003). Entre os géneros com maior nimero de espécies nativas
estdo Hyptis (68), Eriope e Tabebuia (Oliveira & Marquis, 2002; Guarim Neto & Morais,
2003; Souza & Lorenzi, 2005).

1.7. Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE), também chamados de 6leos volateis, sdo produtos obtidos de
partes de plantas aromdticas tais como flores, folhas, caules, madeira, raizes, rizomas,
frutos ou sementes (Burt, 2004). De forma geral, sdo misturas complexas de substincias
volateis lipofilicas que apresentam solubilidade em solventes organicos apolares;
geralmente, as substancias sdo odoriferas e liquidas, com aparéncia oleosa a temperatura
ambiente. Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo dos 6leos fixos, uma

mistura de substancias lipidicas obtida geralmente de sementes. OE sdo extraidos,

principalmente, através de destilagao por arraste com vapor d’agua e logo apos a extragao,
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sao geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Sao poucos os 6leos essenciais que
apresentam cor e em geral ndo sdo muito estdveis, principalmente na presenca de ar, calor,

luz, umidade e metais (Simoes et al., 2004).

Os constituintes de OE variam desde hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre. A maior parte dos OE ¢é
constituida de terpendides, derivados de unidades de isopreno, enquanto a minoria € de

fenilpropandides, formados a partir do 4cido chiquimico (Simdes et al., 2004).

Em mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes:
normalmente dois ou trés deles sdo majoritarios (20-70%), outros estdo presentes em
menores teores € alguns em baixissimas quantidades ou apenas tragos. A composi¢do
quimica dos OE pode variar conforme o o6rgdo da planta, idade ou estidgio do ciclo
vegetativo; pode também haver alteracdo de composi¢do de acordo com condicdes

ambientais, tais como clima e composic¢ao do solo (Bakkali et al., 2008).

O uso de OE remonta a Antiguidade em lugares como China, Egito, Grécia e
Turquia. Devido a sua fragrincia e propriedades medicinais como anti-séptica, bactericida,
antivirus e fungicida, tais compostos eram utilizados em embalsamento, conservacdo de
alimentos, cosmetologia, medicina (remédios antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-
inflamatdrios, espamoliticos e anestésicos locais) e em préticas religiosas (Bakkali et al.,
2008). A longa histoéria descrevendo o uso de OE para fins medicinais sugere a presenca de
alguns componentes farmacologicamente ativos (Wei & Shibamoto, 2010) e estudos
recentes reforcam as diversas propriedades medicinais deles (Schnaubelt, 2005); dentre

essas atividades estdo antioxidante (Mimica-Duki¢ et al., 2003; Sacchetti et al., 2004;
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Sacchetti et al., 2005), anti-inflamatoria (de las Heras & Hortelano, 2009; Neves et al.,
2010), antinociceptiva (Martinez et al., 2009), antimicrobiana (Mimica-Duki¢ et al., 2003;
Ohno et al., 2003; Burt, 2004; Sacchetti et al., 2004), antifingica (Sacchetti et al., 2004) e

antiulcerogénica (Hiruma-Lima et al., 2000; Moraes et al., 2009).

Atualmente, cerca de 3000 Sleos essenciais sdo conhecidos, dentre os quais 10% sao
comercialmente importantes para as inddstrias farmacéutica (na qual sdo empregados in
natura para a preparacao de infusdes ou sob a forma de preparacdes farmacéuticas simples,
destinadas a uso oral), agrondmica, de alimentos (condimentos e aromatizantes de
alimentos e bebidas), cosmética (perfumes e produtos de higiene) e sanitaria (Simoes et al.,

2004; Bakkali et al., 2008).

Devido a essa utilizagdo crescente nas industrias, o cultivo de espécies aromaticas e
a obten¢do de Oleos volateis constituem importantes atividades econdmicas. Embora seja
dificil estimar, acredita-se que, para obtencdo de OE de espécies da familia Lamiaceae,
sejam cultivados mais de 500 mil hectares, sendo a Rosmarinus officinalis L. uma das mais

utilizadas e produzidas no mundo (Simdes et al., 2004).

1.8. Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae (Labiatae) é uma das mais empregadas mundialmente como
condimento e constitui uma consolidada fonte de extratos com propriedades antioxidante e
antibacteriana (Sacchetti et al., 2004). Possui distribui¢do cosmopolita, incluindo cerca de
300 géneros e 7500 espécies. No Brasil ocorrem 26 géneros e cerca de 350 espécies (Souza

& Lorenzi, 2005).
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Nessa familia, estao incluidas muitas ervas aromaticas cultivadas no Brasil, como a
lavanda (Lavandula angustifolia), erva-cidreira (Melissa officinalis), poejo (Mentha
pulegium), alfavaca (Ocimum basilicum), alfavacio (Ocimum gratissimum), orégano
(Origanum vulgare), boldo brasileiro (Plectranthus barbatus), alecrim (Rosmarinus
officinalis), tomilho (Thymus vulgaris) e horteld (Mentha ssp.). Além disso, varias espécies
sdo cultivadas como ornamentais, com destaque para sdlvia (Salvia splendens), lagrima-de-
cristo (Clerodendron thomsonae) e coleus (Solenostemon scutellarioides). Essa familia tem,
portanto, grande importancia econdmica por ser fonte de OE aromdticos e de plantas
ornamentais (Souza & Lorenzi, 2005); além disso, muitas dessas espécies sdo utilizadas
como condimento na culindria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que

proporcionam aos alimentos (Falcdo & Menezes, 2003).

1.8.1. Hyptis Jacq. (Lamiaceae)

O género Hyptis Jacq. € composto por cerca de 350 espécies distribuidas desde o sul
dos Estados Unidos e Caribe até a Argentina, excluindo-se somente o extremo sul. Algumas
espécies invasoras sdo bem estabelecidas na Asia, Africa e norte da Australia. O centro da
diversidade desse género encontra-se nos campos cerrados do Brasil, mais especificamente
nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids (Harley, 1988; Falcao & Menezes, 2003).
Hyptis € um género rico em espécies de grande importincia econdmica e
etnofarmacoldgica, cujos conhecimentos sdo transmitidos de geracdo a geracdo até os dias
de hoje (Falcdo & Menezes, 2003). As populagdes as utilizam para fins medicinais nao s6
no Brasil (Barbosa & Barbosa, 1992; de Jesus et al., 2009), mas também no MéExico

(Pereda-Miranda & Delgado, 1990), India (Mukherjee et al., 1984), China (Lee et al.,
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1988), Equador, Tailandia (Almtorp et al., 1991), Caribe (Porter et al., 1995), Panama
(Gupta et al., 1996) e na Africa (Onayade et al., 1990; Aycard et al., 1993).

As espécies do género Hyptis sdo aromdticas e frequentemente utilizadas no
tratamento de infeccdes gastrintestinais, colicas, dor, doencas de pele (Corréa, 1931),
rinofaringite, congestdo nasal e febre (Malan et al, 1988; Rojas et al., 1992). Um
levantamento bibliogréfico realizado sobre o género Hyptis revelou que 25 espécies foram
estudadas sob os aspectos etnofarmacoldgicos, farmacoldgicos e de composi¢do quimica
(Falcao & Menezes, 2003). Estudos indicam atividades antiftingica (Pandey et al., 1982;
Singh et al., 1992), antibacteriana (Iwu et al., 1990; Asekun et al.,1999; Nascimento et al.,
2008), antinociceptiva (Arrigoni-Blank et al., 2008; Menezes et al., 2007), anti-inflamatdria
(Bispo et al., 2001; Falcao et al., 2005; Silva et al. 2006), antioxidante (Silva et al., 2009) e
antiulcerogénica (Barbosa & Ramos 1992) para algumas espécies de Hyptfis.

1.8.2. Hyptis spicigera Lam. syn Hyptis lophanta Mart. ex Benth. (Lamiaceae)

Hyptis spicigera Lam., sindbnimo de Hyptis lophanta Mart. ex Benth. (Figura 4), é
muito frequente no Centro-Oeste do Brasil, uma regido de Cerrado, onde infesta solos
cultivados em geral, beira de estradas e terrenos baldios; é também conhecida como
catirina, horteld, fazendeiro, cheirosa, cheirosa-de-espiga ou buchinha do cerrado. A espécie
prefere solos férteis e umidos, florescendo durante os meses de abril a julho, com um ciclo
de mais de cem dias; sua presenca em uma lavoura é facilmente notada por ser fortemente
aromdtica. A Hyptis spicigera, nativa do Brasil e facilmente diferenciada das demais Hyptis
pela forma de sua inflorescéncia, € uma planta anual, ereta, ramificada e herbéacea, de caule
quadrangulado e estriado que varia de 80 a 200 cm de altura; que se propaga apenas por

sementes (Lorenzi, 2000).
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Figura 4: Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae). (A) e (B) Parte aérea de H. spicigera, (C)
Planta seca com inflorescéncias. Fotos tiradas por Adriano Galvdao de Carvalho e (D)

Detalhe de uma inflorescéncia de H. spicigera.

No México, onde é conhecida como “hierba del burro”, € utilizada por fazendeiros
no controle de insetos contra infestacdes em graos armazenados, sendo também utilizada
como repelente; suas partes aéreas sdo utilizadas como condimentos e também para fins
medicinais, no tratamento de distirbios gastrintestinais, infec¢des de pele, feridas e picadas
de insetos (Fragoso-Serrano et al., 1999; Pereda-Miranda et al., 2001). Essa espécie €
também popularmente conhecida em alguns paises da Africa, sendo utilizada no tratamento

de diarréia, disenteria, gripes, resfriados, dor de cabeca, entre outros (Ladan et al., 2009). O
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extrato de suas folhas apresentou atividade antimicrobiana (Ladan et al, 2009),
anticonvulsivante e sedativa (Ngo Bum et al., 2009).

No Brasil, o OE de Hyptis spicigera é indicado para tratar dores musculares,
pancadas, luxacdes e problemas digestivos, mas nao hd estudos que confirmem os usos
populares. Por essa razdo, a espécie Hyptis spicigera foi selecionada para este projeto a fim
de avaliar o potencial antiulcerogénico de seu 6leo essencial, assim como possiveis

mecanismos envolvidos nessa atividade.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Contribuir com o entendimento da fisiopatologia da dlcera géstrica através da investigacdo
da atividade antiulcerogénica do 6leo essencial de Hyptis spicigera, na perspectiva de uma
nova alternativa terap€utica.
Objetivos especificos:

Analisar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Hyptis spicigera (OEH).

Avaliar a atividade antiulcerogénica do OEH em modelos experimentais.

Avaliar os mecanismos envolvidos na atividade antiulcerogénica do OEH.

Avaliar o potencial cicatrizante na atividade antiulcerogénica do OEH.

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do OEH.

Avaliar os mecanismos antioxidantes na atividade antiulcerogénica do OEH.

25



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Oleo essencial

OEH foi adquirido da Laszlo aromaterapia Ltda. Partes aéreas de H. spicigera
foram coletadas no Distrito de Caatinga (Jodo Pinheiro, MG-Brasil), uma regido de
Cerrado, por Adriano Galvao de Carvalho da Raizando Oleos Essenciais, que extraiu o
OEH e forneceu amostras da espécie para confirmagao botanica. OEH foi extraido através
de destilagdo por arraste com vapor d’agua a partir das inflorescéncias, folhas e caules de
H. spicigera. Sua exsicata foi analisada e identificada pelo Prof. Jorge Yoshio Tamashiro,
do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia — UNICAMP e depositada no
Herbério da UNICAMP (HUEC, n° 150422).

3.2. Analise quimica do éleo essencial

A identificacdo dos componentes quimicos do OEH foi feita por cromatografia
gasosa acoplada a detector seletivo de massas (CG-EM, Shimadzu GC-2010). Foi utilizada
uma coluna capilar de silica fundida com fase estaciondria (DB-5; 5,30 m x 0,32mm x 0,25
um), com temperatura de injetor 250 °C, razdo de split 1:30, detector com temperatura de
250°C, hélio como gés de arraste (1,52 mL/min, White Martins, 99,9%) e volume injetado
de 1uL de amostra diluida em cloroférmio (1:100). O aquecimento da coluna foi
programado para 60° (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..

Os constituintes de OEH foram identificados por comparagao de seus espectros de
massas com aqueles da biblioteca do sistema CG-EM (NIST 62 lib), com a literatura, bem
como por comparacdo do indice de retencdo de Kovats (Adams, 1995). Esse indice foi
calculado através da equacdo de Kovats, utilizando-se uma solucdo padrao de

hidrocarbonetos (Cg a Cyy). Todos os procedimentos de andlise foram realizados no
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Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia — UNICAMP, com colaboragao
do Prof. Dr. Marcos José Salvador.
3.3. Animais

Foram utilizados ratos machos Unib: WH (150 a 250 g), provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da UNICAMP (CEMIB-UNICAMP),
aclimatados as condi¢des do laboratério por pelo menos sete dias antes da manipulacdo
experimental, em temperatura (23 = 2°C) e ciclos claro-escuro de 12h controlados,
alimentados com racao nuvital (Nuvilab) e dgua ad libitum. O protocolo experimental foi
aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal (CEEA-IB-UNICAMP,
protocolo n® 1537-1).
3.4. Avaliacao da atividade antiulcerogénica

Com base em suas respectivas especificacdes, cada modelo experimental incluiu um
controle positivo (lansoprazol, carbenoxolona ou cimetidina) e negativo (veiculo-Tween
80, 12%, 10 mL/Kg). Apds cada experimento, os animais foram sacrificados, seus
estdmagos foram removidos e abertos na regido de maior curvatura, prensados entre duas
placas de vidro e fotografados para a quantificacdo da area de lesdo ulcerativa por meio do

programa Bioview 4 (AVSoft, Brasil).

3.4.1. Ulcera gdstrica induzida por etanol absoluto

Esse protocolo experimental foi realizado como descrito por Morimoto et al., 1991.
Os animais (n = 7, por grupo) foram mantidos em jejum por 24 horas antes do experimento,
com livre acesso a dgua e entdo tratados com veiculo, lansoprazol (30 mg/Kg) ou OEH
(12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg), oralmente por gavagem. Uma hora depois, os animais

receberam por via oral etanol absoluto (10 mL/Kg) e foram sacrificados por deslocamento
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cervical uma hora apds a administragdo de etanol. Os estdbmagos foram removidos para

quantificacao das lesdes, conforme descrito anteriormente.
3.4.2. Ulcera gdstrica induzida por indometacina (DAINE)

A metodologia utilizada foi descrita por Hayden et al, (1978). Apds 24 horas de
jejum, os animais (n = 7, por grupo) foram tratados (via oral) com veiculo, cimetidina (100
mg/Kg) ou OEH (100 mg/Kg). Meia hora apds o tratamento, a lesdo géstrica foi induzida
por administragdo subcutanea de indometacina (30 mg/Kg). Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical 4 horas apos a administracdo de indometacina. Os estdmagos
foram removidos e abertos no sentido da maior curvatura para a quantificacdo das areas das

lesOes ulcerativas, conforme descrito anteriormente.
3.5. Avaliacao dos mecanismos protetores da mucosa gastrica

3.5.1. Parametros do suco gdstrico

Os animais (n = 7, por grupo) permaneceram em jejum durante 24 horas, com livre
acesso a dgua. Uma hora apds o tratamento oral ou imediatamente depois da administracdao
intraduodenal do veiculo, cimetidina (100 mg/Kg) ou OEH (100 mg/Kg), realizou-se a
ligadura do piloro, conforme metodologia descrita por Shay et al. (1945) com algumas
modificagcdes (Batista et al., 2004). Quatro horas depois, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e seus estdmagos removidos. O conteido estomacal foi centrifugado
a 2000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante teve seu volume e pH mensurados por um

pHmetro digital (PA 200, Marconi S.A., Piracicaba).
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3.5.2. Muco aderido a mucosa gdstrica

Ap6s 24h de jejum, os animais (n = 7, por grupo) foram tratados por administragcdo
oral de veiculo, carbenoxolona (200 mg/Kg) ou OEH (100 mg/Kg). Uma hora depois, os
animais sob anestesia (50 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de xilazina) foram submetidos a
uma incisdo longitudinal logo abaixo da apodfise xiféide para a ligadura do piloro. Quatro
horas apés a ligadura, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, as por¢des
glandulares dos estdmagos foram separadas, pesadas e imersas em solu¢do de Alcian Blue
para o procedimento de quantificacdo de muco. A leitura das absorbancias foi realizada a
598 nm e os resultados foram expressos como pg de Alcian Blue/g de tecido (Rafatullah ez.

al., 1990).

3.5.3. Niveis de prostaglandina (PGE>)

A metodologia foi realizada segundo Curtis (1995). Os animais permaneceram em
jejum durante 24 horas e foram aleatoriamente divididos em grupos (n = 7, por grupo)
sham, veiculo+DAINE e OEH+DAINE. Primeiramente, DAINE - indometacina dissolvida
em solucdo de bicarbonato de s6dio 5% (30 mg/Kg) - foi administrada pela via subcutanea.
Meia hora depois, os animais foram tratados (via oral) com veiculo ou OEH (100 mg/Kg) e
meia hora apds o tratamento oral, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e seus estomagos removidos. As por¢des glandulares dos estomagos foram raspadas,
pesadas e suspensas em 1 mL de tampao fosfato de sodio (10mM, pH 7,4). Os raspados
foram homogeneizados com Polytron (PT — 10 — 35, Kinematica AG — Switzerland) e
encubados a 37° C por vinte minutos. Os niveis de PGE, foram quantificados utilizando-se

um kit de dosagem imuno-enzimdtica (R&D Systems, EUA).
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3.5.4. Oxido nitrico (NO) e compostos com grupamento sulfidrila (G-SH) na

gastroprotecdo

A metodologia foi realizada de acordo com Arrieta e colaboradores (2003). Os
animais foram divididos em seis grupos (n = 7, por grupo) e pré-tratados com salina; L-
NAME (L-nitro arginina metil-éster, 70 mg/Kg), um inibidor da sintese de NO ou NEM (N-
etilmaleimida, 10 mg/Kg), um bloqueador dos compostos com G-SH. Trinta minutos apds o
pré-tratamento, os animais receberam por via oral veiculo, carbenoxolona (100 mg/Kg) ou
OEH (100 mg/Kg). Uma hora depois, todos os grupos tiveram a ulcera induzida por etanol
absoluto (10 mL/Kg). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical uma hora
apo6s a administracao de etanol e seus estdomagos foram removidos para a quantificacao das

areas de lesao ulcerativa.
3.6. Avaliacao da atividade cicatrizante

3.6.1. Ulcera gdstrica induzida por dcido acético

Nesse modelo de indugdo de ulcera gastrica, os animais (n = 7, por grupo) nao
permaneceram em jejum. Eles foram anestesiados (50 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de
xilazina) para aplicacdo de 100 puL de 4cido acético absoluto na camada subserosa da
juncdo do fundo com o antro do estdmago. Dois dias apds a cirurgia, os tratamentos (via
oral) com veiculo, cimetidina (100mg/Kg) e OEH (100mg/Kg) foram administrados uma
vez ao dia, durante 14 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados no 15° dia por
deslocamento cervical, seus estdmagos removidos para quantificacdo das lesdes e
processados para as andlises de western blotting e andlise histolégica (Okabe & Amagase,

2005).
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3.6.2. COX-2 e EGF

As porcdes glandulares dos estdmagos obtidos a partir de ratos submetidos a
inducdo de ulcera por dcido acético foram homogeneizadas em ImL de tampao (PB 0,1M,
pH 7,4 com inibidor de protease 1%). Os homogenatos foram centrifugados (12000 rpm, 15
min, 4°C) e seus sobrenadantes coletados e armazenados a -80°C para posterior andlise de
western blotting. A concentracdo protéica dos homogenatos foi determinada conforme o
método de Bradford (1976). Em seguida, as amostras foram tratadas com tampao de
Laemmili (tampao PB 0,5M, pH6,8; glicerol; dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%;
bromofenol 0,1% e B-mercaptoetanol) em uma propor¢ao de 1:1. Para cada amostra, 100
pg de proteinas foram submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 10%. Em seguida, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por eletroforese, a qual foi incubada com anticorpos primdrios especificos
para EGF (Santa Cruz Biotechnology, EUA) e COX-2 (Cayman Chemical, EUA), em uma
dilui¢do de 1:500. Cada membrana foi lavada trés vezes por 10 minutos e incubadas com
anticorpos secunddrios anti-goat (Zymed Laboratories, EUA) para EGF e anti-rabbit
(Zymed Laboratories, EUA) para COX-2, ambos na dilui¢do de 1:5000. Como controle, foi
utilizado o anticorpo para a B-actina (Sigma-Aldrich, EUA), uma proteina constitutiva. A
imunodeteccdo foi realizada utilizando-se um kit detector de luz quimioluminescente
(SuperSignal® West Femto Chemiluminescent Substrate, Pierce, EUA). A analise
densiométrica foi feita com normaliza¢do ao controle (proteina constitutiva) utilizando-se o

programa Bioview 4 (AVSoft, Brasil).
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3.7. Avaliacao dos parametros toxicologicos

Os parametros toxicoldgicos foram avaliados conforme o método estabelecido por
Souza Brito (1994), nos animais submetidos aos tratamentos com veiculo, cimetidina e
OEH (100mg/kg), sem terem a tlcera induzida. Durante o periodo de 14 dias, os efeitos do
tratamento com OEH foram observados diariamente (progressdo do peso corpoéreo,
alteracdoes na pelagem e nas fezes). Também, verificaram-se os efeitos de OEH (100

mg/Kg) no peso dos seguintes 6rgdos: coracao, pulmdes, figado e rins.

3.8. Analise histolégica

ApOs 14 dias de tratamento no modelo de ulcera gastrica induzida por dcido acético,
os animais foram sacrificados, seus estdmagos removidos e abertos no sentido da maior
curvatura. As amostras foram fixadas em ALFAC (formalina 40%; acido acético 100%;
etanol 80%) e incluidas em paraplast para anélise histolégica com coloracdo por 4cido
periodico de Schiff (PAS), um marcador de glicoproteinas (Vacca, 1985).

3.9. Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

Os experimentos in vitro para avaliar a atividade antioxidante do OEH foram
realizados no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia — UNICAMP, em
colaborag¢d@o do Prof. Dr. Marcos José Salvador.

3.9.1. Avaliacao da capacidade de reducdo do radical DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-1-picril-hidrazila) é estdvel de coloracdo purpura;
porém, quando reduzido passa a ter coloragdo amarela. Através deste ensaio foi avaliada a
capacidade do OEH de reduzir o radical DPPH. Para tanto, 5,2 mg de OEH foram
dissolvidos em 250 ul de etanol, obtendo-se uma solugdo estoque. Vdrias diluicdes foram

preparadas em etanol, com concentracdes finais no ensaio de 25 a 800 ppm. Para cada
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amostra (10 puL) foram adicionados 100 pL de etanol, 100 uL de tampao fosfato (100 mM)
e 50 uL de solugdo de DPPH (250 uM). Decorridos 30 min, a absorbancia foi medida em
leitor de elisa (A=517 nm) e a porcentagem de reducdo do radical foi calculada pela
equacgdo: % reducao = 100 — [(Abs. Amostra — Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH
— Abs. controle negativo) x 100] (Cuendet et al., 1997; Ou et al., 2001; Prior et al., 2003;
Huang et al., 2005). Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como
controle positivo, o flavondide quercetina. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.9.2. Avaliacado da capacidade de absorcado de radicais de oxigénio — (ORAC-FL)

A capacidade antioxidante do OEH foi também avaliada pelo método ORAC-FL
(Oxigen-Radical Absorbance Capacity), o qual mede a capacidade antioxidante contra
radicais peroxil utilizando fluoresceina como marcador de fluorescéncia. Esse método foi
realizado em um sistema de leitura multi-detectora em microplaca, Synergy HT. A
temperatura de incubacdo foi de 37°C. Esses procedimentos foram realizados conforme o
método estabelecido por Ou e colaboradores (2001), com modificagdes (Salvador et al.,
2006). Os resultados foram expressos em umol de equivalentes do Trolox (TE) por grama
de dleo essencial (umol TE/g), que corresponde a quantidade de Trolox que tem a mesma
atividade antioxidante para o radical peroxil em 1 g de amostra; ou como equivalentes
relativos ao Trolox (TE), para os controles positivos. As andlises foram realizadas em
triplicata.

3.10. Avaliacao da atividade antioxidante in vivo

Para avaliar a atividade antioxidante in vivo do OEH, foram feitas medi¢des da

atividade de enzimas antioxidantes e produtos da oxida¢do da mucosa gastrica, em relacdo

aos indices de lesdo ulcerativa obtidos em modelo experimental de udlcera induzida por
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etanol absoluto (Morimoto et al., 1991). Os animais foram divididos em quatro grupos (n =
7, por grupo): Sham, Veiculo, Lansoprazol (30 mg/Kg), OEH (100 mg/Kg). O grupo Sham
foi formado por animais nao tratados, expostos aos procedimentos experimentais, mas sem
efetiva inducdo de ulcera. Os estdmagos foram abertos ao longo da maior curvatura e as
suas porcdes glandulares foram raspadas com laminas de vidro e homogeneizadas em 1mL
de tampao fosfato 0,1 M (pH = 7,4). Os homogenatos permaneceram congelados a -70°C,
até a realizacdo dos ensaios bioquimicos. As atividades enzimdticas foram determinadas
espectrofotometricamente e os resultados expressos em nmol/min/mg de proteina. A
concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford

(1976), utilizando albumina do soro bovino para estabelecimento da curva padrao.

3.10.1. Indice de peroxidacao lipidica (LPO)

A determinacdo do indice de peroxidacgdo lipidica foi realizada conforme o método
descrito por Ohkawa e colaboradores (1979). O homogenato da mucosa foi diluido em KCl
0,15M (relacdo 1:10). Em seguida, a 0,5 mL deste homogenato foram adicionados 0,2 mL
do dodecil sulfato (8,1%), 1,5 mL de acido acético (20%, solugdo ajustada com NaOH a pH
3,5), 1,5 mL de 4cido tiobarbitarico (0,8% p/v) e 0,3 mL de dgua destilada. Todas as
amostras foram deixadas em banho-maria, com termostato ajustado para 95°C por 1 hora.
Ap0s este periodo, as amostras foram resfriadas e a elas foram adicionados 1 mL de dgua
destilada e 5 mL de n-butanol. Posteriormente, foram agitadas por 1 minuto e centrifugadas
a 1400 rpm por 10 minutos. A absorbéncia da capa organica foi determinada a 532 nm. Os

resultados foram expressos como pmols de TBARS por mg de proteinas.
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3.10.2. Atividade da mieloperoxidase (MPQO)

A atividade da MPO, uma evidéncia da infiltracdo de neutréfilos, foi determinada
de acordo com método descrito por Krawisz e colaboradores (1984). Virios trabalhos
apresentam aumento na atividade da MPO associado a ulcera gastrica (Smith et al., 1987;
Andrews et al., 1994; de la Lastra, et al., 1997, Murakami et al., 1997; Derin et al., 2006).
As amostras do raspado da mucosa géstrica foram centrifugadas a 12000 rpm, por 15 min, a
4°C. A uma aliquota do sobrenadante foi adicionada solucao de O-dianisidina (0,167 g/L) e
0,0005% H,0, em tampao fosfato S0mM, pH 6,3, na propor¢cdo de 1:30. As absorbancias
foram lidas a 460 nm, por 10 minutos e os resultados expressos em U/g de proteina.

3.10.3. Grupamentos sulfidrila (GSH)

A determinagdao de GSH foi realizada conforme o método descrito por Faure &
Lafond (1995). As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em tampao fosfato de sédio (0, 1 M; pH 7,4). A seguir, fez-se a
leitura da absorbancia de 100 pL da amostra, acrescidos de 100 pL de solugdo de Tris (1,0
mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Apés esta leitura foram adicionados 20 uL de
acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzoéico) [DTNB 0,01mM], diluido em metanol e nova leitura
(A2) foi realizada a 412 nm decorridos 15 minutos de reagdo. A concentracdo de

grupamentos sulfidrila (tiol) foi determinada por (A1-A20 x_1,57).

3.10.4. Atividade da glutationa redutase (GR)

A atividade dessa enzima foi determinada seguindo-se espectrofotometricamente a
oxidacdo de NADPH a 340 nm (Carlberg & Mannervik, 1985). A reagdo enzimatica foi

constituida de: PB 1M, pH 7; 0,2 mM EDTA; 1 mM GSSG e 0,1 mM de NADPH. O
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consumo de NADPH foi determinado pela diminui¢do da absorbancia a 340 nm. O
coeficiente de extin¢do para o NADPH é 6,22 M cm™.

3.10.5. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada de acordo com o método de Yoshikawa et al.
(1993). Ao raspado da mucosa estomacal foram adicionados 0,25 mM H;0,, 10 mM de
glutationa reduzida, NADPH 4mM e 1 U de enzima glutationa redutase em PBS, pH 7.8.
As absorbancias foram lidas a cada minuto em espectrofotometro, a 365 nm, entre um e 10

minutos.

3.10.6. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada, conforme método descrito por Winterbourn e
colaboradores (1975), pela inibi¢do da reducao do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo radical
superéxido gerado através do sistema hipoxantina / xantina oxidase (XO), a 37°C. A
reacdo enzimdtica foi composta de: PB 0,1 M, pH 7.4; 0,07 U de XO/MI; 100 uM
hipoxantina; 600 uM NBT e 1 mg/mL de proteina da amostra. Os resultados foram

expressos como U/mg proteinas.

3.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrio da média (e.p.m.) e
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), com teste a posteriori de Dunnet
ou Tukey, com um nivel de significancia minimo de p<0,05 em todas as andlises (Prisma,

USA).

36



4. RESULTADOS

4.1. Analise quimica do OEH

A andlise de cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM) do OEH

indicou 14 compostos, dentre os quais trés monoterpenos majoritarios: a-pineno (50,8%),

cineol (20,3%) e B-pineno (18,3%) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de Hyptis spicigera (OEH), segundo

andlise feita por CG-EM.

Pico Substancia Area (%)
1 o-tujeno 0,2
2 a-pineno 50,8
3 Sabineno 1,1
4 B-pineno 18,3
5 B-myrceno 0,1
6 a-phellandreno 0,3
7 B-cymeno 0,2
8 Cineol 20,3
9 Copaeno 0,2
10 B-bourboneno 0,3
11 Cariofileno 7,0
12 Humuleno 0,4
13 Germacreno D 0,1
14 Oxido de cariofileno 0,6
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O cromatograma de OEH pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial de Hyptis spicigera. UA, unidades

arbitrarias.

4.2. Atividade antiulcerogénica do OEH

No modelo de indug@o de ulcera géstrica por etanol absoluto, quatro doses de OEH

foram testadas: 12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg. OEH apresentou significativa gastroprote¢ao

(97%) na dose de 100 mg/Kg, a qual foi selecionada para os demais ensaios a fim de se

verificar os mecanismos envolvidos nessa atividade gastroprotetora. No modelo de ulcera

géstrica induzida por DAINE, OEH também foi capaz de proteger a mucosa gastrica na

dose de 100 mg/Kg (com 84% de reducdo da drea de lesdo ulcerativa em comparagdo ao

Veiculo). Ambos os resultados estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Efeito do 6leo essencial de H. spicigera (OEH) em modelos de inducdo de ulcera
géastrica por etanol absoluto e DAINE em ratos. As dreas de lesdo ulcerativas estdo

representadas como média + e.p.m.

Exll)\;[:i(liizstais Tragfgfa)ntos (nll)g(;;gg) A.L.U(mm?®  Protecio (%)
Etanol absoluto ~ Veiculo - 149.90 + 29.79 -
Lansoprazol 30 43.10 £ 5.48** 71
OEH 12,5 75.96 +£24.41 49
25 89.24 + 13.89 40
50 74.35 £ 20.84 50
100 4.28 £2.03%** 97
DAINE Veiculo - 20.67 £5.07 -
Cimetidina 100 0.68 + 0.17%** 97
OEH 100 3.28 £ 1.06%** 84

ANOVA seguida de teste de Dunnet, ** p<0,01; ***p<0,001, em relacdo ao grupo controle negativo tratado
com veiculo.

4.3. OEH nos parametros acido-gastricos

Os resultados da avaliacido dos parametros dcido-géstricos de animais submetidos ao
tratamento com OEH administrado por diferentes vias, oral e intraduodenal (sistémica)

estdo apreentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeito do 6leo essencial de H. spicigera (OEH), administrado em diferentes vias,
nos parametros acido-géstricos em ratos submetidos a ligadura de piloro. Dados expressos

como média + e.p.m.

Via Tratamentos Dose Volume do suco pH

(mg/Kg) gastrico (mL) (unidades)

Intraduodenal Veiculo - 0.94 +£0.07 1.62 £0.07

Cimetidina 100 0.49 £0.07* 1.60 + 0.06

OEH 100 1.02 +£0.17 1.41 £0.07

Oral Veiculo - 0.82 £0.15 244 £0.18
Cimetidina 100 1.68 £ 0.18** 5.10 £ 0.08%**

OEH 100 1.02+ 0.25 2.07+0.20

ANOVA seguida de teste de Dunnet, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao grupo controle negativo
tratado com veiculo.

Verificou-se que nos animais submetidos a ligadura de piloro por nenhuma das duas
vias de administracdo utilizadas para OEH foi capaz de alterar o volume e o pH do suco

gdstrico.

4.4. OEH na producao de muco gastrico

Os resultados obtidos para os efeitos do OEH em animais submetidos a ligadura do

piloro sobre a produ¢do de muco gastrico estdo demonstrados na Figura 6.
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Figura 6: Quantificacdo do muco aderido a mucosa géstrica em ratos tratados com OEH.

Resultados expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida de teste de Dunnet.

Os animais tratados com OEH apresentaram aumento em 28% na quantidade de
muco aderido a mucosa gastrica, em comparacdo com o grupo controle veiculo,

demonstrando que OEH apresenta atividade citoprotetora.

4.5. OEH nos niveis gastricos de prostaglandina (PGE,)

Os dados obtidos no experimento do efeito do OEH sobre os niveis géstricos de

PGE; estao demonstrados na Figura 7.
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Figura 7: Quantificacdo dos niveis de PGE, na mucosa géstrica de ratos tratados com
OEH. Resultados estao expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida por teste de
Tukey. Diferentes letras (a, b ou c¢) representam diferencas estatisticas entre os grupos.
OEH, administrado concomitantemente a indometacina (DAINE), inibidora da
ciclooxigenase, ndo foi capaz de manter os niveis de PGE, similares ao grupo Sham. Mas,
quando comparado ao grupo veiculo+DAINE, OEH foi capaz de manter os niveis altos de

PGE,.

4.6. OEH sobre 6xido nitrico (NO) e compostos com grupamentos sulfidrila (G-SH)
A Tabela 4 mostra o resumo dos efeitos de OEH na mucosa géstrica de animais
submetidos a ulcera induzida por etanol absoluto e demonstra se NO e compostos com G-

SH participam na gastroprote¢do promovida por OEH.
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Tabela 4. Efeito do tratamento oral com 6leo essencial de H. spicigera (OEH) no modelo

de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos pré-tratados com L-NAME ou NEM.

Pré- Dose Inibicao
tratamento Tratamento (mg / ke, v.0.) A.L.U. (mmZ) (%%
Salina (i.p.) Veiculo - 292.50 £13.18 -
Carbenoxolona 100 13.52 £ 1.76%** 95
OEH 100 14.59 £ 6.58%** 95

L-NAME (i.p.) Veiculo - 870.80 £48.70 -
Carbenoxolona 100 737.90 £ 29.16* 15

OEH 100 81.30 £ 28.61*** 91

Salina (i.p.) Veiculo - 229.70 £ 25.66 -
Carbenoxolona 100 15.49 £ 4. 97*%* 93
OEH 100 13.36 £ 5.52%%%* 94

NEM (i.p.) Veiculo - 364.30 £ 18.46 -
Carbenoxolona 100 256.60 £21.35* 30
OEH 100 103.30 £ 33.49%** 72

Dados expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida de teste de Dunnet, *p<0,05; ***p<0,001, em
relagdo ao grupo controle negativo tratado com veiculo.

Quando os animais foram pré-tratados com L-NAME, um inibidor da enzima NO-
sintase, OEH continuou exercendo seu efeito gastroprotetor mesmo sem atividade dessa
enzima; esse resultado demonstra que a atividade de OEH nao depende de NO. O mesmo
foi observado em animais pré-tratados com NEM, um inibidor dos G-SH. O 6leo essencial
manteve sua acdo protetora mesmo sem os compostos sulfidrila, demonstrando que a

atividade gastroprotetora de OEH também ndo depende dos compostos com G-SH.
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4.7. Atividade cicatrizante do OEH

4.7.1. OEH na ulcera gdstrica induzida por dcido acético
Nesse modelo, o tratamento oral com OEH durante 14 dias consecutivos
demonstrou que o 6leo essencial de Hyptis spicigera acelera a cicatrizagdo de ulcera

gdstrica em ratos, como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8: Efeito da administra¢do oral durante 14 dias consecutivos do 6leo essencial de
Hyptis spicigera (OEH, 100 mg/Kg) na cicatrizacdo de ulcera géstrica induzida por acido
acético absoluto em ratos. Dados sdo expressos como média + e.p.m. ANOVA seguida de
teste de Dunnet.

OEH diminuiu significativamente a drea de lesdo ulcerativa em 88% quando

comparado ao grupo controle negativo tratado com veiculo (p<0,001).
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4.7.2. OEH na expressdo gastrica de COX-2 e EGF na ulcera induzida por dcido acético
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Figura 9: Efeito da administracdo oral durante 14 dias consecutivos do OEH na expressao

de COX-2 (A) e de EGF (B) na mucosa géstrica de ratos submetidos a ulcera gastrica

induzida por &cido acético absoluto. A andlise densiométrica foi realizada seguindo a

normalizac¢do ao controle (f-actina). Dados estdo expressos como média + e.p.m. ANOVA

seguida de teste de Dunnet.

Andlises de western blotting revelaram que o tratamento oral com OEH durante 14

dias consecutivos apds lesdes gastricas induzidas por dcido acético absoluto promoveu um

grande aumento na expressdo de COX-2 e EGF (Figura 9 A e B, respectivamente) na

mucosa géstrica de ratos. O tratamento com OEH aumentou a expressido da enzima COX-2

em 75% e em 115% a expressdao de EGF, ambos comparados ao grupo Sham.
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4.8. OEH e parametros toxicoldégicos
Os dados resumidos sobre a evolucdo ponderal de animais submetidos a

administracao oral sub-cronica (14 dias) de OEH estdo na Figura 10.
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Figura 10: Efeito da administragdo oral, durante 14 dias consecutivos, do 6leo essencial de
Hyptis spicigera (OEH, 100 mg/Kg) sobre o peso dos animais. Dados expressos como
média + e.p.m. ANOVA seguida de teste de Dunnet, p > 0,05 em relagdo ao grupo tratado
com veiculo.

Durante os 14 dias de estudo, pdde-se observar que ndo houve diferenca

significativa na progressao dos pesos corporeos (Figura 10).
Os dados de peso de 6rgdos importantes para a atividade metabodlica, apds 14 dias

de tratamento por via oral com OEH, estdo demosntrados na Tabela 5.

Tabela 5. Relacdo peso orgaos/ peso corporeo de animais tratados com veiculo, cimetidina
(100 mg/Kg) ou OEH (100 mg/Kg) durante 14 dias consecutivos.

Tratamento Coracio Pulmao Rins Figado

Veiculo 3.23 £0.01 5.15+£0.32 4.80 £ 0.09 10.94 £ 0.06
Cimetidina 3.21 £0.07 4.73 £0.13 492 £0.01 11.27 £0.33
OEH 3.26 £ 0.03 4.61 +£0.39 5.11 £0.03 11.16 +£0.19

Os valores foram transformados em arcoseno e os resultados expressos como média + e.p.m. ANOVA
seguida de teste de Dunnet, p > 0,05 em relacdo ao grupo tratado com veiculo.
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Também, apds 14 dias de administracdo oral de OEH, pdde-se observar que ndo
houve diferenca significativa nos pesos dos 6rgios (Tabela 5) para todos os grupos. Além
disso, nenhuma anormalidade macroscopica foi detectada nos o6rgdos avaliados, na

pelagem, nem nas fezes dos animais. E ndo houve mortalidade em nenhum grupo tratado.

4.9. Analise histolégica
A Figura 11 confirma, pelo método de PAS, a capacidade de OEH estimular a
producdo de muco géstrico, demonstrada na Figura 6, pelo método de quantificacdo de

muco aderido a mucosa géstrica.

Figura 11: Fotomicrografias de estdmagos de ratos submetidos ao modelo de ulcera
géstrica induzida por 4cido acético. Coloracao PAS, um marcador de glicoproteinas. Notar
a maior secrecao de muco no grupo tratado com OEH (setas). (A) Veiculo; (B) Cimetidina;
(C) OEH. Barras: 10um.

Animais tratados com OEH durante 14 dias consecutivos, apds indugdo de ulcera
por 4cido acético, apresentaram aumento na quantidade de producdo de muco, evidenciado
pela maior intensidade de células positivas para essa coloragdo. Pela Figura 11, também ¢é
possivel observar a integridade da mucosa gastrica dos animais tratados em comparagao

com o grupo Veiculo.
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4.10. Atividade antioxidante in virro de OEH

4.10.1. DPPH

A atividade antioxidante do OEH foi inicialmente analisada in vitro, através de
ensaio de reducdo do radical DPPH, método indireto, baseado em mecanismos de
transferéncia de elétrons (Tomei et al., 2007). Até a maior concentracdo analisada (800

ppm) nesse ensaio, OEH ndo apresentou atividade antioxidante.

4.10.2. ORAC-FL

O método ORAC-FL permite avaliar em ensaio cinético a capacidade antioxidante
de uma substincia contra radicais peroxil, os quais sdo ERO comumente produzidas no
processo metabolico. Trata-se de um ensaio direto, baseado em mecanismos de
transferéncia de hidrogénio (Tomei et al., 2007), considerando-se ativo toda amostra com
valores acima de 700 umol TE/g (Wu et al., 2004). O resultado de ORAC obtido para OEH
pode ser visualizado na Tabela 6 e uma curva ilustrativa do ensaio cinético de OEH esta

demonstrada na Figura 12.

Tabela 6. Capacidade antioxidante do 6leo essencial de Hyptis spicigera (OEH)

Amostra ORAC
OEH* 1103.41 (9.42)
Quercetinab 5.62 (0.90)
Isoqu&-*:rcitrinab 5.25 (1.80)
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“Dados expressos como umol de equivalentes de Trolox por grama (umol TE/g), média (% d.p.r., desvio padrio relativo)
das triplicatas.

"Controles positivos. Dados expressos como equivalentes relativos ao Trolox (TE), média (% d.p.r., desvio padrio
relativo) das triplicatas.

-O—Branco
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®— 0EH (25 pgimL)
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Figura 12: Curva de decaimento da fluorescéncia da fluoresceina no ensaio ORAC-FL
para os controles experimentais Branco (controle negativo) e Trolox (controle positivo,
amostra de referéncia andlogo sintético da vitamina E) e para as amostras de 6leo essencial
de Hyptis spicigera (OEH).

Nesse método, OEH apresentou consideravel acdo antioxidante (ORAC = 1103,4
umol TE/g OEH). Sendo assim, procurou-se avaliar a atividade antioxidante in vivo desse

Oleo essencial.

4.11. Atividade antioxidante in vivo de OEH

A avaliacdo da atividade antioxidante in vivo do OEH foi realizada com amostras
obtidas no modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto. A administrag@o oral de

etanol absoluto em ratos causa lesdes hemorrdgicas no estdbmago, como se observa no
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grupo Veiculo. O efeito gastroprotetor do pré-tratamento com OEH (100 mg/kg) nesse

modelo experimental de dlcera é apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Efeito da administracdo oral de OEH (100 mg/Kg) na ALU no estdmago de
ratos submetidos ao modelo de inducdo de ulcera por etanol absoluto. (A) Visualizagdao
macroscopica das lesoes. (B) Area de lesdo ulcerativa (ALU). Dados expressos em média +
e.p.m. Andlise estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnet. **p < 0,01; ***p < 0,001

em relacdo ao grupo controle negativo tratado com veiculo.
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OEH reduziu em quase 70% a éarea de lesao ulcerativa em relagido ao grupo tratado
apenas com veiculo, evidenciando possivel mecanismo antioxidante envolvido na atividade

gastroprotetora de OEH.

4.11.1. Indice de peroxidacao lipidica

A concentracdo de substancias que reagem ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) foi
analisada como indice de peroxidacdo lipidica. O efeito de OEH sobre o indice de
peroxidacdo lipidica na mucosa géastrica de ratos submetidos ao modelo de indugdo de

tlcera géstrica por etanol absoluto estd demonstrado na Figura 14.
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Figura 14: Indice de peroxidagdo lipidica na mucosa gistrica de ratos submetidos ao
modelo de inducdo de ulcera por etanol absoluto. Dados estdo expressos como média +
e.p.m. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey. Diferentes letras (a, b)
representam diferencas estatisticas entre os grupos.

OEH foi capaz de inibir o indice de peroxidacdo lipidica em comparacio ao grupo

controle negativo Veiculo, mantendo niveis desse indice similares aos do grupo Sham.
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4.11.2. Atividade da mieloperoxidase (MPO)

O aumento de atividade da enzima MPO indica maior infiltracao de neutréfilos no
tecido. Os resultados obtidos para efeito do OEH sobre atividade da MPO na mucosa
géstrica de animais submetidos a inducdo de dlcera por etanol absoluto estdo apresentados

na Figura 15.
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Figura 15: Atividade da enzima MPO na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo
de inducgdo de udlcera gastrica por etanol absoluto. Dados sdo expressos em média + e.p.m.
Andlise estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey. Diferentes letras (a, b) representam

diferencas estatisticas entre os grupos.

OEH foi capaz de inibir a atividade da MPO em relacdo ao grupo Veiculo,

mantendo niveis de atividade similares ao do grupo Sham.
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4.11.3. Grupamentos sulfidrila (G-SH)

A deplecdo de grupamentos sulfidrila (G-SH) geralmente é observada na ulcera
gdstrica induzida por etanol absoluto, como indicio de estresse oxidativo. Os niveis de G-
SH encontrados na mucosa gastrica de ratos expostos a esse modelo experimental

encontram-se na Figura 16.
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Figura 16: Niveis de G-SH na mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo de inducao
de ulcera géstrica por etanol absoluto. Dados sdo expressos em média + e.p.m. Andlise
estatistica ANOVA seguida de teste de Tukey. Diferentes letras (a, b) representam
diferengas estatisticas entre os grupos, *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p <0,001.

Apds exposi¢do ao agente ulcerogénico, o grupo Veiculo apresentou aumento
significativo nos niveis de G-SH, em relacdo ao grupo Sham, ao contrario do que se
encontra na literatura. O pré-tratamento com OEH (100 mg/kg) também manteve altos os
niveis de G-SH, ndo havendo diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo nem ao

grupo controle positivo Lansoprazol.
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4.11.4. Atividade da glutationa redutase (GR)

A atividade da glutationa redutase, que tem papel importante na mucosa géstrica,
ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos apds inducdo de udlcera géstrica por

etanol absoluto (Figura 17).

GR
(rmol/min/mg proteina)

Veiculo Lansoprazol OEH

Figura 17: Atividade da enzima GR na mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo de
indugdo de ulcera por etanol absoluto. Dados estdo expressos em média + e.p.m. Andlise
estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey.

4.11.5. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

Ap6s inducgdo de ulcera géstrica por etanol absoluto, a atividade da GPx foi analisada

e os resultados estdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18: Atividade da enzima GPx na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de
indugdo de ulcera por etanol absoluto. Dados sdo expressos em média + e.p.m. Andlise
estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey. Diferentes letras (a, b) representam
diferencas estatisticas entre os grupos.

Foi observado aumento na atividade da enzima GPx no estdmago dos animais do
grupo controle negativo tratado com veiculo. O aumento na atividade dessa enzima pode
ser indicativo de estresse oxidativo. O grupo pré-tratado com OEH apresentou atividade da
GPx semelhante ao grupo Sham, indicando menor estresse oxidativo no estomago dos

animais tratados com o 6leo essencial.

4.11.6. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A determinagdo da atividade da enzima SOD na mucosa géstrica de ratos

submetidos ao modelo de indugdo de tlcera por etanol absoluto é demonstrada na Figura

19.
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Figura 19: Atividade da enzima SOD na mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo
de inducio de tlcera gastrica por etanol absoluto. Dados estdo expressos em média + e.p.m.

Andlise estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey. Diferentes letras (a, b) representam

diferencas estatisticas entre os grupos.

A enzima SOD teve sua atividade aumentada no grupo controle negativo tratado

com veiculo, em relagdo ao Sham. No grupo tratado com OEH, a atividade da SOD se

manteve similar aos niveis do grupo Sham.
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5. DISCUSSAO

Plantas aromadticas sdo utilizadas desde a antiguidade devido as propriedades
conservantes e medicinais, que sdo parcialmente atribuidas aos 6leos essenciais (Edris,
2007). Oleos essenciais sdo compostos naturais voldteis e complexos, caracterizados por
um forte odor. Eles sdo utilizados como bactericida, antiviral, fungicida, antiparasitario,
inseticida, medicinal e cosmético; e, atualmente, sdo utilizados principalmente nas
inddstrias farmacéuticas, agricolas, de cosméticos e de alimentos (Bakkali et al., 2008).
Estudos recentes indicam que componentes de Oleos essenciais, especialmente

monoterpenos, apresentam diversos efeitos farmacolégicos (Edris, 2007).

Os compostos majoritdrios identificados no 6leo essencial de Hyptis spicigera sio
a-pineno (50,8%), cineol (20,3%) e PB-pineno (18,3%) (Tabela 1 e Figura 5). Essa
composi¢do é bastante similar aquela demonstrada em um simpdsio sobre 6leos essenciais:
a-pineno (26,4%), cineol (21,5%), B-pineno (13,8%) e biciclogermacreno (18,3%) (Maia &
Andrade, 2009). Geralmente, os compostos majoritarios sao responsdveis pelos efeitos
biofisicos e bioldgicos do 6leo essencial de onde foram isolados, sendo que a amplitude de
seus efeitos depende da concentracdo desses compostos. No entanto, € possivel que a
atividade dos compostos majoritdrios seja modulada pelos constituintes minoritrios,
havendo sinergismo entre eles. Nesse sentido, para efeitos bioldgicos, estudar todo o 6leo
essencial em vez de alguns de seus componentes fornece mais informacdes devido ao

conceito de sinergismo parecer ser significativo (Bakkali ez al., 2008; Mercier et al., 2009).

a-pineno, o composto majoritario de OEH, estd relacionado com uma série de

propriedades farmacoldgicas, tanto isoladamente como em sinergismo com outros pinenos,
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dentre as quais: anti-inflamatéria (Neves et al., 2010), lipofilica, bactericida, fungicida,
inseticida, pesticida, anticarcinogénica, diurética, antioxidante, imunoestimulante, anti-
convulsivo, sedativo, anti-estresse e hipoglicémico. Os efeitos de a-pineno variam

conforme a concentracdo de mono e sesquiterpenos (Mercier et al., 2009).

De acordo com a literatura, B-pineno geralmente acompanha o-pineno em menores
quantidades nos 6leos essenciais. Alguns estudos indicam que o B-pineno, juntamente com
a-pineno e outros terpenos, € citotoxico, lipofilico, bactericida, fungicida, inseticida,
anticarcinogénico, pesticida, antioxidante e sedativo. Quando a- e B-pinenos sdo compostos
majoritarios de um Oleo essencial, eles apresentam atividades anti-inflamatoria e
analgésica. Quando administrado isoladamente, beta-pineno exibe moderada atividade
antimicrobiana (Mercier et al., 2009) e ndo apresenta atividade gastroprotetora (Rozza et al.
2010).

Cineol (1,8-cineol), também conhecido como eucaliptol ou cajeputol, € um 6xido
terpeno presente em muitos Oleos essenciais, frequentemente empregado pela industria
farmacéutica nas formulagdes de farmacos, como estimulador de permeacdo sobre a
camada cornea da pele e como descongestionante (Levison et al., 1994); € utilizado
também no tratamento de bronquite, sinusite e reumatismo (Santos & Rao, 2000). Foi
demonstrado que cineol apresenta, por via sist€mica, atividades anti-inflamatoria,
analgésica, gastroprotetora e hepatoprotetora (Santos et al., 2004), moderada atividade
antioxidante (Mitié—éulaﬁé et al., 2009) e atividade antimicrobiana, mas ndo com a mesma
eficdcia quando comparado ao 6leo essencial completo (Hendry et al., 2009). Além disso,
cineol ndo apresenta efeito mutagénico ou genotdxico, sendo isso um indicio de seguranca

desse composto (Mitié-Culafié et al., 2009).
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A integridade funcional da mucosa gastrica depende do equilibrio entre fatores
agressores € mecanismos protetores. Dessa maneira, o sucesso do tratamento farmacolégico
contra ulcera géstrica depende ndo somente do bloqueio da secre¢do dcida, mas também do
aumento dos fatores de protecdo da mucosa géastrica (Dajani & Klamut, 2000). Os agentes
protetores da mucosa consistem em trés fatores funcionais: secrecio de muco,
microcirculacdo e motilidade (Ueki et al., 1998), dois fatores humorais: prostaglandinas e
oxido nitrico (Whittle et al., 1990) e da sensibilidade neuronal a capsaicina (Holzer, 1998).
A habilidade de certos fatores endégenos protegerem a mucosa gastrica contra danos ao
epitélio géstrico através de mecanismos nao relacionados a inibi¢do da secrecao dcida foi
primeiramente denominada “citoprotecdo” e em seguida caracterizada como
“gastroprotecao” (Szabo & Goldberg, 1990; Martin & Wallace, 2006).

A formacdo das lesdes gastricas induzidas por etanol tem origem multifatorial que
inclui estresse oxidativo, dano ao DNA, decréscimo nos niveis de glutationa total e
peroxidacao lipidica nas células da mucosa géstrica como alguns dos fatores envolvidos,
produzindo necrose, hemorragia sub-epitelial, edema, esfoliacdo celular e aumento da
permeabilidade da mucosa (Hiraishi et al., 1999; Kountouras et al.,, 2001; Szabo et al.,
1985; La Casa et al., 2000). Além disso, a atividade ulcerogénica do etanol se deve a sua
capacidade de dissolver o conteido de muco géstrico, diminuindo o gradiente de potencial
de agdio entre o limen e a mucosa; que, por sua vez, aumenta o fluxo de fons Na* e H para
o limen géstrico, estimulando a secrecdo de histamina, pepsina e de fons H* (Szabo &
Brown, 1987). Considerando que OEH (100 mg/Kg) inibiu em quase 100% a formacao de
lesdes gastricas causadas por etanol, pode-se afirmar que esse Oleo essencial exerce

considerdvel gastroprotecao (Tabela 2).
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O potencial de agressdo das drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (DAINE) ao
trato gastrointestinal continua sendo um grande impedimento no uso para tratamento de
doengas inflamatdrias, como a artrite reumatdide (Avila et al., 1996; Ng & Chan, 2010).
Sabe-se que inibi¢do da sintese de prostaglandinas € o principal mecanismo ulcerogénico de
DAINE, além de provocarem danos ao endotélio vascular, reducdo do fluxo sanguineo,
formagdo de micro-trombos obstrutivos e ativaciao de neutréfilos (Guth, 1992). No modelo
experimental de dlcera gastrica induzida por DAINE, o 6leo essencial de Hyptis spicigera
(OEH) apresentou atividade gastroprotetora na dose de 100 mg/Kg (Tabela 2).

Considerando que propriedades ulcerogénicas de DAINE e etanol sdo consequéncia
da reducdo de mecanismos protetores da mucosa gastrica, como prostaglandina e muco
(Konturek et al., 2005), pode-se afirmar que a atividade antiulcerogénica do OEH
observada nesses modelos pode ser atribuida a esses fatores de protecao.

Alguns agentes farmacolégicos, como inibidores da bomba H'/K'-ATPase,
antagonistas histaminérgicos e colinérgicos, sdo antiulcerogénicos através da reducio da
secrecdo 4acida no estdmago (Aihara et al., 2003). Com base nisso, avaliou-se a atividade
antissecretoria do OEH, tanto por via oral (v.0.) quanto sist€mica (i.d.), através do modelo
de ligadura do piloro. Em ambos os experimentos, OEH nio demonstrou modifica¢cdes nos
parametros 4cido-gastricos. Esses resultados indicam, portanto, que OEH ndo exerce
atividade antiulcerogénica através de mecanismo antissecretério (Tabela 3). Esse resultado
¢ importante quando se leva em conta que o uso prolongado de inibidores de bomba
protonica e de bloqueadores de H, pode provocar efeitos adversos, como hipergastrinemia
devido ao aumento do pH no limen gastrico (Orlando et al., 2007).

Ap6s investigar os efeitos de OEH sobre a secre¢do dcida passou-se a avaliacdo dos

efeitos sobre os fatores protetores da mucosa. Muco géstrico € a primeira linha de defesa
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contra o dcido e, junto com bicarbonato secretado pelo epitélio, adere a mucosa e serve
como uma barreira contra autodigestdo (Allen & Flemstron, 2005). Os resultados obtidos
neste trabalho demonstram um aumento estatisticamente significativo (quase 30%) na
quantidade de muco aderido em animais tratados com OEH, justificando assim a acdo
gastroprotetora observada previamente (Figuras 6 e 11). A importancia do muco como fator
protetor 2 mucosa gastrica se deve também a composi¢do de glicoproteinas, que atuam
como antioxidantes reduzindo danos a mucosa provocados por radicais livres (Repetto &
Llesuy, 2002).

Dentre os fatores humorais presentes na mucosa géstrica, a PGE, desempenha
importante fun¢do na gastroprotecao por estimular secre¢cdo de muco e bicarbonato, manter
o fluxo sanguineo local e aumentar a resisténcia das células epiteliais contra potencial dano
causado por citotoxinas (Hawkey & Rampton, 1985; Brzozowski et al., 2005). A Figura 7
demonstra que mesmo com administracio de um inibidor de COX nao-seletivo
(indometacina) que consequentemente reduz os niveis de PGE,, OEH foi capaz de
aumentar os niveis de PGE; na mucosa gastrica em comparacdo ao grupo controle negativo
Veiculo, que foi também tratado com indometacina. Apesar desse aumento, OEH nio foi
capaz de manter PGE, em niveis basais, similares aqueles encontrados em ratos normais
(Sham). Dessa maneira, nao € possivel assegurar que OEH estimula a sintese de PGE,, mas
pode-se afirmar que esse 6leo essencial € capaz de manter PGE, em niveis suficientes para
proteger a mucosa géstrica contra danos. Considerando que uma das formas de controle da
sintese de muco géstrico € através da PGE,, a acdo de OEH sobre os niveis de PGE, explica
o fato de esse tratamento aumentar a secrecao de muco, confirmando a ac¢do gastroprotetora

promovida por OEH.
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Foi demonstrado que tlcera géstrica induzida por etanol estd associada com reducao
dos niveis de compostos com grupamentos sulfidrila (G-SH), principalmente glutationa
intracelular (GSH). G-SH limita a geracdo de radicais livres protegendo a célula (La Casa
et al., 2000). Com base nisso, avaliou-se a funcdo de G-SH na gastroprotecdo promovida
por OEH no modelo de tlcera induzida por etanol. Para isso, os animais foram pré-tratados
com NEM, um inibidor de G-SH. Pdde-se concluir que a atividade gastroprotetora do OEH
nao depende desses compostos ja que OEH inibiu a formacao de lesdes ulcerativas (um
pouco mais de 70%) em animais desafiados com etanol apesar da inibicdo de G-SH (Tabela
4). Além de G-SH, outra possivel substincia envolvida na gastroprotecao € o 6xido nitrico
(NO), que ¢é sintetizado pela NO-sintase (NOS) e desempenha importante funcdo de
modular a defesa da mucosa géstrica pela regulacdo da secrecdo de muco (Brown et al.,
1993), aumento do fluxo sanguineo (Wallace & Miller, 2000) e inibicao de infiltracdo de
neutrofilos (Wallace et al., 1997). O ensaio que avaliou a participacio do NO na
gastroprotecao promovida pelo OEH demonstrou que, apesar da inibi¢do de NO pela acdo
do L-NAME, um bloqueador da NOS, OEH continuou exercendo sua atividade
gastroprotetora (Tabela 4). Dessa maneira, pode-se concluir que o mecanismo de prote¢ao
géstrica do OEH nao esta relacionado a sintese de NO.

Até recentemente, estudos sobre génese de ulcera péptica focavam em
anormalidades de secrecdo dcida e de pepsina, sendo que a supressdo dcida, por meio de
antagonistas de receptor de H; e inibidor de bomba protdnica, foi a principal estratégia de
tratamento durante trés décadas (Yuan er al.,, 2006). Atualmente, estd aumentando o
interesse sobre os mecanismos de cicatrizagdo da ulcera e sobre a possibilidade de que a
rapidez e a qualidade do processo de cicatrizacdo possam ser farmacologicamente

moduladas (Wallace, 2008). O modelo de ulcera induzida por d4cido acético foi
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desenvolvido a fim de avaliar o processo de cicatrizacdo das ulceras pépticas. Esse modelo
se assemelha muito a udlcera em humanos, tanto no aspecto patolégico quanto nos
mecanismos de cicatriza¢do, considerando que sdo dificeis de tratar e requerem longo
tempo para cicatrizagdo (Okabe & Amagase, 2005). OEH demonstrou ser capaz de acelerar
o processo de cicatrizacdio de dtlcera gastrica em ratos, mostrando forte atividade
cicatrizante (Figura 8). Também através desse modelo experimental e dos parametros
toxicolégicos avaliados, pode-se concluir que OEH apresenta baixa toxicidade, na dose de
100 mg/Kg até 14 dias consecutivos de administracdo por via oral em ratos (Figura 10 e
Tabela 5).

Cicatrizacdo de tulcera € um processo de reparo geneticamente programado que
inclui inflamacao, proliferacdo celular, reepitelizacdo, formacdo de tecido de granulagdo,
angiogénese e remodelagdo tecidual com interacdo entre células e a matriz extracelular. A
capacidade de acelerar esse processo depende de muitos fatores, como fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento fibrobléstico basico (bFGF), fator de crescimento
epitelial vascular (VEGF), peptideos trefoil e COX-2; essa dependéncia € espacial e
temporalmente sincronizada (Tarnawski, 2005). Considerando a importancia de COX-2 e
EGF no processo de cicatrizagdo, a expressdo dessas proteinas foi analisada por western
blotting em estdmagos de ratos submetidos a indugdo de ulcera por 4cido acético. Pdde-se
observar grande quantidade de ambas as proteinas em animais tratados com OEH - a
expressdo de COX-2 aumentou 1,75 vez e a de EGF 2,15 vezes, ambos em comparagdo ao
grupo Sham (Figura 9 A e B, respectivamente).

COX-2 desempenha importante fun¢do na cicatrizacdo da ulcera géstrica, enquanto
que sua inibi¢c@o prejudica esse processo (Peskar, 2005). No sitio da tlcera, COX-2 parece

contribuir para sintese de prostaglandinas e € considerado segunda linha de defesa contra
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ulcera gastrica, ativada durante o processo de cicatrizacdo para compensar a perda
tempordria de COX-1 na mucosa adjacente a ulcera. COX-2 também auxilia a COX-1 na
manuten¢do da integridade da mucosa gastrica; sua expressdo € estimulada por vdrios
fatores de crescimento e citocinas (Halter et al., 2001).

Fatores de crescimento e seus receptores desempenham importante fun¢do na
proliferacdo e migracdo celular, reparo de tecido lesionado e cicatrizagdo de ulcera. O
principal receptor de fator de crescimento expresso nas células progenitoras géstricas € o
receptor de fator de crescimento epidermal (EGF-R), o qual regula a proliferagdo celular
(Laine et al., 2008). OEH aumentou a expressdao de EGF em mais de 100% no modelo de
ulcera gdstrica induzida por 4cido acético. Diversos autores associam O processo
antiulcerogénico com cicatrizacao da ulcera cronica e participacdo do EGF (Konturek et al.,
1992). Sendo assim, o aumento na expressio de COX-2 (75%) e EGF (115%) para
restauracdo da mucosa gdstrica, em animais tratados com OEH, € uma forte evidéncia da
capacidade cicatrizante desse 6leo essencial.

Recentemente, muitos Oleos essenciais foram qualificados como antioxidantes
naturais (Ruberto & Baratta, 2000). Com base nisso, outro objetivo desse trabalho foi
verificar se OEH apresenta mecanismo antioxidante em sua atividade gastroprotetora. Para

isso, a atividade antioxidante de OEH foi primeiramente testada in vitro.

O método DPPH ¢ baseado na reacdo de transferéncia de elétrons ao radical peroxil
DPPH e a atividade antioxidante das amostras testadas ¢é definida em termos de
concentracdo minima para reduzir 50 % do DPPH — ECsy (Aruoma, 2003; Magalhaes et al.,

2008). De forma geral, quanto menor o valor de ECs,, maior a capacidade antioxidante,
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sendo compostos com ECsy < 50 pg/mL considerados significativos antioxidantes nesse
ensaio (Omisore et al., 2005). OEH nao apresentou atividade redutora nesse ensaio.

Ao contrario do método DPPH, cujo mecanismo envolve transporte de elétrons, o
método ORAC-FL envolve reac¢des de transferéncia de hidrogénio. Nesse método utilizou-
se a fluoresceina como sonda fluorescente e o radical AAPH, o qual quando oxidado gera
radical peroxil. A habilidade antioxidante da amostra em sequestrar radicais peroxil é
calculada a partir da medida da area sob a curva de decaimento da fluorescéncia (“Area
Under the Fluorescence Decay Curve” — AUC) comparada ao padrdao Trolox e ao Branco
(diluente). O ORAC-FL combina o tempo e a porcentagem (%) de inibi¢do da acdo do
radical pelo antioxidante e usa a AUC para quantificagdo do potencial antioxidante da
amostra (Ou et al., 2001 com modificacdes em Salvador et al., 2006; Huang et al., 2005
apud Tomei et al., 2007; Vasconcelos et al., 2007). OEH apresentou considerdvel acdo
antioxidante nesse modelo (ORAC = 1103,4 umol TE/g OEH) (Tabela 6 e Figural?2).

Considerando a atividade antioxidante in vitro de OEH apresentada pelo método
ORAUC, procurou-se avaliar a atividade antioxidante in vivo desse 6leo essencial, através do
modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Nesse modelo, o agente
lesivo induz uma rdpida e forte venoconstricio que é acompanhada por uma ripida e
vigorosa dilatacdo arteriolar, processo no qual sdo geradas espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Glavin & Szabo, 1992). OEH (100 mg/Kg) inibiu em 68% a formacdo de lesdes
gastricas causadas por etanol absoluto; esse resultado indica possivel mecanismo
antioxidante envolvido na atividade gastroprotetora de OEH (Figura 13).

Uma das principais consequéncias da liberacao de ERO € a formacao de peréxidos
lipidicos que causam prejuizos as membranas bioldgicas, acarretando diversos danos as

células. Na literatura, s@o diversos os trabalhos que mostram aumento da peroxidacao
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lipidica na tlcera géstrica, alguns deles apresentando uma estreita correlagdo entre a
concentracdo de TBARS e o indice de lesdo no estdmago ulcerado por etanol absoluto
(Mizui & Doteuchi, 1986; Kvietys et al., 1990; Salim, 1990; La Casa et al., 2000;
Rodrigues et al., 2010). Conforme a literatura, os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram significativa reducdo da peroxidagdo lipidica em relacdo a reducdo da édrea
de lesao ulcerativa. Animais tratados com OEH apresentaram reducdo de 83% do indice de
peroxidacdo lipidica (Figura 14). Esse resultado concorda com o do método in vitro ORAC,
cujo mecanismo envolve sequestro de radicais peroxil, que sdo formados durante a
peroxidacao lipidica.

Além disso, a peroxidacdo lipidica resulta na producdo e liberacdo de substincias
que recrutam e ativam leucocitos polimorfonucleares (Zimmerman & Granger, 1994 apud
La Casa et al., 2000). Infiltracdo de células inflamatdrias, como neutréfilos e macrofagos,
no tecido constitui outra fonte biolégica de ERO (Koch et al., 2004; La Casa et al., 2000).
A infiltracdo de neutréfilos € também relatada como um dos processos envolvidos na
génese de ulcera géstrica (Bayir et al., 2006). A enzima NADPH oxidase, presente na
membrana de neutréfilos, reduz O, a O,", que é convertido a perdxido de hidrogénio
(H,0,). Além disso, neutrdfilos liberam outras substincias citotoxicas, como proteases e
lactoferrinas (Derin et al., 2006).

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), presente em altas concentragdes nos
granulos citoplasmdticos de neutréfilos, é relatada como indicador da infiltracdo dessas
células (Nauseef, 2001; Segal, 2005; Hansson et al., 2006). Viérios trabalhos apresentam
aumento na atividade da MPO associado a tdlcera gastrica (Smith er al., 1987; Andrews et

al., 1994; de la Lastra, et al., 1997; Murakami et al., 1997; Derin et al., 2006). Apds
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inducdo de ulcera géstrica por etanol absoluto, observou-se aumento na atividade de MPO
no estdmago de ratos que receberam apenas veiculo. Nos animais tratados com OEH, esse
aumento foi evitado, o que indica possivel inibi¢do de infiltracdo de neutrdfilos e,
consequentemente, menor liberacdo de radicais livres e substancias lesivas no tecido,
contribuindo para a gastroprotecdo desse tratamento (Figura 15). Vale ressaltar, que esse
resultado € condizente com aquele obtido com o método ORAC-FL e do indice de
peroxidacdo lipidica. Sendo OEH capaz de sequestrar radicais peroxil, evita-se o
desencadeamento do processo de peroxidacdo lipidica e, consequentemente, evita-se O
recrutamento de neutrofilos.

Além do aumento da peroxidacdo lipidica, diversos trabalhos evidenciam geracdo
de ERO na ulcera géastrica induzida por etanol com diminui¢io na quantidade de
grupamentos sulfidrila na mucosa géstrica (Mizui & Doteuchi, 1986; Melchiorri et al.,
1997; Bagchi et al., 1998; Kahraman et al., 2003; Arafa & Sayed-Ahmed, 2003). Ao
contrario do que foi descrito, administracdo de etanol provocou aumento nos niveis de G-
SH, tanto em animais do grupo controle negativo quanto naqueles pré-tratados com OEH
(Figura 16).

No entanto, para alguns autores, a fun¢do dos G-SH na citoprotecio da mucosa
géstrica € controversa. Segundo Takeuchi e colaboradores (1988), os niveis géstricos de G-
SH nao estdo diretamente relacionados nem com desenvolvimento, nem com prevencao de
ulcera géstrica induzida por etanol, pois tanto o aumento quanto a deplecdo dos niveis
gastricos de G-SH podem induzir citoprotecdo géstrica contra danos induzidos por etanol; o
agravamento ou a prevengdo dessas lesdes pode estar associado ao aumento na
permeabilidade vascular da mucosa ou a inibicdo da motilidade gastrica, respetivamente.

Sendo assim, para esses autores, os niveis gastricos de G-SH nio sdo os mediadores diretos
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na protecdo da mucosa gastrica contra lesdes induzidas por etanol. O resultado obtido sobre
niveis géstricos de G-SH demonstrado na Figura 16 estd de acordo com essa hipdtese. Isso
pode ser uma evidéncia de que a capacidade antioxidante de OEH nao estd relacionada as
medidas de protecdo dessas substancias, confirmando o resultado da Tabela 4, no qual foi
demonstrado que G-SH ndo participam na gastroproteciao em ratos tratados com OEH.

A administracao de etanol resulta também na diminui¢do da atividade antioxidante,
formando assim um ambiente favordvel para o estresse oxidativo (Das & Vasudevan, 2007).
O organismo possui um sistema de defesa antioxidante, que abrange um complexo de
enzimas e moléculas capazes de sequestrar radicais livres. Dentre essas enzimas, GPx
converte H,O, em H,O, a partir da oxida¢do da glutationa (GSH) a sua forma dissulfidica
(GSSG), a qual pode novamente ser convertida a GSH pela acdo da GR utilizando NADPH
como co-fator (Imai & Nakagawa, 2003; Zabtocka & Janusz, 2008).

Na determinacdo da atividade da GR, ndo foram observadas diferengas entre os
grupos (Figura 17), diferente do observado por alguns autores, cujos trabalhos demonstram
diminui¢do na atividade da GR em lesdo ulcerativa causada por etanol (Moghadasian &
Godin, 1996; Bilici et al., 2002). O ciclo “redox” da glutationa desempenha importante
papel para garantir a integridade da mucosa em exposi¢do ao etanol. Mas os resultados
podem ser explicados considerando-se que a integridade da mucosa desafiada com etanol
fol mantida em animais tratados com OEH, mesmo sem aumento significativo da atividade
da GR. Pode-se afirmar que esse resultado condiz com o de grupamentos sulfidrila
demonstrado na Figura 16, ou seja, grupamentos sulfidrila ndo fazem parte do mecanismo

antioxidante de OEH de fato.
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Ap6s inducdo de ulcera gastrica por etanol absoluto, houve aumento na atividade da
GPx no grupo controle negativo, o que ndo foi observado no grupo tratado com OEH
(Figura 18). Ao contrdrio, diversos trabalhos relatam diminui¢do na atividade da enzima
GPx ap6s exposi¢ao de tecidos ao etanol (Puntarulo et al, 1999; Molina et al., 2003; Luczaj
& Skrzydlewska, 2004). Esta enzima pode ser inativada através de modificacdes nos
residuos de selenocisteina em seu sitio ativo, por 4-hidroxinonenal (HNE), um produto da
peroxidacdo lipidica (Miyamoto et al., 2003; Luczaj & Skrzydlewska, 2004). Além disso, a
atividade da GPx pode ser reduzida devido a deplecao da glutationa pelo etanol (Loguercio
et al, 1993; Bilici et al., 2002).

No entanto, ha divergéncias com relagdo a atividade dessa enzima. Repetto e
colaboradores (2003) analisaram a atividade da GPx em modelo de ulcera induzida por
etanol e nio observaram diferencas entre os grupos experimentais. Em outros tipos de
lesdo, como colite ulcerativa, € relatado aumento na atividade da GPx em modelos
experimentais, provavelmente como efeito do acumulo de peréxidos (Nieto et al., 2000;
Tham et al., 2002). Sendo assim, € provdvel que a elevada atividade da GPx nos animais
tratados apenas com veiculo esteja relacionada ao acimulo de perdxidos, evidenciando que
o mecanismo antioxidante de OEH estd provavelmente relacionado com sequestro de
peroxidos, confirmando os resultados de ORAC-FL e de inibi¢ao do indice de peroxidacao
lipidica.

Superdxido dismutase (SOD) forma um grupo de enzimas conjugadas com metal,
de papel antioxidante vital na saide humana conferido pela acdo sequestradora do anion
superéxido (Johnson & Giulivi, 2005). Além disso, esta enzima também é componente
essencial de vias de sinalizacdo que regulam a fisiologia celular (Oberley, 2005). Existem

trés formas conhecidas de SOD em células de mamiferos, a SOD contendo cobre e zinco
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(CuZnSOD) encontrada principalmente no citoplasma e nicleo, a SOD contendo manganés
(MnSOD) encontrada nas mitocOndrias e a SOD extracelular (ECSOD) encontrada
primariamente nos compartimentos extracelulares (Oberley, 2005).

Ap6s indugdo de ulcera gdstrica por etanol absoluto, a enzima SOD apresentou
aumento de atividade no estdbmago de animais tratados apenas com veiculo (Figura 19).
Esse resultado estd de acordo com o obtido por outros autores. Ganguly e Swarnakar (2009)
observaram aumento na expressio de mRNA da enzima SOD associado ao aumento de
estresse oxidativo e liberacdo de mediadores inflamatérios em modelo de inducao de ulcera
gastrica por indometacina (DAINE). Também, Konturek e colaboradores (2008)
observaram aumento da expressdo de mRNA de SOD na mucosa géstrica ulcerada, nesse
caso, em ulcera cronica induzida por acido acético.

Além disso, Repetto e colaboradores (2003) atribuem o aumento na atividade da
SOD ao estresse oxidativo e maior liberagdo de O,". Assim, maior atividade e expressdo da
enzima SOD na mucosa géstrica podem indicar maior exposicdo do tecido a geracdo de
ERO e a menor atividade da SOD no grupo pré-tratado com OEH, em comparacdo ao
controle negativo, evidencia menores danos a mucosa géstrica dos animais desse grupo,
com menor exposicao a estresse oxidativo. Esse resultado condiz com o da atividade da
GPx, demonstrado na Figura 18. No grupo pré-tratado com OEH, a atividade da SOD
apresenta-se reduzida, nao havendo acimulo de peréxido de hidrogénio e, sendo assim, a
atividade da GPx também fica reduzida nos animais tratados com o 6leo essencial. J4
aqueles animais do controle negativo, que apresentaram aumento na atividade da SOD,
também tiveram a atividade da GPx aumentada por conta do acimulo de perdxido de

hidrogénio.
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Dessa maneira, o mecanismo antioxidante de OEH esta relacionado ao sequestro de
radicais peroxil, por transferéncia de hidrogénio, demonstrado pelo resultado de ORAC-FL,
sendo inibicdo do indice de peroxidacdo lipidica, da atividade da MPO e da GPx
consequéncias da redugdo desses radicais. Com o menor estresse oxidativo, em animais
tratados com OEH, a atividade da SOD fica consequentemente reduzida.

Para finalizar, os resultados obtidos confirmam a indicagdo popular de OEH no
tratamento de problemas digestivos, considerando sua capacidade de proteger a mucosa
gastrica de animais contra diferentes agentes agressores, por diferentes mecanismos de

acdo: citoprotetor, cicatrizante e antioxidante.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que as
atividades antiulcerogénica e gastroprotetora promovidas por OEH sao devidas ao aumento
da produgdo géstrica de muco relacionada aos niveis de PGE, na mucosa gastrica. Os
resultados demonstraram também que OEH possui uma forte atividade cicatrizante
modulada pelo aumento na expressio de COX-2 e EGF na mucosa gistrica. Outro
mecanismo envolvido nessas atividades é o antioxidante, via transferéncia de atomos de

hidrogénio, relacionado ao sequestro de radicais peroxil.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos com OEH sdo promissores devido a significativa protecdo
contra dlcera géstrica induzida por diferentes agentes e sugerem uma promissora aplicacao
terapéutica de OEH; no entanto, estudos adicionais acerca desse 6leo essencial ainda sdo
necessdrios. Assim, sdo perspectivas do trabalho com OEH:

= Estudos adicionais de toxicidade, como toxicidade aguda e crdnica;

= Avaliar outros possiveis mecanismos envolvidos na atividade antiulcerogénica;

= Avaliar o potencial antiulcerogénico de dois compostos majoritarios de OEH (a-
pineno e cineol), isoladamente. Sobre o terceiro comsposto majoritario de OEH, (-
pineno, ja hé estudos antitilcera realizados;

= Desenvolver formas farmacéuticas contendo OEH e realizar estudos de

farmacocinética e farmacodinamica.
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