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RESUMO

A Ulcera géstrica é uma das doencas mais prevalentes em adultos no mundo, possui
carater benigno, e é definida como um disturbio na integridade da mucosa gastrica
gue causa um dano superficial e se estende da camada muscular da mucosa ate
submucosa, ou mais profundamente, devido a um processo inflamatério por
sangramento e perfuragdes, levando a uma alta morbimortalidade. A terapia para
tratamento de Ulcera € composta por varios farmacos, porém os efeitos colaterais
sdo fatores que fazem necesséario os estudos com produtos naturais devido a alta
demanda de farmacos para o tratamento de doencas do trato gastrintestinal e os
seus efeitos adversos. O fitol, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol) € um diterpeno
gue pertence ao grupo dos alcoois aciclicos insaturados. Nao ha relatos sobre a
atividade gastroprotetora do fitol na literatura, porém outros estudos demonstraram
atividades antimicobacteriana e anti-inflamatéria. O objetivo desse estudo foi
investigar a atividade gastroprotetora do fitol em modelos de les6es géastricas em
ratos e seus possiveis mecanismos de acdo. Para isso, foram utilizados ratos Wistar
machos (180-250 g), e foi avaliado o percentual de inibicdo da area de lesbes
induzidas em relacdo ao controle (veiculo). Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo protocolo CEUA (498/18). Os dados sao representados como média
+ E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey). No modelo
de lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto, o fitol, administrado por via oral 1h
antes da aplicacdo do agente ulcerogénico, apresentou efeito gastroprotetor
significativo nas doses de 12,5 (0,69 + 0,31%) 25 (1,93 + 0,78%) e 50 mg/kg (0,98 =
0,47%) ao reduzir a area de lesdo 96%, 90% e 95% (*p<0,05), respectivamente, em
relacao ao veiculo (19,18 + 1,05%). Nas lesfes induzidas por isquemia e reperfuséo,
o fitol nas doses 12,5 e 25 mg/kg, v.o., também diminuiu significativamente (*p<0,05)
as areas das lesdes (1,51 + 0,82 mm2) em 89,3% e (7,65 = 2,0 mm?2) em 45,89%,
respectivamente, quando comparado com o grupo veiculo (14,14 + 3,6 mm?2). No
modelo de lesdes induzidas por ibuprofeno, a dose de 12,5 mg/kg promoveu
reducdo da area de lesdo em 54,95% quando comparado ao veiculo. Este estudo
demonstra o efeito gastroprotetor e/ou cicatrizante do fitol e sugere que o mesmo
pode estar associado a sua acdo antioxidante. Na avalicdo da atividade antioxidante
o tratamento com fitol restaurou a mucosa gastrica, reduzindo os niveis da MPO
(74%) e MDA (59%), aumentou a quantidade de grupamento sulfidrila ndo proteico
(88%) e restaurou a atividade da CAT e SOD comparado ao grupo veiculo. Nas
lesGes induzidas por acido acético, os ratos foram submetidos a processos
cirurgicos para indugdo da ulcera. No primeiro dia apos a inducdo da ulcera iniciou-
se o tratamento com fitol nas doses de 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg durante 7 dias,
diminuindo significativamente a area da lesédo ulcerativa (43,17 + 7,28 mm?®) 84%;
(49,42 + 7,50 mm3) 81%; (45,32 = 13,74 mm?3) 83%; (86,75 + 10,50 mm?3) 68%,
respectivamente, em comparagcdo ao grupo veiculo (272,20 = 18,41 mm3),
demonstrando possivel efeito cicatrizante, devido a restauracéo do tecido.
Palavras-chave: Atividade gastroprotetora. Terpenodides. Fitol. Ulcera gastrica.
Cicatrizacao.
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ABSTRACT

Gastric ulcer is one of the most prevalent diseases in adults in the world, is benign in
nature, and is defined as a disturbance in the integrity of the gastric mucosa that
causes superficial damage and extends from the muscular layer of the mucosa to
submucosa, or more deeply, due to to an inflammatory process by bleeding and
perforations, leading to a high morbidity and mortality. Ulcer therapy is composed of
several drugs, but the side effects are factors that make it necessary to study with
natural products due to the high demand of drugs for the treatment of diseases of the
gastrointestinal tract and their adverse effects. Phytol, (3,7,11,15-
tetramethylhexadec-2-en-1-ol) is a diterpene belonging to the group of unsaturated
acyclic alcohols. There are no reports on phytol gastroprotective activity in the
literature, but other studies have demonstrated antimycobacterial and anti-
inflammatory activities. The objective of this study was to investigate the
phytoprotection activity of phytol in gastric lesion models in rats and their possible
mechanisms of action. For this, male Wistar rats (180-250 g) were used, and the
percentage of inhibition of the lesion area induced in relation to the control (vehicle)
was evaluated. All experimental protocols were approved by the CEUA protocol
(498/18). Data are represented as mean = S.P.M. * p <0.05 vs. vehicle group
(ANOVA one way and Tukey test). In the model of gastric lesions induced by
absolute ethanol, phytol, administered orally 1 h prior to the application of the
ulcerogenic agent, had a significant gastroprotective effect at doses of 12.5 (0.69 +
0.31%) 25 (1.93 £ 0.78%) and 50 mg / kg (0.98 + 0.47%) by reducing the area of
injury 96%, 90% and 95% (* p <0.05), respectively, in relation to the vehicle (19.18 +
1.05%). In the lesions induced by ischemia and reperfusion, phytol at doses 12.5 and
25 mg / kg, vo, also significantly decreased (* p <0.05) the lesion areas (1.51 + 0.82
mm?) in 89 , 3% and (7.65 £ 2.0 mm?) in 45.89%, respectively, when compared to the
vehicle group (14.14 £ 3.6 mm?3). In the model of lesions induced by ibuprofen, the
dose of 12.5 mg / kg promoted reduction of the lesion area by 54.95% when
compared to the vehicle. This study demonstrates the gastroprotective and / or
cicatrizant effect of phytol and suggests that it may be associated with its antioxidant
action. In the evaluation of the antioxidant activity the phytol treatment restored the
gastric mucosa, reducing the levels of MPO (74%) and MDA (59%), increased the
amount of non-protein sulfhydryl grouping (88%) and restored CAT and SOD activity
compared to the vehicle group. In the lesions induced by acetic acid, the rats were
submitted to surgical procedures for induction of ulcer. On the first day after the ulcer
induction the treatment with phytol was started at doses of 12.5; 25; 50 and 100 mg /
kg for 7 days, significantly reducing the area of the ulcerative lesion (43.17 = 7.28
mm3) 84%; (49.42 + 7.50 mm 3) 81%; (45.32 £ 13.74 mm 3) 83%; (86.75 + 10.50
mm 3), 68%, respectively, compared to the vehicle group (272.20 £ 18.41 mm3),
demonstrating a possible healing effect due to tissue restoration.

Keywords: Gastroprotective activity. Terpenoids. Fitol. Gastric ulcer. Healing.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 PROBLEMATIZACAO

Atualmente, as condicbes patoldgicas do trato gastrintestinal (TGI) como
gastrite, refluxo gastroesofagico, ulcera péptica, sindrome do intestino irritado e
colite ttm causado elevado impacto nas questdes que envolvem a saude publica.
Isso € ocasionado principalmente pelas mudancas no modo de vida da populagéo,
como condi¢cdes de estresse emocional, dieta inadequada, além do aumento do
consumo de anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) e outros medicamentos, cujos
efeitos adversos incluem sinais e sintomas gastrintestinais, tais como dispepsia, dor
abdominal, ndusea, sangramentos gastrintestinais, vomitos, diarreia e ulceracdes
(LAINE et al., 2008; WALLACE e FERRAZ, 2010; FERREIRA et al., 2016).

Além desses sintomas comuns as doencas intestinais como a Ulcera péptica é
um destaque, pois ela afeta entre 8 a 10% da populagéo dos paises industrializados.
No continente americano milhdes de adultos tém Ulcera ativa em alguma fase da
vida e somente nos Estados Unidos possui a maioria dos casos de Ulcera, sendo
gue 500.000 novos casos e 4 milhBes de recorréncias, demonstrando 8 a 14% na
populacdo em geral. Maioria destas Ulceras é tratada com eficacia, embora outras
evoluam a ponto de gerar uma complicacdo, podendo, inclusive, levar ao O6bito
(PINHEIRO, 2009; BERNADO, 2017).

E preciso ressaltar a prevaléncia de Ulcera péptica estimada no Brasil, em
estudos realizados por Oliveira et al, (2015) foi de 0,1 — 0,2 % em 2008, contudo,
vale dizer que ha subnotificacdes dos casos. Esse disturbio causa elevadas perdas
econbmicas e gastos com saude devido a baixa produtividade do trabalhador,
atividades limitadas, visitas médicas e hospitaliza¢des (FERREIRA, 2005).

Diante deste agravante, surge a necessidade de novas alternativas que
garantam segurancga e eficacia. Dentre as opgoes, as plantas e seus metabolitos séo
promissores na busca por novas terapias que possam ser utilizadas no tratamento
das doencas que acometem o trato gastrintestinal (SANTIN et al., 2010; DE
ALMEIDA, 2013).

Portanto, o mecanismo de acédo e o potencial terapéutico de uma grande

variedade de plantas estdo sendo investigados e fornecerdo informacgdes Uteis para
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o desenvolvimento de novas farmacoterapias. Contudo, os estudos ainda sé&o
escassos e o Brasil, mesmo sendo detentor de uma biodiversidade rica, desconhece
o valor econdmico de seus recursos botanicos, sendo necessario cada vez mais

estudos farmacoldgicos e fitoquimicos (DE ALMEIDA, 2013).

1.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO ESTOMAGO

O tratogastrointestinal (TGI) é constituido por um tubo digestivo e suas
glandulas secretoras anexas, sendo estruturalmente caracterizado como um tubo
muscular derivado do mesoderma com um epitélio especializado se estendendo
desde a faringe posterior até o anus (MARCONDES, 2012). Este € capaz de exercer
diversas atribuicdbes no organismo, como o transporte de nutrientes, agua e
eletrdlitos do meio externo para o meio interno do corpo e na defesa contra diversos
patdgenos (BOEING, 2015; BRAGA, 2016).

Possui 0 estbmago como o principal 6rgdo do TGI, que tem como
caracteristica ser muscular oco, grande, em forma de feijdo, o qual na sua forma
anatémica divide-se em trés porcdes: fundo, corpo e antro pilérico. E limitado por
dois sistemas de esfincteres: o esfincter esofagiano inferior, localizado na parte
superior ou proximal do estdbmago; e o esfincter pilorico, situado na parte inferior ou
distal do estomago (SILVA, 2010) (Figura 1).

Figura 1 - Anatomia do estbmago e estrutural da mucosa géastrica

CORPO DO
ESTOMAGO

AL PILORICO

DUODENO

Fonte: OLIVEIRA, 2011
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A principal substancia das secrecfes do estbmago é o acido cloridrico (HCI),
secretado pelas células parietais (oxinticas), sob controle da gastrina (um hormdonio
secretado pelas células G, histamina (um mediador local, secretado pelas células
enterocromafin) e acetilcolina (0 neurotransmissor parassimpatico vagal); além disso
0 estbmago secreta pepsina, enzima proteolitica, que é secretada na forma inativa,
como pepsinogénio. O pepsinogénio € liberado dos granulos de zimogénio nas
células principais, estimulado pela atividade vagal, secretina e colecistoquinina
(GOMES, 2006).

Estas secrecfes juntamente com o epitélio colunar de revestimento do
estbmago auxiliam o processo digestivo, secretando muco e bicarbonato e formando
invaginacdes que sdo denominadas fossetas, e a abertura delas no lumen géstrico
correspondem as gastricas, que dao origem as glandulas gastricas, classificadas em
oxinticas, cardicas e piléricas (OLIVEIRA, 2011). A composicdo das fossetas da
mucosa do estdbmago é formada por um gel com caracteristica elastica, viscosa e
aderente que conserva o0 pH proximo ao neutro (TOSTIVINT et al., 2008; OLIVEIRA,
2011; CORDEIRO, 2012; SOMENSI, 2015) (FIGURA 2).

Do ponto de vista secretor, o estdbmago € dividido em: cardia, localizada logo
abaixo do esfincter esofagico inferior, contendo apenas glandulas secretoras de
muco; regido oxintica, situada no corpo do estébmago, equivalendo a 80% da sua
area total, dispondo de grande numero de células parietais, responsaveis pela
secrecdo do acido cloridrico (HCI) e do fator intrinseco, e células principais que
secretam o pepsinogénio; e regido antro-pildrica, contendo glandulas com células G
e células D, que secretam gastrina e somatostatina, respectivamente (FALCAO,
2014) (Figura 2).
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Figura 2 - Os tipos de glandulas gastricas e as células predominantes.
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As glandulas oxinticas sdo as mais abundantes, ocupando o corpo e o fundo
do estdmago, e constitui o sitio da secrecdo de HCIl. Essas glandulas sao
constituidas primeiramente pelas células mucosas do colo e o epitélio gastrico que
secretam basicamente muco; segundamente pelas células parietais que segregam o
acido cloridrico (HCI) e também o fator intrinseco (necessario para a absorcédo de
vitamina B12), preferencialmente localizadas no corpo glandular. E em terceiro lugar,
encontram-se as células principais, 20 vezes mais frequentes que as anteriores,
localizadas principalmente no fundo glandulares e tem como funcdo secretar
pepsinogénio (CALABUIG; RELLOSO; CUBERO, 2009; PINTO, 2013).

Ja as glandulas cérdicas localizam-se na terminacdo do es6fago, sendo
responsaveis pela secrecdo do muco e pepsinogénio. Compdem-se por alguns tipos
celulares tais como mucécitos, endocrindcitos, células parietais e poucas ou
nenhumas células zimogénicas (SCHUBERT, 2010).

E por fim, as glandulas pildéricas que ocupam em torno de 15% do estébmago.
Essas glandulas sao similares as cardicas, tanto na forma quanto na constituicao
celular, no entanto, as glandulas piléricas sdo curtas e desembocam em fossetas
longas e apresentam muitos endocrindcitos produtores do hormonio gastrina, células
enterocromafins, produtoras de serotonina, de células D, de somatostatina e de
enteroglucagon (SCHUBERT, 2010; PINTO, 2013).
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Quanto a motilidade, o estbmago pode ser dividido em uma porcéo inicial, a
qual recebe alimentos oriundos do esbfago, e a porcao final que serve para misturar
e fazer a propulséo do contetdo pelo limen (FERREIRA et al., 2016).

Dentre os vérios fatores responsaveis pela regulacdo da motilidade
gastrintestinal estdo a acetilcolina e a serotonina (DE PAULA, 2009). A serotonina
presente nos nervos entéricos € sintetizada no sistema nervoso entérico pelos
neurdnios serotoninérgicos que constituem cerca de 2% de todos 0s neur6nios
mesentéricos (SIKANDER et al., 2009), em nervos aferentes podem estimular o
peristaltismo e a secrecdo acida gastrica contribuindo para a formacao de lesdo
gastrica (DE PAULA, 2009)

A atividade da musculatura gastrica € modulada por influéncias miogénicas,
neurais e hormonais. Contracbes miogénicas espontaneas sao fundamentais para a
motilidade gastrica, ocorrendo mesmo na auséncia de qualquer outra influéncia e
com a participacao das células intersticiais na propagacao do estimulo elétrico pelas
células musculares lisas (ROSTAS et al., 2011).

A regulacé@o neuronal pode ser originada primariamente no plexo mioentérico
gastrico, o qual também contribui para a estimulacdo extrinseca parassimpatica
(vagal) e simpatica (SILVA, 2014). Além disso, diferentes hormonios também
exercem significante papel na regulacdo da motilidade gastrica de forma
estimulatoria (gastrina, histamina e acetilcolina) ou inibitéria (colecistocinina,
glucagon, peptideo semelhante ao glucacon (GLP-1), peptideo YY, secretina e
somatostatina) (ROSTAS et al., 2011). O controle rigoroso da motilidade gastrica
garante um adequado esvaziamento gastrico, em taxa e composicdo adequada,
permitindo assim uma 6tima absor¢éo intestinal (SILVA, 2014).

A gastrina é o principal regulador fisiolégico da secrecdo &cida géstrica é
também um hormdnio peptidico produzido e secretado pelas células G, localizadas
no antro gastrico, durante a alimentacéo, cuja secrecéo é regulada por mecanismos
de “feedback” envolvendo a secregao gastrica (ROBERTSON et al.,, 2009; DE
PAULA, 2009; CHAKRAVORTY et al., 2009).

A gastrina, além de estimular diretamente as células parietais, também
estimulam as células enterocromafins (ECL) a liberar histamina, estimula os
receptores de colecistocinina e gastrina (CCK2) presentes nas ceélulas parietais e
nos receptores para gastrina das células ECL (DE PAULA, 2009), estimula a

secrecao 4cida gastrica e a proliferacéo de células da mucosa gastrica.
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As células G sdo moduladas pela somatostatina que provocam diminui¢do da
secrecdo de gastrina (KIDD et al., 2007). Os receptores de gastrina estdo presentes
nas células parietais, sdo ativados pela gastrina juntamente com a histamina e
acetilcolina que também possuem receptores nas células parietais. Essas ligacfes
aos receptores especificos de cada substancia ativam a secrecdo gastrica
(CHAKRAVORTY et al., 2009) (Figura 3).

A histamina é uma das responsaveis pela modulacédo de células epiteliais, do
musculo liso e da fungdo do sistema imunolégico. No estbmago a histamina é
liberada pelas células ECL, localizadas nas glandulas oxinticas, e ativam o0s
receptores H2 das células parietais como parte do processo de regulacdo da
secrecdo acida gastrica (ANCHA et al., 2007; KIDD et al., 2007). Alguns
moduladores neurais interferem na liberacdo de histamina pelas células ECL (KIDD
et al., 2007).

A somatostatina, um inibidor da secrecdo gastrica, tem sua liberacéo
estimulada por ativacéo colinérgica, € um peptideo regulatério, produzido e liberado
pelas células D, que modula as células G provocando diminuicdo da secrecdo de
gastrina estimuladora das células ECL. Também é um potente inibidor da secrecéo
de histamina, consequentemente inibe a secrecdo de acido gastrico e pepsina
(JAHOVIC et al., 2007; SCHONBRUNN, 2008; TOSTIVINT et al., 2008).

Figura 3: Células relacionadas a funcdo géastrica
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Figura 3. Células do epitélio gastrico: Estdo representadas as células encontradas nas glandulas da mucosa gastrica: célula
péptica (A) responsavel pela secrecdo de pepsina e fator intrinseco, célula parietal (B) responsavel pela secre¢do de HCI,
célula G (C) responséavel pela sintese e secre¢do de gastrina e célula mucosa cervical (D) responsavel pela sintese e

secregdode muco e bhicarbonato. Fonte : Retirada de Schauf, 1993. Guanabara Koogan

1.4 SECRECAO ACIDO GASTRICA

O estbmago secreta 2,5 L de suco gastrico todos os dias. Este ambiente
acido auxilia no processo de digestdo facilitando a quebra de proteinas e
potencializando a absorcdo de ferro, célcio e vitaminas, além de também possuir
importante papel dentro do mecanismo de defesa da mucosa, atuando contra
agentes infecciosos na regido (CORDEIRO, 2012; CARVALHO, 2017).

A secrecdo do HCI géstrico ocorre nas células parietais através da ativacao
da H*/K*- ATPase - bomba de protons, processo realizado pelas células oxinticas. E
uma acéo continua e complexa controlada por multiplos fatores centrais (neurais) e
periféricos (endocrino e paracrino). (MARCONDES, 2012).

O controle da secrecdo &cida pelas células parietais apresenta papel
relevante na formacgdo da Ulcera péptica, sendo considerado um alvo especifico para
a acao de farmacos (CORDEIRO, 2012; YUAN et al., 2006).

Os principais estimulantes paracrinos, hormonais e neuronais da secrecao
acida sao, respectivamente: histamina, liberada das células enterocromains;
gastrina, liberada das células G e acetilcolina (ACh), liberada dos neurdnios poés-
glanglionares entéricos. A principal substancia inibidora da secrecdo de HCI é a
somatostatina, liberada das células D oxinticas e pildricas (mecanismo paracrino)
(SILVA, 2010).

A producdo deste acido comeca (Figura 4) com a difusdo do diéxido de
carbono (CO2) para a célula (1). Este reage com a agua (H20) numa reacado
catalisada pela enzima anidrase carboénica (AC) (2) havendo a formacéo de &cido
carbénico (H2COs). O &cido carbénico dissocia-se em ion bicarbonato (HCO?%) e
hidrogénio (H+) (3). O ion bicarbonato volta a corrente sanguinea onde uma
molécula de troca iénica plasmatica troca HCO? pelo ion cloro (Cl-) através de um
mecanismo de contra-transporte (4). O ion H+ vai para os canais das glandulas
gastricas através do mecanismo de transporte ativo (5), os ions Cl- difundem-se com
os ions H+ (6) e alguns ions de potéassio (K+) sédo levados para as células por troca
com ion H+ por contra-transporte (7) (CARVALHO, 2013)
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Figura 4: Producao de HCI pela células das glandulas gastricas

Fonte: ALMEIDA, 2013.

Essa estimulacdo da secrecao géastrica é realizada por 3 fases: fase cefalica,
que inicia-se pela visao, cheiro, paladar, mastigacéo e degluticdo do alimento, sendo
mediada pela atividade vagal; fase gastrica, que envolve estimulo mecéanico de
receptores pela digestdo gastrica, mediado por impulsos vagais e pela liberacao da
gastrina; fase intestinal, que se inicia apés a chegada do alimento contendo
proteinas digeridas, no qual ira ativar reflexos parassimpaticos que tém um efeito
estimulatério direto nas glandulas gastricas (FERREIRA, 2005; SCHNEIDER, 2014;
ESTRELA, 2016).

O processo fisiolégico € controlado por segundos mensageiros cujas vias sao
ativadas como resultado da ligacdo de gastrina, acetilcolina e histamina a receptores
especificos sobre a superficie basolateral das células parietais (DE PAULA, 2009).
Dessa forma, as concentraces celulares aumentadas de Ca?* por gastrina/ACh, e
de AMPc, por histamina, convergem para a ultima etapa da secrecdo acida mediada
pela H*/K*-ATPase (MADALOSSO, 2011; CORDEIRO, 2012; ALMEIDA, 2013)
(FIGURA 5).



21

Figura 5 — llustracdo esquematica da secrecédo de acido gastrico pela célula parietal gastrica.
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Estes estimulos dos nervos aferentes vagais cefalicos e géastricos sdo de
forma direta a célula por meio da ativacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos
para acetilcolina (ACh) e a gastrina, provavelmente, ativa um receptor especifico na
célula parietal. E tanto a gastrina quanto a acetilcolina induzem a liberacdo de
histamina a qual atuara em receptor histaminico (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Logo, a sinalizacdo da secrecdo acida por neurotransmissores como ACh,
gue é lancada pelos neurbnios pos-ganglionares entéricos. A gastrina é liberada por
células G do antro gastrico e a histamina é sintetizada pelas células tipo
enterocromafins. Tais neurotransmissores atuam por meio da ativacdo dos seus
receptores especificos M3, CCK2 e H2, respectivamente (FALCAO, 2014; YAO;
FORTE, 2002). A H*/K*- ATPase € ativada por duas vias de sinalizacdo da célula
parietal: a via dependente de adenosina monofosfato e a via dependente de ions
calcio (SOUSA, 2016).

A ativacéo dos receptores M3 (acetilcolina) e CCK-2 (gastrina) presentes na
célula parietal estimula a secre¢do, por mecanismo intracelular que aumenta o calcio
citosolico livre na célula parietal. Esses receptores estdo acoplados a fosfolipases
que catalisam a quebra de fosfolipideos de membrana em trifosfato de inositol (IP3)
e diacilglicerol (DAG). O IP3 estimula a liberacdo de calcio dos estoques

intracelulares que, por sua vez, ativa a proteina quinase C (PKC), levando a
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fosforilacdo de proteinas responsaveis pela ativacdo da bomba de protons, H+K
+ATPase (RIBEIRO, 2013; BERTE, 2013).

A histamina (receptor H2 acoplado a proteina G) exerce sua acao
estimulando a converséo do trifosfato de adenosina intracelular em adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) que ativa a proteina quinase A (PKA), que também
fosforila proteinas envolvidas na ativacdo da bomba de préton. A secrecdo acida
estimulada pela histamina, também pode ocorrer de forma indireta através da sua
ligacdo a receptores H3, que inibem a secrecdo de somatostatina (KAZUMORI,
ISHIHARA; RUMI, 2004; BOEING, 2015) (Figura 5).

Dessa forma os principais mecanismos responsaveis pela secrecdo de acido
gastrico estdo relacionados & ativacdo dos receptores muscarinicos M3 nas células
parietais pela ACh que é liberada pela estimulacdo parassimpética, ela estimula a
secrecdo de pepsinogénio pelas células pépticas, de acido cloridrico pelas células
parietais, e de muco pelas células da mucosa; em comparacdo a histamina e
gastrina, estimulam fortemente a secrecdo de acido pelas células parietais, mas tem
pouco efeito sobre as demais células (CARVALHO, 2017; MARCONNDES 2012).

A histamina liberada pelas células ECL induz as células parietais a
secretarem acido cloridrico ao ativar receptores H2. A gastrina liberada pelas células
G estimula as células parietais diretamente através da ligacdo aos receptores CCKB
presentes na membrana da célula ou indiretamente estimulando a liberacdo de
histamina das ECL (FALCAO, 2014; MARTINS, 2017).

Quando nado estimulada, a atividade da H+/K+ATPase € mantida
predominantemente dentro de tdbulo ou vesiculas citoplasmaticas. Sob estimulacao,
estas vesiculas se fundem com a membrana plasmética apical, resultando em
extensiva secrecao. Ao cessar a secre¢do, H+/K+-ATPase é recolhida da membrana
apical e restabelecida ao seu compartimento tubulo-vesicular. Ndo se sabe ao certo
0 mecanismo exato desta regulagéo, mas os dados sugerem que microfilamentos de
actina, GTPases e também proteinas de ancoragem/fusdo sejam 0s responsaveis
por este processo (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A inibicdo da secreg¢do gastrica € mediada principalmente por acfes da
somatostatina, fatores de crescimento epidérmico e prostraglandinas E2 e 12. A
somatostatina inibe a secrecao de histamina pelas células do tipo ECL e a secrecao
de gastrina pelas células G. O receptor de somatostatina tipo 2 (SSTR-2) € o

principal subtipo que exerce efeitos de mediacdo da somatostatina na secregao
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gastrica. As prostaglandinas (PGs) inibem a secrecédo de acido por acdo direta nas
células parietais por inibir a secrecado induzida pela histamina, sendo um principal
componente protetor (SCHUBERT, 2015).

1.5 FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

A mucosa gastrica esta constantemente exposta a numerosos fatores
agressivos exdgenos e endogenos. Porém, sob circunstancias normais a mucosa
gastroduodenal esta protegida por seus proprios mecanismos de defesa (HUANG et
al., 2016). A perda da integridade da mucosa estomacal pela acdo dos agentes
agressores tem inicio a partir de disturbios secretdrios, como o aumento da acidez
do suco gastrico (H*), do &cido biliar e da pepsina. Também fatores externos podem
ser considerados agressores, como a utilizacdo exagerada de AINES, o fumo, alcool
e a colonizacéo da Helicobacter pylori (SCHNEIDER, 2014).

Diante dessa problematica, é visto que o estbmago possui protecdo contra
injurias motivadas por varios agentes irritantes e nocivos devido a ativa¢do de varios
mecanismos de defesa. Esta resisténcia permite a mucosa continuar integra mesmo
guando sujeita as substancias com larga variacdo de temperatura, potencial
hidrogeniénio (pH) e osmolaridade (ADEFISAYO, 2017).

A defesa ou protecdo da camada mucosa compreendem fatores pré-epiteliais,
uma barreira epitelial, envolvendo a producdo de muco e bicarbonato, PGs,
grupamentos SH, fluxo sanguineo constante, NO e sulfeto de hidrogénio (H2S) cuja
funcao prin
cipal é evitar o contato do &cido cloridrico com as células do epitélio (MARTINS,
2017).



24

Figura 6: Fatores agressores e protetores da mucosa gastrica.
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Dentre esses fatores protetores estdo: o componente pré-epitelial (muco,
bicarbonato e barreira fosfolipidica) que € a principal defesa e o componente epitelial
que é uma camada continua de células epiteliais superficiais, conectadas por
juncdes firmes de fosfolipidios que constituem a segunda linha de defesa da mucosa
com geracdo de bicarbonato. Outros mecanismos de defesa incluem a continua
renovacao celular (acompanhada de fatores de crescimento e PGE2), a manutencgao
do fluxo sanguineo através dos microvasos na mucosa, a geracao de 6xido nitrico e
inervacao sensorial (TARNAWSKI et al, 2008; PERICO, 2014) (Figura 6).

1.5.1 FLUXO SANGUINEO

O fluxo sanguineo é regulado por diversos mediadores inflamatérios, tais
como o oxido nitrico, bradicinina e prostaglandinas e pelo sistema nervoso. A
difusdo de acidos ou toxinas é resultante do aumento do fluxo sanguineo da mucosa
mediada pelos neurdnios sensoriais aferentes que sdo fundamentais para limitar os

danos e facilitar a reparacao tecidual. Além disso, ele neutraliza e dilui a toxina ou o
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acido para evitar que tais substancias se aglomerem na mucosa em concentracdes
citotoxicas (CORDEIRO, 2012).

Portanto, a microcirculacdo da mucosa gastrica promove a protecdo gastrica
por fornecer, quantidades significativas de bicarbonato (HCO?%), substancias
nutritivas e por remover COz2, H*, bem como permitir a difusédo de agentes toxicos do
[imen gastrico (SOUSA, 2013; MARTINS, 2015).

1.5.2 MUCO E BICARBONATO

O muco é produzido pelas células epiteliais e pelas células das glandulas
gastricas, sendo secretado na grande parte do trato gastrointestinal desde o
estdbmago até o coélon. Junto com o (HCO?) é considerado a primeira linha de defesa
da mucosa gastrica, pois mantém a superficie da mucosa com um pH de 6-7, em
meio acido (pH 1-2). E essa camada de muco/HCO? e fosfolipidios surfactantes
confere uma eficiente protecdo para a mucosa gastrica e duodenal (ATUMA et al.,
2001; MARTINS, 2015).

O muco é composto de aproximadamente 95% de agua e 5% de
glicoproteinas, denominadas mucinas. Devido a sua aderéncia e estabilidade, &
capaz de reter o bicarbonato secretado, mantendo um microambiente neutro (pH ~
7,0), que previne a penetracdo de pepsina e a digestdo proteolitica. Estimulam a
producdo dos hormdnios gastrintestinais gastrina e secretina, a prostaglandina E2
(PGE2) e agentes colinérgicos (CARRASCO, 2014).

E o bicarbonato cria um gradiente de pH entre o [limem e o epitélio gastrico,
mantendo pH neutro na superficie das células epiteliais, além de inibir o contato da
pepsina com o epitélio do estbmago em virtude da presenca de fosfolipidios
hidrofébicos. Um relevante agente nesta etapa sao as prostaglandinas (PGs) que
sdo produzidas pelo acido araquidénico e que desempenham uma série de eventos
para contribuir com a protecdo da mucosa gastrica e estimulam a secre¢cédo de HCO3
(TAKEUCHI et al., 2006; ARAUJO; OLIVEIRA, 2012).

1.5.3 PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas (PGs) mantém a integridade da mucosa gastrica pela
inibicdo da secrecdo acida, estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato,
inibicdo da ativacdo de mastocitos, diminuigcdo da aderéncia leucocitaria ao endotélio



26

vascular, inibicdo do apoptose, aumento ou manutencdo do fluxo sanguineo da
mucosa, prevenindo a isquemia (CARRASCO, 2014).

Esses mediadores sdo produtos originados do acido araquidénico,
quimicamente sdo parte de um grupo chamado eicosanoides e liberado de
fosfolipideos de membrana de células lesadas, por acéo catalitica da fosfolipase A2.
Levam a regulacdo de varias funcdes fisioldgicas, tais como: modulacdo da reacéo
inflamatdria, agregacdo plaquetéria, angiogénese e fluxo sanguineo da mucosa
gastrointestinal sendo encontrada em pelo menos duas isoformas distintas
denominadas COX-1 e COX-2 (LAINE et al., 2008; MARTINS, 2015).

As principais PG envolvidas na gastroprotecédo séao as (PGE2) e 12 (PGI2), as
quais podem ativar os receptores EP3 das células epiteliais, causando a diminui¢éo
da secrecdo de &cido e aumento da secrecdo de muco, respectivamente. A
gastroprotecdo mediada pelas PG, do mesmo modo, abrange a ativacdo dos canais
de Karp 0s quais estdo envolvidos em diversos outros processos fisiolégicos do
sistema gastrointestinal, tais como a regulacdo do fluxo sanguineo, secre¢do de
acido e contratilidade do estbmago ( PASSENTI et al., 2012; SCHNEIDER, 2014).

Os antiinflamatorios nao esteroidais (AINES) inibem, de forma nao seletiva, as
enzimas COX, portanto inibe também a sintese de PG. O seu uso crénico esta
relacionado ao desenvolvimento de gastrite e Ulcera gastrica, fato que revela a
influéncia das PG para a manutencao da integridade da mucosa gastrica (DIAS,
2014).

1.5.4 OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) é de grande importancia na perfusdo e regulacédo
vascular por permitir a vasodilatacdo pela sinalizacdo da célula muscular lisa via
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e, destaca-se como um importante
mediador nos mecanismos de defesa gastrica, devido a sua capacidade de aumenta
o fluxo sanguineo da mucosa gastrica e a producéo de muco e de inibir a aderéncia
de neutrofilos as células endoteliais (WALLACE; MA, 2001; CARRASCO, 2014).

Além de ser produzido pelo endotélio vascular, células epiteliais e nervos
sensoriais, através da atividade da enzima sintase de Oxido Nitrico neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iINOS), responsavel pela grande producao de
NO, presente em macréfagos, neutrdfilos e células endoteliais. Este mediador

gasoso ativa a enzima guanilato ciclase, levando a formacdo de GMP ciclico, que
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ativa proteinas quinase G, e dispara uma cascata de fosforilacdo para promover
vasodilatacdo, também estimula a sintese de prostaglandinas, levando ao aumento
de muco e bicarbonato, e participa do processo de cicatrizacao de Ulceras gastricas.
Porém, em altas concentracdes, o NO estd associado com uma resposta
inflamatoria na mucosa gastrica, bem como alteracdes na barreira de muco protetora
(SOUSA, 2013; KWIECIEN et al., 2014).

1.5.5 GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS

Os grupamentos sulfidrilicos também participam do mecanismo de
gastroprotecao evidenciado pelos agentes alquilantes, como N-etilmaleimide (NEM)
que reverte qualquer forma de protecdo da mucosa géastrica (SAZBO, 2014).

Eles iram agir como antioxidantes enddgenos e produtores de muco, no qual
se ligam aos radicais livres formados durante o processo inflamatério da Ulcera
gastrica, protegendo a mucosa gastrica dos efeitos deletérios dos radicais livres
(RIBEIRO, 2013). Exemplo desses compostos sulfidrila é a glutationa reduzida
(GSH), encontrada em altas concentracfes no estomago, sequestram radicais livres.
Deplecdo de GSH aumenta a peroxidacdo lipidica, outro fator responsavel por
injurias na mucosa gastrica. Desta maneira, a manutencdo de um nivel critico de
compostos sulfidrilicos ndo proteicos, além do éxido nitrico, é necessaria para a
acao protetora contra radicais livres (GONCALVES, 2017).

1.5.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Sabe-se que o0s aspectos anatbmicos sdo importantissimos para a
gastroprotecdo, no entanto os mecanismos bioguimicos sdo fundamentais para a
protecdo e manutencdo da homeostase celular gastrica. O metabolismo celular
normal envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como peroxido
de hidrogénio, radical hidroxila e radical superoxido, durante os varios processos
fisiol6gicos no organismo, cita-se, por exemplo, a cadeia transportadora de elétrons
(fosforilacdo mitocondrial), o metabolismo de xenobidticos e a resposta inflamatéria
(CRAVEIRO, 2017; OLIVEIRA, 2018).

No entanto, a producao excessiva de ROS pode prejudicar o funcionamento

celular, além de promover inflamacdo e morte de células, através das vias de
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transducdo do sinal; visto que, afetam as enzimas redox-sensiveis e fatores de
transcricdo, facilitando a acdo de proteases, estimulando a expressdo de
mediadores inflamatoérios e moléculas de adesdo (SOUSA, 2016).

Devido a esses efeitos deletérios, as células desenvolveram um sistema
antioxidante que sdo moléculas que sequestram radicais livres; quelam metais
importantes no sistema redox para eliminacdo desses radicais livres, demonstrado
eficicia na citoprotecdo e cura das lesGes gastrica, como composto pela superoxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT), mieloperoxidase (MPO), malondialdeido (MDA) e
glutationa (GSH) (ONASANWO et al., 2009; FARIA et al., 2012; ARAUJO, 2017).

A Superéxido Dismutase sdo metaloenzimas que catalisam a reacdo de
dismutacdo que transformam &anions superéxido em peréxido de hidrogénio,
desempenhando um importante. A reducdo da atividade de SOD esta relacionada
com a Ulcera gastrica, confirmando os efeitos prejudiciais de espécies reativas de
oxigénio e a importancia do sistema antioxidante (BHATTACHARYYA et al., 2014;
OLIVEIRA, 2018).

A catalase (CAT) € uma enzima antioxidante celular, possui funcdo de
degradar e catalisar o H202, gerando como produtos finais oxigénio molecular e
agua. O que contribui desta maneira com a neutralizacdo e desintoxicacdo desta
molécula gerada pela B-oxidacdo de acidos graxos dentro dos processos
metabdlicos e imunolégicos, 0 que exige uma atividade aumentada da CAT
(KIRKMAN E GAETANI et al., 2007)

A mieloperoxidase (MPO) se diferencia quanto a estrutura, bioquimica,
imunoldgica, genética e espectrofotometricamente das outras peroxidases dos
polimorfonucleares (SCHEIDER e ISSEKUTZ, 1996). E uma enzima contida nos
granulos azurdfilos de neutrofilos, sendo responséavel por fungdes microbicidas e por
danos no tecido inflamado junto aos radicais livres. Geram acido hipocloroso a partir
do peréxido de hidrogénio e do ion cloreto, como parte da atividade respiratéria dos
neutrofilos ativados (MATHESON et al.,, 1981), por isso sdo considerado como
agente oxidativo. A dosagem da atividade da MPO tem sido utilizada como marcador
de infiltracdo de processos inflamatérios agudos em varios tecidos (CROSS et al.,
2003). Como j& foi reportado, os neutréfilos cumprem uma fungéo central dentro a
fisiopatologia das lesdes induzidas pelos AINEs no trato gastrintestinal (WALLACE E
GRANGER, 1992; REUTER et al., 1997).
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O malondialdeido (MDA) faz parte do produto final da acdo dos radicais livres
sobre a peroxidacao lipidica das membranas celulares, por isso se considera como o
principal biomarcador de estresse oxidativo, € mutagénico, sendo um marcador
estavel da peroxidacdo de lipidos da membrana. Podendo ser quantificado, este é
suficientemente estavel para se difundir do seu sitio de formac&o (ex. membranas)
para outro sitio (ex. nucleo), podendo causar danos (DALLE-DONNE et al., 2006;
SILVA, 2017; ONYANGO E BABA, 2010).

Outro processo antioxidante importante é feita pela Glutationa peroxidase
(GPx), que converte a glutationa em glutationa oxidada (GSSG), e nesse processo
reduz H202 a H20 e lipidios hidroperoxidos (ROOHe+) em alcoois estaveis,
apresentando importante papel na protecdo das células contra os efeitos do
peroxido de hidrogénio. Ja a Glutationa redutase reduz a glutationa oxidada para
GSH (MCCAY et al., 1976; BOMPART et al., 1990; BHATTACHARYYA et al., 2014).
O GSH atua como um cofator da GPX, otimizando a reducédo de H202 a H20. Além
disto, este tripeptideo reage de modo ndo enzimatico com o radical hidroxila, N20O3s, e
com o peroxinitrito, tendo assim uma atividade antioxidante propria (GRIFFITH,
1999). O seu nucleo do residuo cistenilglicina tem a capacidade de reagir com um
elétron nado pareado de um radical livre, formando um radical GS+ que é dimerizado
em GSSG, que é entdo reduzido pela glutationa redutase novamente em GSH
(KRETZSCHMAR, 1996; JUNIOR et al., 1998). A glutationa detoxifica hidroperdxidos

a partir da seguinte reacao:

2 GSH + ROOH+ — GSSG + ROH + H20 (SHAN et al, 1990).

Desta forma, vé-se a importancia deste sistema antioxidante endogeno, e
gue uma reducdo dos niveis destes componentes antioxidantes leva ao aumento do

estresse oxidativo e lesdo celular, causando injdrias como gastrite e Ulcera gastrica.

Figura 7: Sistema antioxidante : participacao de importantes enzimas de defesa antioxidante do organismo
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REDUTASE NADP+

NADPH

Fonte: CARVALHO, 2017.

1.6 ULCERA GASTRICA

7z

A Ulcera péptica é caracterizada por uma ou mais feridas na parede do
estbmago ou duodeno (primeira parte do seu intestino delgado) (figura 8). Quando
as Ulceras pépticas sdo encontradas no estbmago, elas sdo chamadas de Ulceras
gastricas. As lesdes localizadas no duodeno sdo chamadas de Ulceras duodenais,
sendo que as duas formas de Ulcera podem ocorrer separadas ou juntas. Muitas
pessoas tém Ulcera péptica, ndo temos estatisticas precisas no Brasil, mas nos
Estados Unidos cerca de 20 milhBes de pessoas apresentardo uma ulcera durante
sua vida. As Ulceras duodenais ocorrem mais frequentemente entre os 30 e os 50
anos de idade, e sdo duas vezes mais comuns em homens, enquanto as Ulceras
gastricas (no estbmago) sao mais frequentes apés os 60 anos e em mulheres (FBG,
2015).

FIGURA 8: Ulcera gastrica

Estfago Mucosa
Submucosa

Estomago

Duodeno

Fonte: adaptado de FBG, 2015.



31

E uma lesédo representada pela perda de tecido que ultrapassa os limites da
camada muscular da mucosa e ocorre nas porcdes expostas a secrecdo acida.
Essas lesGes sdo causadas por uma desordem entre os fatores protetores (muco,
bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, NO, prostaglandinas) e lesivos (pepsina,
acido cloridrico, H202, OH, Oz -, dentre outros ou exogenos (etanol, antiinflamatérios
nao esteroidais (AINES)), e agentes bioldgicos (Helicobacter pylori) (FERRAZOLLI,
2008; POTRICH, 2009) (FIGURA 8)).

As Ulceras gastricas podem ser classificadas como ulceracdo aguda ou
cronica, sendo o primeiro caso caracterizado como inflamacao ativa, com infiltrado
neutrofilico e hemorragia na superficie da mucosa. Ja os casos de Ulceras crénicas
apresentam uma mucosa com varios graus de injuria e agregados linfoides na regiao

(CARVALHO, 2017).

Figura 9: Mecanismos de defesa e agentes agressores da mucosa gastrica
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Fonte: CARVALHO, 2017

A maior incidéncia geralmente ocorre em pessoas que fumam, usam AINEs
ou consomem alcool. Além disso, a ulcera esta entre as doengas que mais
acometem o homem, tornando um problema de saldde publica, pois tem um impacto
econdmico significativo (Bl et al., 2014). O desenvolvimento da doenca e das mortes
a ela relacionadas coincide com o processo de urbanizacéo e existem evidencias de
que o estresse possa ser um dos fatores envolvidos (ALMEIDA, 2014).

A Ulcera gastrica pode se apresentar de forma assintomatica, hemorragica ou

perfurante e tem chance de manifestar quando esta interligada a infec¢bes virais e
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bacterianas, insuficiéncia renal cronica, sarcoidose, doencas mieloproliferativas
,além disso, existem casos de doencas criticas associadas a Ulcera gastrica, como a
trombose, embolia e cirurgias que podem levar a um quadro de hipoperfusdo da
artéria esplénica causando necrose de coagulacdo no tecido géastrico (TANIMOTO,
2010).

O processo fisiopatolégico dessas lesdes envolve processos isquémicos, com
liberacdo de radicais livres, e aparecimento de um infiltrado inflamat6rio com
predominancia de neutrdéfilos, acarretando na mucosa caracteristica histopatologica
e alteracdes estruturais e funcionais que resultam em lesdes, e quando esses danos
acometem camadas profundas podem afetar o endotélio vascular, o que rebaixa o
fluxo sanguineo e diminui o aporte de oxigénio e nutrientes, acometendo piora da
lesdo (MELO, 2013).

Estas lesdes podem ser cronicas e solitarias ou podem envolvem gastrites e
dispepsia. A gastrite € caracterizada como a inflamacdo do revestimento do
estbmago, podendo ser aguda ou crbnica. J4 a dispepsia sdo sintomas do trato
digestorio, geralmente associado a causas organicas, mas em geral € caracterizada
pelo aumento da secrecao acida (LEMOS, 2010; NASCIMENTO, 2016).

O sintoma predominante da Ulcera gastrica é a dor epigastrica, a qual pode
ser acompanhada por outros sintomas dispépticos (distensdo abdominal,
eructacdes, azia, nauseas e refluxo) falta de apetite e perda de peso. Por muito
tempo a ulcera foi controlada de maneira cirdrgica, o que resultava em altas taxas de
morbidade e mortalidade. O que resultou o desenvolvimento de farmacos ao longo
dos anos indicando uma mudanca gradual no foco de tratamento da Ulcera péptica
(NASCIMENTO, 2016; FERREIRA, 2013).

Dentre as principais causas no desenvolvimento de Ulceras pépticas
gastricas, mas principalmente duodenais, € a Helicobacter pylori, esta bactéria, gram
negativa e microaerofilica, que coloniza o esttmago humano e que foi encontrada
pela primeira vez, em 1982, em Perth na Australia, numa amostra de bidpsia
gastrica de doentes com gastrite, tornou se um grande objeto de estudo
(CARVALHO, 2013).

A Helicobacter pylori esta habituada a cavidade gastricas que revela ser um
ambiente extremamente hostil para a maioria dos microrganismos devido sua
acidez, peristalse, a (in)disponibilidade de nutrientes, a resposta imune inata e

adaptativa do hospedeiro a competicdo com outras bactérias (DE ALMEIDA, 2014).
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A sua interacdo com o hospedeiro tem um impacto no padrdo e na severidade da
gastrite, devido a liberacdo de enzimas produzidas ou liberadas pela bactéria
(CARVALHO, 2013).

As doencas gastrintestinais relacionadas ao consumo de &lcool tem papel
importante na pratica clinica. As Ulceras induzidas por etanol sdo predominantes na
porcdo glandular do estdbmago. Causa aumento da peroxidacao lipidica, baixam os
niveis de SOD, CAT, GSH e os fatores gastroprotetores, além de esgotar o muco na
superficie gastrica, interfere na microcirculacdo e inibe a sintese das
prostaglandinas, resultando em dano da mucosa gastrica (ROZZA et al., 2012).

Outro fator de risco importante ao aparecimento de Ulceras gasricas é 0 uso
de AINEs, pois proporcionam alivio sintomatico da dor e edema em doencas
articulares cronicas (OLIVEIRA, 2011). Os AINEs bloqueiam reversivelmente as
isoenzimas, ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2). A (COX-1) é uma enzima
expressa na maioria dos tecidos, incluindo nas plaquetas e esta envolvida na
homeostasia dos tecidos, é responsavel pela producdo de prostaglandinas (PG)
relacionadas com a citoprotecdo gastrica e com sua inibicdo essa defesa serd
prejudicada (FRANCO, 2014).

A importancia das PG na linha de defesa da mucosa géstrica € evidenciada
por trabalhos com farmacos de inibicdo da producdo das mesmas, como os AINEsS,
o tratamento cronico com esse tipo de medicamento relaciona-se de forma direta
com o surgimento de ulceracfes gastricas (CALOU, 2014; MENDES et al, 2012).

A relevancia clinica das Ulceras pépticas levou ao desenvolvimento de drogas
capazes de aliviar os sintomas e até mesmo possibilitar a cura. Os antagonistas de
receptores H2, como a cimetidina e inibidores da bomba de prétons, como
omeprazol, estdo associados aos aumentos da taxa de cura de Ulceras gastricas,
porém seu uso prolongado causa uma série de efeitos colaterais (FERRAZOLLI,
2008; TANIMOTO, 2010).

O uso prolongado dos inibidores da bomba de protons pode acarretar a
diminuicdo na absorgdo da vitamina B12, importante para o desenvolvimento
hormonal e formacdo dos glébulos vermelhos. Clinicamente os efeitos causados
pelo déficit da vitamina B12 podem se manifestar como deméncia, problemas
neurolégicos, anemia e outras complicagdes (MIRANDA, 2015).

Em consequéncia disso o estudo de plantas medicinais que tem agéo sobre 0

estbmago tem elevada importancia na sociedade atual, tendo em vista a grande
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necessidade de substancias que demostram poucos efeitos colaterais e maior
eficacia. Aléem disso, pesquisas afirmam que cerca de 3/4 da populacdo mundial ndo
possuem acesso as terapias alopéticas, dependendo de plantas medicinais para o
tratamento das patologias estomacais como gastrite e UGlcera (CESARIO et al.,
2015).

Diante do exposto, uma alternativa para o tratamento com farmacos seria a
utilizacdo de derivados de produtos vegetais por apresentarem baixo custo, facil
acesso da populacdo mais carente e efeitos colaterais diminuidos. Diversas
substancias de origem vegetal, entre elas, flavonoides, alcaloides e triterpenos tém
apresentado atividade antitlcera (BORRELLI; 1ZZ0O, 2000; SILVEIRO et al., 2008).

1.7 FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA ULCERA

A cada ano, a ulcera péptica acomete 4 milhdes de individuos pelo mundo. As
complicagbes ocorrem em 10 a 20% dos casos, com perfuracdo do estbmago em 2
a 14% dos pacientes, sendo que o risco de morte pode chegar a 40%. Deste modo,
a Ulcera péptica representa um problema social e clinico de importancia econémica
global (BEZERRA et al., 2016).

A terapia da Ulcera péptica alia a reducdo da secrecdo de acido gastrico
usando bem como a neutralizacdo do acido secretado com antiacidos (hidréxido de
magnésio, hidréxido de aluminio e bicarbonato de so6dio) e protetores da mucosa,
como o sucralfato, antagonistas dos receptores Hz (cimetidina, ranitidina, nizatidina e
famotidina) ou inibidores de bomba de prétons,. Embora os antidcidos tenham sido
utilizados ao longo do tempo e tenham provado serem relativamente eficazes, o uso
dos mesmos € inconveniente devido a necessidade de véarias doses diarias e
também pela associacao a efeitos colaterais indesejados (FERREIRA et al., 2016). A
Maioria desses farmacos sado utilizados com o propésito de promoverem a
cicatrizacdo da lesdo. E de um modo geral, essas terapias estdo ligadas a

diminuicdo da secregdo acida.

1.7.1 ANTIACIDOS

Atua no tratamento de maneira mais simples, aumentando a defesa da
mucosa. Estes neutralizam diretamente o acido através do aumento do pH,

causando a inibicdo da atividade de enzimas pépticas, neutralizando o acido ja
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secretado e também atuando como agente de barreira, ou seja, evita o contato
direto do acido na mucosa lesada, favorecendo a cicatrizacdo da Ulcera. Eles séo
usados para aliviar a azia e o desconforto abdominal, e podem ser utilizados de
forma isolada (MION, 2015).

Temos como exemplo o hidroxido de aluminio, hidréxido de magnésio,
magaldrato - hidréxido de aluminio (sistémicos) e magnésio, que estdo em
associacao de antiacidos ou associados a outros farmacos, no qual a utilizagdo em
longo prazo e esta associacdo pode debilitar os 0ssos ao esgotar o fésforo e o célcio
do organismo, causar problemas renais e aumentar o risco de infarto. Apesar de
serem efetivos e de baixo custo podem reduzir a biodisponibilidade oral de um
grande numero de farmacos e de minerais presentes em suplementos alimentares
(KUMMER; COELHO, 2002; BRUNTON et al., 2007; MADALOSSO, 2011).

1.7.2 ANTAGONISTAS DOS RECEPTORES DE HISTAMINA - H2

Os antagonistas do receptor de histamina Hz inibem competitivamente os
receptores Hz, presentes nas células parietais. Esta classe de farmacos tem a
capacidade de inibicdo da secrecdo de acido gastrico estimulada pela gastrina,
acetilcolina e histamina. Os antagonistas do receptor agem de maneira reversivel e
quando utilizados para o tratamento da Ulcera gastrica apresentam uma faixa de
cura pequena devido uma cicatrizagdo incompleta (LIMA, 2012).

Xavier et al. (2011), afirmam que a cimetidina foi o primeiro antagonista obtida
através da modificacdo da molécula da metiamida. E a partir dela foram
desenvolvidos outros antagonistas de H2, como a ranitidina, a nizatidina e a
famotidina.

Os efeitos adversos associados a este tipo de farmacos sdo contudo
possiveis: diarreia, tonturas, dores musculares, alopecia, erupg¢des cutaneas
transitérias e hipergastrinemia podem ocorrer durante o tratamento (BRITO e SA,
2007).

1.7.4 INIBIDORES DE BOMBA DE PROTONS (IBPS)

Um dos tratamentos para a ulcera € o uso de farmacos capazes de inibir o

mecanismo da bomba de protons. Esses farmacos tém como via de administracdo a
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oral, mas degrada-se rapidamente em pH baixo. E um dos principais farmacos
utilizados é o omeprazol, apresenta um tempo de meia vida curto (1 hora), a
administracdo de uma Unica dose diaria afeta a secrecdo de acido durante dois a
trés dias, pois se acumula nos canaliculos e inibe a bomba de prétons
irreversivelmente (SOMENSI, 2015).

Os Inibidores da bomba de protons inibem a secrecdo acida basal e a
estimulada por alimentos e mediadores neuronais. Estes inibidores de bomba séo
pro-farmacos que necessitam de serem ativados em ambiente acido. Quando
ativados por um processo catalisado por prétons resulta na formacdo de uma
sulfenamida tiofilica (SANTIN, 2010).

Esta forma ativada reage por meio de ligacdo forte covalente com o grupo
sulfidril de cisteinas do dominio extracelular da H+, K+- ATPase, resultando em uma
inativacao irreversivel da bomba, elevando o pH gastrico para valores maiores que 3
ou cerca de 4 por mais tempo em um periodo de 24 horas, quando comparados com
0s antagonistas dos receptores H2 (MARCONDES, 2012).

Os inibidores de bomba de prétons (IBPs), sdo geralmente bem tolerados
pelos pacientes. Dor de cabeca, dor abdominal, ndusea e diarreia sdo os efeitos
colaterais mais comuns. Efeitos secundarios pouco frequentes incluem erupc¢ao
cutdnea, coceira e constipacdo. Devido a um potencial de inibicdo de secrecdo
acida, h&a davidas na seguranca do seu uso em longo prazo. O &cido gastrico, por
um mecanismo de "feedback”, inibe a secrecdo enddcrina da gastrina pelas células
G localizadas nas glandulas antrais (piloricas). Se a acidez gastrica é nitidamente
reduzida, as células G secretam quantidades aumentadas de gastrina, levando a
hipergastrinemia. Outra desvantagem é que o uso de IBPs poderia induzir méa
absorcdo de célcio pelos ossos e, dessa forma, levar a osteoporose e aumentar o
risco da Saude (Santa Maria), ocorréncia de fraturas, principalmente no quadril
(BRAGA et al., 2011).

1.7.5 ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS (PG)

Derivadas da cascata do acido araquidénico, as PG possuem papel crucial na
linha de defesa da mucosa gastrica. Os fosfolipidios de membrana sofrem processo

de hidrolise por meio da acdo da fosfolipase A2, fornecendo assim &cido
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araquidénico no citoplasma celular a partir do qual as isoformas das ciclooxigenases
(COX) sintetizam as PG (GUDIS; SAKAMOTO, 2005)

Portanto, isoforma COX-1 relaciona-se com a sintese dos subtipos
prostaglandina E2 (PGE2) e prostaciclina 12 (PGI2) que sédo produzidas na regido do
estbmago e atuam na manutencdo da integridade da mucosa como inibidores da
secrecdo acida gastrica, aumento da secrecdo de muco — bicarbonato, regulacao do
fluxo sanguineo, aumento de componentes sulfidricos e auxilio da restituicdo
epitelial (MINOZZO, 2015).

A defesa da mucosa gastrica é promovida por alguns efeitos que s&o:
aumento do fluxo sanguineo no estdbmago e estimulacdo de secrecdo de muco e
bicarbonato que causa cicatrizacdo das Ulceras ou atua na prevencdo de lesbes
gastricas que podem ocorrer com 0 uso crénico de AINEs (CARVALHO, 2013). O
efeito adverso mais predominante é a diarreia, com ou sem coélicas. Um exemplo
desses andlogos é o misoprostol, que € contraindicado na gravidez, pois tem um
aumento acentuado na contracdo de mausculos lisos, principalmente no utero,
induzindo o aborto (FERREIRA, 2002).

1.7.6 TRATAMENTO DA INFECCAO POR Helicobacter pylori

No tratamento da Helicobacter pylori além de reduzir a acdo do &cido no
tratamento das Ulceras pépticas é essencial erradicar a bactéria. Os principais
tratamentos indicados para a erradiacdo da bactéria e para a recuperacdo da
mucosa gastrica podem ser divididos em: terapia tripla — com a utilizacdo de um
inibidor da bomba de préton, um antibiético e um antiprotozodrio; Terapia quadrupla
— com a utilizacdo de um inibidor da bomba de prétons, um antiprotozoario, um
antibiético e um antidcido (FONSECA, 2014; GONCALVES, 2017; CARVALHO,
2013).

Visto que o tratamento da ulcera gastrica usando uma terapia convencional
enfrenta um grande revés, pois muitos medicamentos utilizados no tratamento dessa
patologia ndo sao altamente efetivos e apresentam diversos efeitos colaterais, além
de possuir na maioria das vezes um alto custo para os pacientes (GANEV,

2010), tem-se buscado alternativas, como o0 estudo com plantas medicinais que sé&o
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usadas na medicina popular para tratar distdrbios gastrintestinais e tém mostrado

resultados promissores no tratamento dessas patologias (ADEFISAYO et al, 2017).

1.8 PRODUTOS NATURAIS COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

A histéria das plantas medicinais € tdo antiga quanto a prépria existéncia do
homem. N&o é possivel encontrar um ponto inicial de quando as plantas comecaram
a ser utilizadas para fins medicinais. No entanto, o que se sabe é que o
conhecimento de seus potenciais terapéuticos surgiu de modo empirico na busca da
sobrevivéncia por meio do tratamento de eventuais ferimentos e doencas (CALIXTO,
2000; SILVA, 2017).

Mesmo diante das inovacdes tecnoldgicas e do alto desenvolvimento da
medicina moderna, a utilizacdo dos produtos naturais tem grande relevancia no
tratamento de patologias, além de ser bastante utilizado como uma terapia caseira
por uma grande parte da populacdo seja como uma alternativa terapéutica ou
complementar (ALMEIDA, 2013).

O Brasil é detentor da maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55
mil espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e conta com
ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular
transmitido entre geracdes. Apesar de que ndo se tenha muito investimento para
pesquisas com plantas medicinais, calcula-se que pelo menos metade das plantas
contenham substancias chamadas de principios ativos, os quais tém propriedades
curativas e preventivas para muitas doencas (FERREIRA, 2013; MIRANDA, 2015;
SILVA, 2017).

Contudo, as pesquisas para descoberta de protétipos de farmacos e também
de fitoterapicos, desencadeiam além do avanco da pesquisa, o desenvolvimento
tecnolégico do pais (IWAMOTO, 2014).

Acredita-se que os produtos naturais foram testados e homologados através
do seu uso prolongado, considerando-as eficazes e seguros, com efeitos colaterais
na maioria dos casos diminuidos. Neste contexto, sdo de extrema importancia o
estudo e a validacdo do uso de produtos naturais que apresentem indicacoes
populares (POTRICH et al., 2014).

Tendo em vista a alta demanda de farmacos para o tratamento de doencas do
trato gastrintestinal, o estudo na busca de novas substancias se faz necessario.

Deste modo, a confirmac¢do ou negacgéo da presenca de atividade farmacolégica em
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plantas consideradas pela populacdo como uteis, por exemplo, para o tratamento de
distarbios gastricos e de motilidade do trato gastrintestinal, muito contribuiria para
uma aplicagdo mais racional, segura e econfmica, especialmente para as
populacdes de baixa renda (OLIVEIRA, 2011; SOUSA, 2013).

E um composto que vem sendo bastante estudado, sdo os 6leos essenciais,
gue é metabdlitos secundarios produzidos por plantas, compostos principalmente
por terpenos e terpendides e sua atividade pode ser atribuida a agdo individual de
cada componente, embora possa haver sinergismo entre os elementos que 0s
compdem. Esses compostos obtidos apresentam atividade antiulcerogénica com
estruturas quimicas diversas e com distintos mecanismos de acdo (BAKKALI et al.,
2008; OLIVEIRA, 2011).

Também € importante ressaltar que na industria farmacéutica ndo ha
produtos com 100% de eficacia, sem efeitos colaterais e de baixo custo e neste
contexto os produtos naturais se inserem como fontes terapéuticas alternativas de
constituintes potencialmente ativos, o que pode ser uma grande estratégia para a
descoberta de novos farmacos (CARLIXTO, 2000).

Como referido anteriormente as terapias medicamentosas convencionais
apresentam uma série de desvantagens que podem comprometer a qualidade de
vida. Com isso, os terpendides constituem uma importante fonte de pesquisa para o

desenvolvimento de novas terapias medicamentosas.
1.9 TERPENOIDES

Os terpendides e os fenilpropandides constituem os principais componentes
dos Oleos essenciais, além disso, esses 6leos sdo compostos por cerca de 20-60
componentes em diferentes concentragbes, contudo apenas dois ou trés
componentes principais se apresentam em concentracoes elevadas (20-70%) e os
outros em concentracdes vestigiais (ANDRE et al., 2018).

Nos 6leos essenciais 0s compostos terpenoides mais encontrados sdo 0s
monoterpenos (C10) e sequisterpenos (C15), que cada vez sdo mais estudados
devido as diversas propriedades bioldgicas apresentadas por estes compostos
(COSTA, 2012). Com isso, representam a familia mais extensa e estruturalmente
diferente dentre os produtos naturais, derivados de unidades de isopreno (C5),
formados da juncéo cabeca-cauda, como o fitol, que consiste em quatro unidades de
isopreno (FATURI et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 10: Estrutura quimica da unidade de isopreno e fitol
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Outro composto que tem bastantes relevancias, € o diterpenos que podem
estar presentes quando os 6leos essenciais sdo extraidos com solventes organicos
(BAKKALI et al., 2008; DE SOUSA et al., 2011).

Ha relatado que os diterpendides apresentam varias propriedades
farmacoldgicas, dentre as quais podemos citar no sistema nervoso central (SNC)
como agentes antioxidantes e moduladores de muitos sistemas neurotransmissores
(MACLENNAN et al., 2002), alucinbgenos (SHEFFLER; ROTH, 2003),
antidepressivos (NESTEROVA et al., 2011).

Além dessas acbBes farmacoldgicas existir diterpenos com acdo
gastroprotetora como o0s clerodanos (trans-desidrocrotonina de Croton cajucara e
aparisthman de Aparisthmium cordatum), os labdanos (solidagenone de Solidago
chilensis, 15- acetoxylabd-8 (17)-en-19-ol), bem como 15 ,19-diacetoxylabd-8 (17)-
en de Araucaria araucana), abietano (ferruginol de Prumnopitys ena), e Jatrophone
de Jatropha isabelli, 0 que pode acarretar em um papel importante na descoberta de
farmacos, bem como, no fornecimento de estruturas para o desenvolvimento de
moléculas sintéticas (IZQUIERDO et al., 2007; PERTINO et al., 2007; SEPULVEDA
te al., 2005; VUORELA et al., 2004.)

Portanto, terapias alternativas devem ser exploradas na busca de novos
compostos gastroprotetores. Entre estas, os produtos naturais constituem uma
importante fonte de pesquisa visando a descoberta de novas substancias com essa
atividade protetora (PASSOS et al., 2009; HAN et al., 2009; COSTA, 2012).
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1.9.1FITOL

O fitol, (3,7,11,15-tetrametilhnexadec-2-en-1-ol), € um diterpeno de formula
molecular C20H400, pertence ao grupo dos alcoois aciclicos insaturados de cadeia
ramificada longa (COSTA et al., 2012) (Figura 10).

Figura 11: Estrutura quimica do fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol),

H, CHs H_CHy OHs

OH

CH»
CH,4

Fonte: VEGA, 2013.

O fitol é integrante da molécula da clorofila-a, bem como se encontra presente
em menor proporcdo nas clorofilas b, ¢ e d e bacterioclorofila a. Outras possiveis
fontes incluem fosfolipidios bacterianos, derivados de glicerol e na vitamina K. Além
disso, pode ser encontrado no ambiente marinho, em O6leos vegetais e produtos
lacteos derivados de ruminantes (RONTANIA; VOLKMAN, 2003; SANTOS, 2011;
COSTA, 2012; VEGA, 2013).

Este diterpeno é usado na inddstria como componente de cosméticos,
xampus, sabonetes, detergentes, entre outros. Do ponto de vista terapéutico, o fitol e
seus analogos demonstraram atividade antimicobacteriana (RAJAB et al., 1998) e
antituberculose (SAIKIA et al.,, 2010), anti-inflamatério, neuroprotetores e muitas
outras atividades bioldgicas (ISLAM et al., 2015). Outros estudos demonstram que
este constituinte € capaz de induzir a expressao de genes-alvo envolvidos em
anormalidades lipidicas em varias doencas comuns, incluindo a obesidade, o
diabetes e as dislipidemias (COSTA et al., 2012; ISLAM et al., 2015).

O uso do fitol em nivel mundial é aproximadamente de 0,1 a 1,0 toneladas por
ano. Varios estudos de toxicidade foram realizados para assegurar o uso desse

composto. No que se refere a toxicidade aguda, foi determinada a dose letal 50%
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(DL50), por via oral em ratos, cujo resultado foi 6bitos com doses maiores que 5,0
g/kg (McGINTY; LETIZIA; API, 2010; COSTA, 2012)

O fitol é percursor do acido fitanico, apds sua ingestédo, pode ser liberado da
clorofila pela acéo da clorofilase, ou durante a digestdo dos vegetais, por bactérias
presentes no intestino, sendo assim absorvido em animais ruminantes. Ja em seres
humanos sua metabolizacdo ocorre principalmente no figado, e as maiores fontes
desse acido sdo a carne de ruminantes, gordura animal, laticinios e pescados (VAN
DEN BRINK; WANDERS, 2006).

O fitol e o acido fitanico podem desempenhar varias funcdes terapéuticas.
Existem relatos na literatura que o fitol e acido fitanico bloqueiam os efeitos
teratogénicos de retinol, sendo Uteis na prevencao da teratogenicidade induzida por
ingestdo excessiva de vitamina A, além de apresentar atividade anti-inflamatoria e
antibacteriana (LEITE, 2010). Entretanto, ndo ha relato do fitol, com efeito,
gastroprotetor.

No estudo realizado por Leite (2010), o fitol apresenta atividade anti-
inflamatéria devido a sua alta eficiéncia contra artrite, agindo como protetor da
cartilagem articular, mostrando ser promissor para o tratamento de artrite reumatica
e possivelmente para outros tipos de inflamacgdes crénicas.

Sabendo-se do potencial farmacolégico do fitol citados acima, da importancia
do uso medicinal de produtos vegetais pela populagédo e tendo em vista que ndo ha
relatos sobre a atividade antitlcera do fitol na literatura, é importante o estudo com
essa substancia para avaliar sua possivel atividade gastroprotetora. Desta forma, o
presente trabalho teve como objetivo estudar a atividade gastroprotetora do fitol, em
modelos agudos e crénico de lesdes gastricas em ratos, investigando seus possiveis

mecanismos de acgao.
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Objetivos
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2.0 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a atividade gastroprotetora do fitol em modelos de indugéo de

lesBes géastricas em ratos e seus possiveis mecanismos de acgao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a atividade antiulcerogénica do fitol em modelo agudo de ulcera
gastrica induzida por etanol, isquemia e reperfusdo e evidenciar o efeito
protetor do fitol em Ulcera induzida por AINES

e Investigar a acdo cicatrizante do fitol em modelo crénico de Ulcera induzida

por acido acético;

e Analisar a capacidade antioxidante do fitol;
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Material e Metodos
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3.0 OBTENCAO DO FITOL

O fitol foi cedido pelo professor Dr. Damido Pergentino de Sousa, do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba,

onde 0 mesmo adquiriu da Sigma Aldrich, EUA.

3.1 Animais experimentais

Ratos Wistar machos (180-250 g) foram mantidos sob condi¢cdes controladas
(22 £ 2°C, ciclo de claro/escuro de 12 h), com racdo e agua ad libitum. Para avaliar o
efeito gastroprotetor do fitol, os animais foram divididos aletoriamente em grupos
(n=6 /grupo).

Previamente a cada experimento farmacoldgico, os ratos foram mantidos em
jejum por 18h e 24h e, em seguida, aclimados ao ambiente de teste por 1 h. No
modelo de lesBes gastricas induzidas por &cido acético, os animais foram
anestesiados com associacdo de cetamina e cloreto de xilazina (50 e 50 mg/kg, i.p.,
respectivamente).

Os procedimentos referentes a eutanasia foram realizados por sobredose de
anestésico geral (tiopental sédico 150 mg/kg e lidocaina 10 mg/mL intraperitoneal).
Todos os protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui (Protocolo CEUA -
UFPI n° 498/18 — ANEXO).

3.2 DROGAS E REAGENTES

Brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB - Sigma Aldrich, EUA), peréxido
de hidrogénio (Sigma Aldrich, EUA), ondansetrona (Dinamica, Brasil), o-dianisidina
(Sigma Aldrich, EUA), xilazina (Anasedan®), cetamina (Dopalem®), hidréxido de
sédio (Vetec Quimica, Brasil), Triton X-100 (Sigma, EUA), cloridrato de hidroxilamina
(Sigma, EUA), riboflavina (Sigma, USA), reagente de Griess (Sigma, USA), acido
tiobarbittrico (TBA) (Sigma, USA), fosfato de potassio (Merck, Germany), acido
tricloracético (Merck,Germany), 5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzéico) (DTNB)
(Merck, Germany), carbenoxolona (Sigma Aldrich, EUA), N-acetilcisteina (Sigma
Aldrich, EUA), ibuprofeno.


https://www.saudeanimal.bayer.com.br/pt/bovinos/produtos/visualizar.php?codProduto=rompum
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4.0 ENSAIOS FARMACOLOGICOS COM FITOL

4.1 LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ABSOLUTO EM RATOS

As lesdes gastricas agudas foram induzidas em ratos por via oral por etanol
absoluto 1mL/ animal. Veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg), fitol (3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50
mg/kg), carbenoxolona (100 mg/kg), V.O (n=6/grupo). Foram administrados
oralmente 1 h antes da aplicacdo do agente ulcerogénico (ROBERT et al., 1979). Os
ratos foram eutanasiados, 30 minutos apds a administracdo de etanol, os estbmagos
removidos e abertos ao longo da curvatura maior. O contorno das lesdes e do corpo
do estdbmago foi tracado em pelicula transparente por meio de um marcador de
ponta de feltro, como descrito por lwata et al. (1997). As areas totais das lesbes
foram medidas usando um programa de planimetria computadorizada (ImageJ-
NIH®) e expressos em termos de percentagem de area de lesdo (BHARGAVA;
GUPTA; TANGRI, 1973). Apbés a mensuracao da area de lesdo, foram preparados
homogenatos com fragmentos dos estbmagos para o0 estudo da atividade

antioxidante.

4.2 LESOES GASTRICA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO EM
RATOS

Ratos wistar (n =6 animais/grupo) foram tratados por via oral com o veiculo, N-
acetilcisteina (NAC 200 mg/kg) ou fitol (6,25; 12,5 e 25 mg/kg). Depois de 15
minutos os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina (50 mg/kg e 5,0 mg/kg, i.m., respectivamente). Os animais foram submetidos
a 30 minutos de isquemia induzida pela oclusdo da artéria celiaca por um “clamp”
microvascular e seguido por uma reperfusdo de 1 hora. A seguir, os animais foram
eutanasiados, seus estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da curvatura
maior e a area de lesbes gastricas foi medido por planimetria como descrito

anteriormente (4.1).

4.3 LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR IBUPROFENO

Ratos wistar (n = 6/grupo) receberam por via oral veiculo, cimetidina (100

mg/kg) ou fitol (6,25; 12,5; e 25 mg/kg). Apds 1 h, todos os grupos foram tratados
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com ibuprofeno (400 mg/kg, v. 0.) (SZABO et al. 1985). Os animais foram
eutanasiados 6 h apdés a administracdo de ibuprofeno, os estdbmagos foram
retirados, abertos ao longo da curvatura maior e a &area de lesdes gastricas foi
medido por planimetria através do software ImageJ (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI,
1973).

4.4. Participacdo das Prostaglandinas no Efeito Gastroprotetor do fitol na

Les&o Gastrica Induzida por Etanol:

Os ratos foram colocados em jejum por 18 h com livre acesso a agua e
divididos em dois momentos: o primeiro foi tratado com veiculo (Tween 80 a 2% em
solugéo salina 0,9%, 0,1mL/10 g) ou fitol 12,5 mg/kg por via oral ou misoprostol (50
Mo/kg, v.0.), em segundo momento novos grupos foram tratados (v.0.) com
ibuprofeno (100 mg/kg) 1 h antes da administracdo da salina (0,9 %); 12,5 mg/kg ou
misoprostol (50 pg/kg). Apés 1 h dos tratamentos, todos os animais receberam
etanol absoluto (0,2 mL) para a inducao das lesdes, 30 min depois, 0s animais foram
eutanasiados e seus estdbmagos removidos e a area de lesdo gastrica glandular foi
determinada por planimetria (mm? ) (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a realizacdo dos protocolos de determinacdo da atividade antioxidante
foi utilizada a menor dose com a melhor resposta do fitol administrada oralmente.
Foram averiguados o0s seguintes parametros: atividade da catalase; atividade da
mieloperoxidase; andlise do malondialdeido, SOD e analise do GSH. Nos
fragmentos dos estomago removidos dos ratos nos modelos de lesdo géstrica por

etanol.

4.5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO GRUPAMENTOSULFIDRILICO
NAO PROTEICO (GSH-NP)

A concentragdo do GSH-NP no homogenato foi medida conforme o método
de Sedlak e Lindsay (1968). As amostras foram homogeneizadas em 2 ml de
tampéo Tris-HClI 50mM (20mM EDTA e 0,2mM de sacarose a pH 7,5). Deste
homogenato, foram colhidos 500ul para logo adicionar-se 1500 pl de buffer Tris-HCI
200 mM (0,2 mM EDTA a pH 7,5), 100 pl de 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzoico)
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(DTNB) e 790 ul de metanol, vorterizado e incubado por 30 minutos a 37°C para ser

lido espectrofotometricamente a 412 nm.

4.5.2 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A extensdo do acumulo de neutrdéfilos na mucosa géastrica de ratos foi medida
por avaliacdo de atividade de MPO como descrito anteriormente (BRADLEY et al,
1982). Resumidamente, 50-100 mg de tecido foi homogeneizado em 1 mL de
tampédo fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0) com brometo de hexadecil trimetil
amonio a 0,5% para cada 50 mg de tecido. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados a 40000rpm durante 7 minutos a 4° C. A atividade de MPO no
sedimento ressuspenso foi testada através da medicdo da alteracdo da absorbancia
a 450 nm, utilizando dicloridrato de o-dianisidina e peréxido de hidrogénio a 1%. Os
resultados relatados como unidades (U) de MPO/mg de tecido. Uma unidade de
atividade de MPO é definida como a conversdo de 1umol de H202 a 4gua em 1 min
a22°C.

4.5.3 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MALONDILDIALDEIDIO

O nivel de malondialdeido (MDA) em homogenatos a partir de cada grupo foi
determinada utilizando o método de Mihara e Uchiyama (1978), que é baseado na
reacdo com acido tiobarbitlrico. Fragmentos de mucosa gastrica de ratos, pesando
entre 100 e 150 mg, foram homogeneizadas em KCI frio (1,15%) para preparar uma
solugcdo de homogenato a 10%. Resumidamente, 250 pL deste homogenado foi
adicionado a 1,5 mL de 1% H3PO4 e 0,5 mL de &cido tiobarbitarico a 0,6% (solucdo
aguosa). Em seguida, a mistura foi agitada e aquecida em banho de agua fervente
durante 1h. Em seguida, a mistura da reacéo foi imediatamente resfriada em banho
de a4gua gelada, seguido pela adicdo de 4 mL de n-butanol. Esta mistura foi agitada
durante 1 min, e a camada de butanol foi separada por centrifugacdo a 1200 rpm
durante 15 min. A absorbancia foi determinada a 532 e 520 nm, calculando-se a
diferenca de absorbancia entre as duas determina¢des considerada como o valor de
acido tiobarbitarico. As concentracdes de MDA s&o expressas como nanomoles por

grama de tecido (nmol/g).
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4.5.4 ATIVIDADE DA CATALASE

Os fragmentos de estbmagos de ratos foram pesados e homogeneizados em
solucdo tampéo fosfato de potassio (0,05 M, pH 7,4) e centrifugados a 3000 rpm/15
min. Uma solucéo de peréxido de hidrogénio (0,059 M) foi preparada com a solugéo
tampao e utilizada como substrato para o ensaio. Em uma cubeta de quartzo, 0,1 mL
da amostra de sobrenadante foi misturado com 1 ml de tampdao/peréxido de
hidrogénio e 1,9 ml de &gua destilada. A atividade da enzima foi medida pelo
decaimento do peréxido de hidrogénio no comprimento de onda de 240 nm por
espectrofotometria durante 6 minutos, através da leitura da variacdo de absorbancia
entre o primeiro e sexto minuto. Os resultados sdo expressos em millimolares por
minuto por 100 mg de tecido (mM/min 100 g de tecido) (BEERS; SIZER, 1952).

455 AVALIACAO DO EFEITO DO FITOL SOBRE NiVEIS DA SUPEROXIDO
REDUTASE (SOD)

A concentracao da superoxido dismutase (SOD) foi mensurada utilizando um
ensaio espectrofotométrico modificado (DAS; SAMANTA; CHAINY, 2000). Neste
método, a atividade enzimética é calculada pela quantidade de SOD capaz de inibir
a formacédo de nitrito em 50%. Para isso, 100mg de tecido do estomago foi
homogeneizado em 1 mL de tampédo fosfato (50 nM, pH 7,4). 100 pL do
homogeneizado foram adicionados a 1110 uL de tampéao de fosfato, 75 uL de L-
metionina (20 mM), 40 uL de Triton X-100 (1% v / v), 75 uL de cloreto de
hidroxilamina (10 mM) e 100 pL de EDTA (50 uM). Esta solugao foi incubada num
banho maria a 37 ° C durante 5 minutos, depois foram adicionados 80 L de solugao
de riboflavina (50 uM) e expostos a luz durante 10 minutos.

A partir desta solugao, foram retirados 100 yL da amostra e adicionados a 100
ML de reagente de Griess em pogos, e apdés 10 minutos, a absorbancia foi lida a 550
nm por espectrofotometria em um leitor de ELISA. Além disso, a quantidade de
proteinas totais foi determinada com um kit comercial da Labtest. Os resultados

foram expressos como uSOD/ ug de proteina
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4.6. LESOES GASTRICA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO EM RATOS

Ratos foram submetidos a processo cirdrgico para inducdo da Ulcera
géstrica, utilizando como agente indutor o 4cido acético (80%). ApOs a anestesia, a
inducao da ulcera foi realizada por meio de um tubo de vidro de 8 mm de didmetro e
2 cm de altura, em contato com a serosa do estdbmago para delimitar a area lesada.
Foi adicionados 70 pL de acido acético (80%), o qual permaneceu em contato com a
serosa do estdbmago por 1 minuto. Logo apdés, o &cido acético foi removido com a
ajuda de uma pipeta automaética e o local lavado com solucéo salina. O estémago foi
acomodado na cavidade abdominal e a regido abdominal suturada (OKABE, 1972).
No primeiro dia ap6s a inducdo da ulcera, iniciou-se o tratamento por via oral com
veiculo, cimetidina (100 mg/kg) e fitol (6,12; 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg) durante 7
dias. Ap6s o tratamento crbnico, os animais foram eutanasiados, o estdbmago
retirado, aberto pela curvatura maior, lavado com agua destilada para fazer a
mensuracdo da area ulcerada (com auxilio de um paquimetro). A mensuracao do
volume lesado (mm?3) foi realizada através da medida do comprimento x altura x
profundidade interna da ulcera (POTRICH et al., 2010).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores experimentais obtidos estao expressos como média * erro padrao
da média (E.P.M.). A analise estatistica foi realizada através da aplicacdo do teste
ANOVA (one-way) seguida do pos teste Tukey para analise de significancia entre as
médias, e em relacdo ao controle. Os valores sdo considerados estatisticamente
significativos quando o p < 0,05. Foi empregado o programa estatistico GraphPad

Prism versao 6.0.
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Desultados
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5.0 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO FITOL SOBRE ULCERAS INDUZIDAS POR ETANOL
ABSOLUTO EM RATOS

A administragdo de etanol absoluto aos animais previamente tratados com
veiculo produziu uma grande area ulcerada, com danos graves a mucosa gastrica
na forma de lesbes hemorragicas geralmente paralelas ao longo do eixo do corpo do
estbmago. A area de lesdo, expressa em % em relacdo a éarea total do corpo
gastrico no grupo controle foi de 19,18% + 1,05%. O fitol apresentou efeito
gastroprotetor significativo nas doses de 12,5 mg/kg 0,69% * 0,31%, 25 mg/kg
1,93% + 0,78% e 50 mg/kg 0,97% + 0,47% obtendo um efeito gastroprotetor de 96%,
90%, 95%, respectivamente. A dose de 3,12 mg/kg 13,44% + 2,03% e 6,25 mg/kg
13,57% + 2,04% néo reduziram as lesdes gastricas quando comparado ao salina. Os
animais que receberam carbenoxolona (100 mg/kg) tiveram a area de lesao reduzida

para 0,5% + 0,09% tendo uma porcentagem de protecédo de 97%.

Figura 12 - Efeito do Fitol nas doses de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/kg e da carbenoxolona (100
mg/kg) no modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos. Os dados estdo expressos
como média £ E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo salina (ANOVA de uma via, seguido do teste
de Tukey).
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5.2. EFEITO DO FITOL SOBRE LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR
ISQUEMIA E REPERFUSAO.

O fitol inibiu o aparecimento de lesdes gastricas no modelo de isquemia
induzida por oclusédo da artéria celiaca, seguida por reperfusdo nas doses de 12,5
mg/kg (v.0) (1,512 + 0,83; ****p<0,001) em 89,3%, na dose de 25 mg/kg foi capaz de
reduzir em 45,89% (7,65 + 2,0; *p<0,05), quando comparado com o grupo salina
(14,14 £ 1,7). Os animais tratados com N-acetilcisteina (NAC, v.0) na dose de 200
mg/kg, apresentaram um indice de lesdo significantemente menor que 0 grupo
salina, com a inibicdo de 95% (0,596 * 0,32%;****p<0,001).

Figura 13: Efeito do fitol (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) ou NANC (200 mg/kg) no modelo de lesdes gastricas
induzidas por isquemia seguida de reperfusdo em ratos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M., *p<0,05, ***p<0,001, comparados ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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5.3. EFEITO DO FITOL SOBRE LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR
IBUPROFENO

Neste modelo foi observado que o fitol reduziu as lesdes provocadas por
ibuprofeno (400 mg/kg). A dose de 12,5 mg/kg promoveu reducdo da area de lesédo
em comparacdo ao controle. As doses de 6,25 e 25 mg/kg ndo promoveu reducao
das lesGes. Animais que receberam cimetidina tiveram a area de leséo reduzida para

95%.

Figura 14: Efeito do fitol nas doses de 12,5; 25 e 6,25 mg/kg e da cimetidina (100 mg/kg) no modelo
de lesbes gastricas induzidas por ibuprofeno em ratos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M., * p < 0,05 comparados ao grupo veiculo, ****p< 0,0001 vs. Veiculo (ANOVA de uma via,
seguido do teste de Tukey).

Area de lesdo gastrica (mm2)

5.4. EFEITO GASTROPROTETOR DO FITOL NA LESAO GASTRICA INDUZIDA
POR ETANOL: PARTICIPACAO DAS PROSTAGLANDINAS

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente pre-
tratado com veiculo e com ibuprofeno (100 mg/kg, v.0.), um inibidor da sintese de
prostaglandinas, produziu grande porcentagem de area ulcerada (20 + 1,72 %). O
pré-tratamento com ibuprofeno seguido de misoprostol e fitol apresentaram uma
diminuicao significativa na injuria gastrica provocada pelo etanol (1,728 £+ 0,66 %;

6,103 + 1,67 %) respectivamente, quando comparado ao controle. Além disso o
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misoprostol promoveu uma gastroprotecéo (2,104 + 1,02 %) quando comparado ao

veiculo.

Figura 15: Efeito do fitol na dose de 12,5 mg/kg e do misoprostol (50 pg/kg) apés pré-tratamento com
Ibuprofeno no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos. Os dados estédo
expressos como média + E.P.M.
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5.5. PARTICIPACAO DO GRUPAMENTO SULFIDRILICO NAO PROTEICO (GSH)
NO EFEITO GASTROPROTETOR DO FITOL NO MODELO DE ULCERA
INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO

A administragéo de etanol reduziu os niveis de conteudo géastrico de GSH-NP
nos animais pré-tratados com salina (41,29 + 6,47 uM/g) quando comparado ao
grupo sham (68,88 + 7,09 uM/qg). O pré-tratamento com fitol na dose de 12,5 mg/kg
alterou os niveis do conteudo gastrico de GSH-NP quando comparado ao grupo que
recebeu apenas salina antes da inducdo de Ulcera por etanol absoluto. O

tratamento com fitol, nas doses 12,5 mg/Kg, promoveu um aumento nha
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concentracdo de GSH (60,86 + 3,88 u M/g) no tecido estomacal em comparacao

com o estbmago dos animais que receberam apenas salina.

Figura 16 — Efeitos do fitol (12,5 mg/kg) no contetdo gastrico de GSH. Resultados expressos como
média £ E.P.M (n = 6 animais/grupo). Os dados estdo expressos em analise estatisticos ANOVA de
uma via seguida por teste de Tukey: **p<0,01; * p<0,05 (em comparacdo com o grupo salina)
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5.5.1 EFEITO DO FITOL SOBRE OS NIVEIS TECIDUAIS DA ENZIMA
SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) EM MODELO DE ULCERA INDUZIDA POR
ETANOL ABSOLUTO

Os animais do grupo veiculo mostraram reducdo significativa nos niveis
teciduais de SOD (86,15 £ 23,23 ug), quando comparados ao grupo Sham (162,5 £
19,48 pg). O pré-tratamento com fitol aumentou significativamente restaurando o
contetdo de SOD tecidual (186,6 + 17,86 pg) em relacdo ao grupo veiculo,

mantendo-se em niveis normais em relacdo ao grupo sham
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Figura 17. Determinacdo dos niveis teciduais de Superéxido dismutase (SOD) em lesGes de Ulceras
induzidas por etanol, Veiculo (NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Fitol (12,5 mg/Kg, v.0.), *p<0,05 vs Sham;
**p<0,01 vs salina ; (One way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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5.5.2 EFEITO DO FITOL SOBRE ATIVIDADE CATALASE EM MODELO DE
ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO

A atividade da catalase no estbmago dos ratos foi 1,465 + 0,16 (sham) e apds
a administracéo de etanol, foi significativamente reduzida para 0,49 + 0,17 no grupo
controle (salina). Ap6s o tratamento prévio com fitol na dose de 12,5 mg/kg a
atividade da catalase aumentou significativamente para 2,45 = 0,174, quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 18. Efeito do fitol sobre a atividade da catalase na mucosa de estdmagos lesionados por
etanol absoluto, em ratos. Os dados sao representados como média + E.P.M. ***p<0.001 vs. Sham,

****n<0,0001 (ANOVA one way e teste de Tukey).
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5.5.3 EFEITO DO FITOL SOBRE OS NiVEIS TECIDUAIS DE MALONDIALDEIDO
(MDA) EM MODELO DE ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO

O fitol (2,82 + 0,48 nmol/g tecidual) foi capaz de reduzir as concentracdes de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico comparativamente ao grupo veiculo (7,04 +
1,00 nmol/g tecidual). N&o houve diferenca significativa entre o grupo sham (2,84 +
0,48 mmol/g tecidual) e fitol (2,82 + 0,48 nmol/g tecidual). A peroxidacao lipidica dos

animais pre-tratado apenas com salina foi maior quando comparado ao grupo sham.
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Figura 19 - Efeito do fitol sobre os niveis teciduais de Malondialdeido (MDA) em modelo de ulceras
induzidas por etnol absoluto em ratos. Os dados séo representados como média + E.P.M. ****p<0.001
vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).
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5.5.4 EFEITO DO FITOL NA REDUCAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE
(MPO) EM NO MODELO DE ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO.

O modelo experimental de inducéo de Ulcera por etanol mostrou-se efetivo em
induzir inflamacdo; isso pode ser observado visto que a atividade da MPO nos
estbmagos dos animais pré-tratados com veiculo foi significativamente maior quando
comparado ao grupo sham. Nos estdmagos pré-tratados com fitol (1,64 + 0,7 U/mg
de tecido; ***p<0,01) na dose de 12,5mg/kg reduziu a atividade da MPO quando
comparado ao controle ulcerado (6,24 + 0,52 U/mg de tecido).
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Figura 20 - Efeito do fitol sobre os niveis de MPO em mucosa de estdmagos lesionados por etanol
absoluto, em ratos. Os dados sdo representados como média + E.P.M. ****p<0.001 vs. grupo salina
(ANOVA one way e teste de Tukey).
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5.6. EFEITO DO FITOL SOBRE ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

No modelo de lesdes gastricas induzidas por &cido acético, o tratamento oral
por sete dias consecutivos demonstrou que o fitol acelera a cicatrizacdo da Ulcera
gastrica crbnica em ratos. Como pode ser visto nas figuras, fitol na dose de 12,5; 25;
50 e 100 mg/kg diminuiu significativamente a area da leséo ulcerativa (43,17 + 7,28
mm:); (49,42 + 7,50 mm3); (45,32 + 13,74 mm:); (86,75 + 10,50 mm3),
respectivamente, em comparacao ao grupo veiculo (272,20 £ 18,41), demonstrando
possivelmente o efeito cicatrizante. Cimetidina também foi capaz de reduzir de
maneira significativa a area de lesdo (43,3 + 13,62 mms). No tratamento com veiculo,

fitol ou cimetidina durante os sete dias nao ocorreram obito.
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Figura 21: Efeito do fitol sobre lesGes gastricas induzidas por acido acético (80%) em ratos. Os
animais foram tratados por via oral com veiculo, fitol ou cimetidina (100 mg/kg), durante 7 dias. p <
0,001*** quando comparado ao controle. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. ANOVA
one-way seguido do teste de Tukey. Imagens ilustrativas dos estdmagos (setas indicaram a area de
Ulcera. Barra de escala= 5mm
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6.0 DISCUSSAO

A lUlcera € uma das patologias mais frequentes com consequéncias
severas, uma vez que a inflamac¢do na mucosa gastrica ao longo da vida resulta na
destruicdo do tecido estomacal, que é causada devido a um desequilibrio entre
fatores de risco (Helicobacter pylori, AINEs, acido géstrico) e fatores protetores
(mucina, bicarbonato, prostaglandinas) (MAJUMDAR; ATHERTON, 2006; ALMEIDA
et al., 2011; OHARA, 2018).

Os experimentos aqui utilizados para a investigacao do efeito gastroprotetor
do fitol foram selecionados por envolver diferentes agentes e mecanismos de acao.
O modelo agudo de inducdo de lesbBes gastricas por etanol absoluto promovem
lesbes na mucosa gastrica de maneira multifatorial. Atua na barreira de muco
encontrada na parede gastrica, com isso, 0 epitélio gastrico torna-se mais sensivel
ao ataque do &cido produzido pelo estbmago. Quando esse agente lesivo alcanca o
epitélio da mucosa através do rompimento da barreira muco/bicarbonato, provoca a
ruptura da parede dos vasos sanguineos, gerando as hemorragias e os focos
hiperémicos comumente observados nos modelos experimentais (DA SILVA, 2014).

O etanol também induz estresse oxidativo, danos ao DNA e reducdo dos
grupamentos sulfidrilicos ndo proteicos das células que sao fatores importantes na
protecdo da mucosa gastrica, em decorréncia do fato do modelo de Ulcera gastrica
induzida por etanol absoluto causar lesdes severas quando administrado
agudamente, em geral este modelo experimental € utilizado para a caracterizacao
inicial de substancias com propriedade farmacoldgica gastroprotetora (FERREIRA et
al., 2016).

No modelo de ulcera gastrica induzida por etanol, o fitol causou um efeito
gastroprotetor possivelmente relacionado ao aumento de fatores citoprotetores,
regulando a estimulacdo dos sistemas antioxidantes, diminuindo a peroxidacao
lipidica, aumentando a producéo de Oxido nitrico com restabelecimento do fluxo
sanguineo local, de prostaglandinas constitutivas, muco e bicarbonato, além de
melhora na regeneracdo das células epiteliais gastricas, contribuindo para a
integridade da mucosa (SOUSA, 2013).

De forma similar, alguns estudos tém demonstrado que outros diterpenos,
como 0s compostos ativos isolados a partir das raizes de Jatropha isabelli Muell Arg,

revelam um efeito gastroprotetor (FROHLICH et al., 2010), assim como a resposta
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observada pelo diterpeno, fitol. Pertino e colaboradores (2007) estudaram o efeito
desses compostos seguindo o modelo de inducao de lesdo gastrica com etanol em
ratos, tendo como o farmaco padrdo o lansoprazol, um inibidor da bomba de
prétons. O composto, jatrofolona B, merece destaque, pois ndo apresentou
toxicidade frente a fibroblastos e células AGS e reduziu as lesdes ulcerosas em 83%
ja na menor dose testada, se comparado com o padréo lansoprazol.

Outro estudo com um diterpeno foi realizado por Oliveira (2011), no qual foi
utilizada uma substéncia isolada chamada Marrubium vulgare na dose de 25 mg/kg,
demonstrou atividade gastroprotetora mais efetiva do que a observada no
tratamento com cimetidina, farmaco antagonista do receptor H,, que inibe
seletivamente a secrecdo acida estomacal e reduz a producdo de pepsina,
possuindo efeito gastroprotetor semelhante ao fitol. Troncoso (2004) também
realizou estudo da atividade gastroprotetora do diterpeno aromatico ferruginol no
modelo de Ulcera induzida por etanol e demonstrou uma reducdo da lesdo quando
comparado com padrédo lansoprazol, corroborando ao efeito do fitol.

Outro modelo agudo utilizado para inducdo da Ulcera gastrica € o de
isquemia e reperfusao, onde a liberacdo de EROs é um evento patoldgico central e 0
uso de compostos antioxidantes e sequestradores de radicais livres tém se mostrado
benéficos em animais expostos a este modelo (SILVA, 2017).

Diante dessa constatacdo passamos a investigar a capacidade do fitol sobre
o efeito produzido pelos EROs na ulcerogénese aguda induzida por isquemia e
reperfusdo (I/R). A obstrucdo mecénica dos vasos sanguineos do intestino pode
acarretar na isquemia, que é uma diminuicdo critica do suprimento sanguineo,
causando perfusdo e oxigenacdo inadequadas do tecido. As células da mucosa
epitelial sdo as mais suscetiveis a injuria e rapidamente lesadas em virtude de
comprometimento do fluxo sanguineo (ROWE e WHITE, 2002; SOUSA, 2013).

Estas lesbes causadas por isquemia progridem com a reperfusdo. Se a
mesma ocorre enquanto as células sdo ainda viaveis, ocorre uma cascata de
eventos em conjunto, desencadeados pela entrega de oxigénio ao tecido
previamente isquémico. A injuria resultante € chamada injaria de reperfusdo e
baseia-se na renovacdo de oxigénio ao tecido, com participacdo de células
endoteliais e receptores aferentes para criar a resposta inflamatéria (SMITH, 2002;
PALU, 2013; SOUSA, 2013).
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A hiperemia é a primeira resposta do tecido isquémico quando o fluxo
sanguineo é reestabelecido. Com este aumento no fluxo sanguineo, ocorrem danos
fisicos e bioquimicos no sistema vascular ja comprometido pela isquemia,
exacerbando o edema da mucosa, hemorragia e necrose (ROWE e WHITE, 2002).

Com a reintroducédo de oxigénio ao tecido isquémico durante a reperfuséo,
radicais livres derivados do oxigénio sado produzidos quando o oxigénio reage com a
xantina oxidase e a hipoxantina acumulada, produzindo o &nion superéxido. Em
meio aquoso 0 anion superoxido é relativamente instavel, desdobrando-se a
peréxido de hidrogénio e oxigénio. Apesar de ndo ser altamente téxico, ele pode
gerar outros radicais extremamente téxicos, como o radical hidroxil, que é um
poderoso oxidante (MATOS et al., 2000).

De acordo com os resultados apresentados no protocolo de isquemia
ocasionada em ratos por “clampeamento” da artéria celiaca seguida de reperfuséo
ocorreu uma reducdo na area gastrica ulcerada em animais tratados com fitol em
relagdo ao controle (veiculo). Foi observado resultado semelhante pelo farmaco
padrdo, N-acetilcisteina (NAC), que funciona como inibidor da formac¢do de EROs.
Esse resultado do fitol foi similar ao apresentado por Oliveira (2012), no qual
demonstra que o carvacrol diminuiu as lesdes gastricas provocadas por
isquemial/reperfuséao.

Segundo Ribeiro e Yoshidaw (2005), uma série de fatores podem contribuir
na gastroprotecdo evidenciada em lesdes de isquemia e reperfusdo, sendo eles
enzimaticos hidrossoliveis como superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (SOD, CAT, GPx), lipossolaveis (tocoferdis, carotendides e quinonas),
bloqueadores de leucotrienos. Assim, com base nos resultados, sugere-se que
constituintes quimicos presentes no fitol exercam uma protecdo da mucosa
estomacal podendo envolver atividade antioxidante (PALU, 2013; SOUSA, 2013).

Apoés observar a atividade gastroprotetora do fitol nos modelos agudos de
Ulceras induzidas por etanol e por isquemia, procurou-se investigar um possivel
efeito gastroprotetor do fitol em modelos que utilizam os farmacos anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES), que € um modelo agudo e possui fatores que levam ao
desequilibrio da protecdo da mucosa géastrica. Apesar de n&do produzirem lesdes tao
intensas quanto ao etanol, mas sdo a segunda maior causa de Ulcera,
principalmente em idosos, atrds apenas da infeccdo por H. pylori (HARRIS;
MISIEWCZ, 2001; DA SILVA, 2017).
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As Ulceras gastricas causadas por AINEs envolvem mecanismos de inibicdo
das cicloxigenases 1 e 2, produzindo reducdo da producdo de prostaglandinas. A
cicloxigenase-1 (COX-1) tem funcgfes fisiologicas estabelecidas, ou seja, quando
ativada, promove a producdo de prostaciclina que, liberada no endotélio vascular,
tem acdo antitrombogénica, enquanto na mucosa gastrica, induz citoprotecéo
(WALLACE, 2000; MURI et al, 2009; OLIVEIRA, 2011).

A COX-2 é induzida pelos processos inflamatorios e produz prostaglandinas
qgue sensibilizam os nociceptores, provocam febre e inflamagdo por meio da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular. Porém, em alguns 6rgaos,
a COX-2 também é constitutiva, como nos rins, endotélio vascular, Utero e sistema
nervoso central (SNC) (CAVALLINI, 2002; SCHALLEMBERGER; PLETSCH, 2014).

Alguns desses anti-inflamatérios, como o ibuprofeno, sdo conhecidos como
indutores de Ulcera gastrica quando utilizados por longos periodos. Desde que as
prostaglandinas desempenhem um papel critico na manutencdo do sistema de
defesa da mucosa géstrica, a inibicdo de COX levando a diminuicdo delas no tecido
€ considerado o fator mais importante na patogénese deste tipo de lesdo (MATSUI
et al., 2011). Contudo, a secrec¢do acida gastrica, infiltracdo de neutrofilos,
alteracdes na producédo de NO e estresse oxidativo sdo mecanismos que também
contribuem para ulceracdo causada por AINES (MOTAWI et al., 2008; BOEING,
2015).

Suas ac¢bes podem ser locais, que tem um carater 4cido que danifica as
células epiteliais e também possui uma acao sistémica. Esses farmacos sao
capazes de reduzir a secrecdo de muco e bicarbonato, alterando o pH da mucosa
tornando a barreira da mucosa mais susceptivel a danos, bem como destroem a
camada de fosfolipidios que recobre, facilitando a acdo do suco gastrico na mucosa
(SILVA, 2012; FILIPINI et al., 2012).

No modelo experimental de Ulceras induzidas por farmacos anti-
inflamatorios evidencia-se, no presente estudo, a capacidade gastroprotetora do fitol,
no qual se pode sugerir um possivel envolvimento da acdo das prostaglandinas
neste efeito. Este estudo é corroborado por Oliveira (2012), no qual o monoterpeno
carvacrol causou nesse modelo de lesdo gastrica um efeito protetor.

Para avaliarmos uma efetiva participacdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do fitol, utilizamos o misoprostol, um analogo das prostaglandinas do

tipo E1 (PGE1), bem como ibuprofeno, um inibidor da sintese de PGs. Os resultados
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obtidos mostram que o misoprostol inibiu significativamente o aparecimento das
lesbes gastricas quando comparado com o controle veiculo. Esse resultado reflete
os dados obtidos na literatura, os quais demonstram que o aparecimento de Ulceras
induzidas por etanol € inibido pela liberagcdo de prostaglandinas enddgenas na
superficie da mucosa gastrica (SOUSA, 2013; SILVA, 2017).

O misoprostol inibe a secrecdo de acido gastrico, tanto no estado basal
quanto em respostas a alimentos, histamina e cafeina, através de uma acéo direta
sobre a célula parietal. Igualmente, essa substancia aumenta o fluxo sanguineo da
mucosa e a secrecdo de muco e bicarbonato (HAWKEY, 2000). Tanto o efeito
gastroprotetor promovido pelo fitol quanto pelo misoprostol, ndo sofreu alteracao
pelo pré-tratamento com ibuprofeno (100 mg/kg, v.0.), sugerindo que as PGs
possuam um papel importante no mecanismo gastroprotetor dessas substancias. A
partir destes resultados, é possivel sugerir que fitol modulem a secre¢éo gastrica ou
promovam aumento na liberacdo de PGs e consequentemente, aumento no fluxo
sanguineo gastrico, na producdo de muco e bicarbonato (OLIVERA, 2017).

Sabe-se que tanto o modelo de Ulcera induzida por etanol, quanto o modelo
de isquemia/reperfusdo e modelos de AINES, possuem envolvimento na liberacdo
de espécies reativas de oxigénio, que causam danos oxidativos resultando em lesao
tecidual. Além disso, a atividade anti-Ulcera dos terpenoides pode ser atribuida a
Varios mecanismos, tais como o sequestro de radicais livres, a inibicdo da secre¢ao
de é&cido e o fortalecimento da barreira da mucosa gastrica. Baseado nessas
premissas buscou-se investigar também a acao do fitol em diferentes sistemas
antioxidantes e na producdo de muco da mucosa gastrica (SOUZA, 2016).

A glutationa reduzida (GSH) € o componente mais importante dos grupos
sulfidrilicos nédo proteicos (NPSH), é encontrada na maioria das células de ratos e
humanos no citosol, onde € sintetizada, e possui varias funcdes bioquimicas, como a
protecdo contra agressdes provocadas por radicais livres, metabdlitos eletrofilicos e
ERO’s liberados pelo etanol (CARLIXTO, 2003). Constitui outro importante
mecanismo citoprotetor, pois participa diretamente como um potente antioxidante e
indiretamente como substrato para varias enzimas antioxidantes, incluindo a
glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) (CNUBBEN et al., 2001; BURCI, 2011).

Ja tem sido bem estabelecido a importancia da GSH para a protecao
gastrica contra agentes lesivos (SZABO et al.,1981; CARVALHO, 2017).



69

Substancias contendo radicais sulfidricos protegem a mucosa gastrica de forma
similar as prostaglandinas. Assim, o aumento nos niveis dos grupos sulfidrilas néo
proteicos (SH-NP) relacionam-se com a reducdo da lesdo gastrica induzida por
etanol, sendo por meio de inativagdo de ERO’s e/ou produtos da peroxidacdo
lipidica, devido a sua oxidacao por metabdlitos toxicos do etanol ou por sua ligacéao
ao acetaldeido, sintetizado pela enzima alcool desidrogenase ou, ainda, por uma
diminuicdo na sintese de glutationa (SZABO et al., 1981; SZABO et al., 1992; SILVA,
2017). Desta forma, é possivel que o fitol diminua a lesédo induzida por etanol,
podendo este ser um dos mecanismos pelo qual a mesma exerca seu efeito protetor
gastrico, ou seja, através da reducdo da peroxidacao lipidica induzida por etanol na
mucosa.

Estudos indicam que a resposta inflamatéria € um processo importante na
cicatrizacdo, uma vez que prepara o ambiente da Ulcera para o processo de reparo.
Entretanto, esta fase ndo deve ser muito intensa e persistente, pois uma resposta
tecidual excessiva pode retardar a cicatrizacdo (CAETANO, 2012). Os radicais livres
tém um papel de destague no desenvolvimento da Ulcera (HAMAISHI et al., 2006), e
os neutrofilos sdo descritos como umas das maiores fontes geradoras desses
radicais livres (TWARDOWSCHY, 2007). Sdo importantes no reparo por serem as
primeiras células a responder imediatamente apds a formacgéo do coagulo e também
a serem recrutadas para a lesdo por serem as células inflamatérias de menor
tamanho (CAETANO, 2012).

Os neutrdéfilos liberam enzimas proteoliticas, tais como MPO, para a
digestdo de restos celulares e contribuem para a morte de bactérias por meio de
fagocitose, producdo de superdxido ou peroxido de hidrogénio (espécies reativas
derivadas do oxigénio — ROS) e 6xido nitrico (NO) (MONACO; LAWRENCE, 2003;
STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009).

A enzima mieloperoxidase € um importante marcador para infiltracdo de
neutrofilos, estando presente no tecido gastrico lesado, e relacionada ao processo
inflamatorio agudo (DENGIZ et al., 2007; SILVA, 2012). No modelo de etanol, o fitol
diminuiu a atividade dessa enzima, mostrando que a acdo inflamatoria esta
diminuida, resultando numa atenuacdo do estresse oxidativo, que é gerado pela
liberacdo de EROs pelos neutréfilo. O trabalho realizado por BOSCARDIN (2012),
demonstrou que o terpeno a-pineno diminuiu a atividade da enzima, demonstrando

esse efeito antioxidante, corroborando o achado do fitol.
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Além de reduzir os niveis de MPO, o etanol afeta as propriedades do tecido
gastrico elevando a peroxidacdo lipidica (ROZZA et al, 2011) sendo o
malondialdeido (MDA) o principal indicador de peroxidacao lipidica € um aldeido de
cadeia curta, sendo um dos compostos medidos pela reacdo com o &cido
tiobarbitirico (TBARS), produzindo um composto de cor vermelha, medido
espectrofotometricamente. A formacdo de malondialdeido ocorre pela decomposicao
dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada para estimar a
intensidade da peroxidacéo lipidica em sistemas biologicos, em células e tecidos
(MAFRA et al., 1999).

Assim, o MDA atua como um marcador de EROs, mediado pelo
desenvolvimento das lesdes géastricas (KWIECIENS, BRZOZOWSKI e KONTUREK,
2002). O MDA, produto de peroxidacao lipidica, é citotdxico e afeta as estruturas das
membranas provocando uma perda de fluidez e integridade e, em Ultima instancia,
uma perda da funcao celular. (TAKEUCHI et al., 1991). O fitol diminuiu os niveis de
MDA, portanto estes dados demonstram que a atividade gastroprotetora deste
diterpeno possivelmente esteja relacionada com o0 aumento da atividade
antioxidante.

A catalase € uma heme enzima e tem como sua funcdo antioxidativa
dismutar H202 em H20 e O2. Esta enzima é encontrada principalmente em
peroxissomos e em humanos, todos os érgdos apresentam essa enzima (LIMA,
2015). Ela metaboliza o peréxido de hidrogénio de maneira extremamente rapida e
pode atuar de duas maneiras, dependendo da concentracdo do substrato. Em
baixas concentracdes (< 1uM), atua como peroxidase (RH2 + H202 — R + 2H20) e
isto ocorre com uma variedade de doadores de hidrogénio, como etanol, metanol,
fenol, nitritos e &cido ascérbico. Em altas concentracfes de substrato, a CAT
decompde rapidamente o peréxido de hidrogénio toxico rapidamente utilizando a
reacdo catalitica, na qual o H202 atua como aceptor e doador de hidrogénio: 2H202
— 2H20 + O2, promovendo a célula um mecanismo altamente eficiente de remocao
do peroxido de hidrogénio (OSHINO et al, 1973; SCANDALIOS, 2005; MAYER,
2007).

A catalase tem um papel protetor importante contra os efeitos téxicos dos
peréxidos gerados nos peroxissomos e 0s remove com grande eficacia (SIRAKI et
al, 2002; MAYER, 2007). A atividade da CAT aumentada nos animais tratados com

fitol também sugere elevados niveis de remoc¢édo do peroxido de hidrogénio (H202),
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reforcando a hipétese de seu efeito antioxidante. Efeito similar teve o alfa terpineol
no qual manteve elevada a atividade da catalase em modelos de leséo por etanol
absoluto (FERNANDES et al., 2016).

Com base nestes dados, verificou-se a ag&o do fitol sobre outra importante
enzima: a superoxido dismutase (SOD). As diferentes formas de SOD catalisam a
reacao de dismutacdo do radical superoxido, removendo cataliticamente os radicais
superoxidos. Em condi¢cdes normais a SOD age tendo uma acgéo de defesa celular
que degrada o superoxido (0O2-) em oxigénio e peroxido de hidrogénio (VANNUCCHI
et al., 1998; BARBOSA et al., 2010). A degradacédo do anion superoxido pela SOD,
no processo inflamatorio, impede que o mesmo induza a producdo de citocinas,
agentes quimiotaxicos e expressdo de moléculas de adeséo (LI; ZHOU, 2011).

O fitol aumentou os niveis de SOD em relacdo ao grupo veiculo no modelo de
Glcera induzida por etanol. Resultado similar ao apresentado no trabalho de
GUEDES (2010), que o efeito do acido centipédico, um diterpeno, elevou os niveis
da enzima SOD no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol.

A ulceracgdo por acido acético € o modelo mais proximo de Ulceras gastricas
em humanos, e 0 dano néo se restringe apenas a camada de muco e a submucosa,
mas se estende até a camada muscular (BONAMIN et al., 2011; MORAES, 2014).
As ulceracdes sdo induzidas por desordem de diversos fatores, dentre eles estao:
aderéncia de muco, 6xido nitrico, citocinas, microcirculacdo, fatores do crescimento
além da producdo de prostaglandinas derivadas da enzima COX2 (ALLEMAND,
2009).

Esse modelo de inducdo de Ulcera serve para avaliar o processo de
cicatrizacdo, no qual é um processo complexo que inclui a reconstru¢cao da mucosa
através da formacéo do tecido de granulacdo na base da ulcera com a migracéo e
proliferacdo de células epiteliais e inflamatérias, a sintese e degradacdo de
moléculas da matriz extracelular e componentes de tecido conectivo, além da
sintese de fatores de crescimento e citocinas e com isso ocorrendo 0
reestabelecimento da arquitetura glandular (PAZZINI, 2007; SILVA, 2012).

No entanto, em alguns casos, numerosos neutréfilos e macréfagos persistem
abaixo do tecido regenerado, mesmo apOs a cicatrizagdo da Ulcera. Estes
macrofagos aumentam a producéo e liberacédo de citocinas, levando a quimiotaxia e

acumulo de neutrdfilos que por sua vez, liberam proteases e espécies reativas de
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oxigénio lesando o tecido cicatrizado e induzindo a recorréncia da Ulcera
(ARAKAWA et al., 2012; BOEING, 2015).

Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram que o
tratamento dos animais por sete dias com a cimetidina reduziu significativamente a
Ulcera gastrica induzida por acido acético. De maneira semelhante, o tratamento
com o fitol também protegeu a mucosa gastrica das lesdes causadas pelo acido
acético. Pesquisas feitas anteriormente como a realizada por, Yamaguchi e Garcia
(2012), evidenciam acao do Oleo-resina de copaiba que € uma solucdo de &cidos
diterpénicos no qual apresentou melhor cicatrizacdo, quando confrontado ao
omeprazol. De tal modo pode-se supor que tanto o 6leo quanto o fitol inibam algum
dos efeitos fisiopatoldgicos citados anteriormente.

Diante do exposto, como a cicatrizacdo da ulcera envolve diversos
mecanismos, como descrito anteriormente, uma das possibilidades no qual o fitol
mostrou-se efetivo para promover a cicatrizacdo, pode ser devido a sua acao
antioxidante.

Em sintese, o presente estudo demonstrou, frente a lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto, isquemia/reperfusdo e atividade antioxidante, uma
gastroprotecdo promovida pelo fitol, que pode estar relacionada com a manutencao
da integridade da mucosa gastrica, que depende da completude da microcirculagéo,
regulando a estimulacdo dos sistemas antioxidantes, diminuindo a peroxidacao
lipidica, com reestabelecimento do fluxo sanguineo local de prostaglandinas
constitutivas, além de melhorar na regeneracédo das células epiteliais gastricas visto
no modelo crénico de acido acético (LA CASA et al., 2000; REPETTO et al., 2003).
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7.0 CONCLUSOES

O fitol possui efeito antiulcerogénico em modelos de lesdes gastricas agudas
induzidas por: etanol, isquemia e reperfusédo, AINES e em modelo crbnico de

acido acético em ratos;

O fitol possui acdo antioxidante na parede gastrica dos ratos envolvendo a
participagdo dos grupos sulfidrilas n&o-proteicos e potencializando o sistema
antioxidante através da diminuicdo da atividade da mieloperoxidase e dos
niveis de MDA, e por aumentar defesas antioxidantes enddégenas como a

SOD e catalase.
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8.0 PERSPECTIVAS

e Na perspectiva de continuar o presente estudo da atividade gastroprotetora

do fitol, é relevante a continuacdo dos possiveis mecanismos de acgdo

envolvidos nesta acéo, através dos seguintes modelos experimentais:

¢ Analise da participacdo do 6xido nitrico, dos canais de potassio sensiveis ao
ATP, na producédo de muco, no qual este esta entre 0s provaveis mecanismos
envolvidos no efeito gastroprotetor;

e Avaliagéo dos niveis séricos de somatostatina, gastrina, PGE2, TNFa, IL-8,

¢ Investigacdo do envolvimento da bomba H+/K+-ATPase;

e Andlise do tecido gastrico através de cortes histolégicos, verificando se o fitol

também € capaz de reduzir as lesdes nas microestruturas das células

gastricas.
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