~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
MESTRADO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

JOSE DIOGO LIMA MARTINS

EFEITO GASTROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DA
Lippia gracilis Schauer (VERBENACEAE)

SAO CRISTOVAO
2017



1

JOSE DIOGO LIMA MARTINS

EFEITO GASTROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DA
Lippia gracilis Schauer (VERBENACEAE)

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Fisiologicas.

Orientador: Prof 2. Dr2. Sara Maria Thomazzi

SAO CRISTOVAO
2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Martins, José Diogo Lima
M386e Efeito gastroprotetor do dlec essencial da Lippia gracilis
Schauer (Verbenaceae) ! José Diogo Lima Martins ; orientadora
Sara Maria Thomazzi. — S80 Cristovio, 2017.
60 f. il

Dissertacdo (mestrado em  Ciéncias Fisiolégicas) -
Universidade Federal de Sergipe, 2017.

1. Ulcera gastrica. 2. Lippia (Género). 3. Esséncias e dleos
essenciais — Uso terapéutico. 4. Produtos naturais. |. Thomazzi, Sara
Maria, orient. Il. Titulo.

CDU 612.326:582.929.3




v

JOSE DIOGO LIMA MARTINS

EFEITO GASTROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DA
Lippia gracilis Schauer (VERBENACEAE)

Dissertagao apresentada ao Programa de Pds-
Graduagcdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito a obtengdo do grau de Mestre em
Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Profe. Dr2. Sara Maria Thomazzi

1° Examinador: Prof. Dr. Enilton Aparecido Camargo

2° Examinador: Prof2. Dr?. Jullyana de Souza Siqueira Quintans



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me deu forgas para seguir sempre em frente.

Aos meus pais, irmaos e a toda minha familia que, com muito carinho e apoio, nao
mediram esfor¢os para que eu chegasse até esta etapa de minha vida.

A professora Dr® Sara Thomazzi pela paciéncia na orientacéo, pelos ensinamentos e
incentivo que tornaram possivel a conclusido desta dissertagao.

A todos os professores do curso, que foram tdo importantes na minha vida
académica e no desenvolvimento desta dissertagao.

Aos amigos e colegas do LAFID, pelo incentivo e pelo apoio constantes.

Aos colegas do PROCFIS pelos enriquecedores debates.

A CNPQ e FAPITEC-SE pelo apoio financeiro.

A Universidade Federal de Sergipe, sem a qual nada disso seria possivel.



vi

RESUMO

EFEITO GASTROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DA Lippia gracilis Schauer
(VERBENACEAE), José Diogo Lima Martins, Sao Cristovao, 2016.

A Ulcera gastrica € uma doenga que acomete grande parcela da populagdo mundial,
com prevaléncia de 2,4% na populacido ocidental e com taxas de incidéncia anuais
de 0,10% a 0,19%, com alta taxa de cura, porém com elevado indice de recorréncia.
O dleo essencial (OE) da Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) € utilizado
popularmente no tratamento de diversos disturbios e apresenta atividades
antinociceptiva, anti-inflamatoéria, antioxidante e antimicrobiana, mas seu efeito
gastroprotetor ainda nao foi estudado. Os animais foram tratados com OE nas doses
de 20,60 e 180 mg/kg). Foi utilizado o modelo de ulceras agudas induzidas por
etanol/HCI para avaliar o efeito gastroprotetor do OE e investigar alguns possiveis
mecanismos envolvidos. Os animais foram pré-tratados com ioimbina (antagonista a-
adrenérgico), glibenclamida (bloqueador dos canais Karp), L-NAME (inibidor da
sintese de NO), NEM (bloqueador de grupamento sulfidrilicos), indometacina (anti-
inflamatorio ndo esteroidal) e todos foram tratados com OE (180mg/kg). O modelo
de ligadura de piloro foi utilizado para avaliar efeito do OE sobre a secre¢do de muco
e acidez gastrica. E a a¢édo do OE sobre a atividade da H*, K’*-ATPase avaliada por
ensaio in vitro. Observamos que o OE preveniu de forma dose-dependente as lesdes
provocadas pelo etanol/HCIl, com diminuicdo de edema e perdas de células
epiteliais. O efeito gastroprotetor do OE foi diminuido de forma parcial pelos pré-
tratamentos com L-NAME, glibenclamida, indometacina e ioimbina, e total com NEM.
No modelo de ligadura de piloro o OE aumentou a produgdo de muco, foi capaz de
aumentar o pH do suco gastrico, diminuir o volume de secreg¢ao e a concentragao de
H*. O OE inibiu a atividade da H*, K*-ATPase. Estes resultados comprova que o OE
de Lippia gracilis possui efeito gastroprotetor, diminuindo a secregao gastrica e
estimulando fatores protetores, com participacdo de NO, grupamentos sulfidrilicos,
receptores a-adrenérgicos, prostaglandinas e canais Karp.

Palavras-chave : Gastroprotecdo; Ulcera Gastrica; Lippia Gracilis; Oleo essencial;

Produto natural.
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ABSTRACT

GASTROPROTECTIVE EFFECT OF THE ESSENTIAL OIL from Lippia gracilis
Schauer (VERBENACEAE), José Diogo Lima Martins, Sdo Cristovéao, 2016.

Gastric ulcer is a disease that affects a large part of the world population, with a
prevalence of 2.4% in the Western population and with annual incidence rates of
0.10% to 0.19%, with a high cure rate, but with a high recurrence rate. The essential
oil (OE) of Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) is popularly used in the treatment
of various disorders and presents antinociceptive, anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial activities, but its gastroprotective effect has not been studied yet. The
animals were treated with OE at doses of 20, 60 and 180 mg/kg). The acute
ethanol/HCI induced ulcer model was used to evaluate the gastroprotective effect of
OE and to investigate some possible mechanisms involved. The animals were pre-
treated with yohimbine (a-adrenergic antagonist), glibenclamide (KATP channel
blocker), L-NAME (NO synthesis inhibitor), NEM (sulfhydryl grouping blocker),
indomethacin (nonsteroidal anti-inflammatory) And all were treated with OE (180
mg/kg). The pylorus ligature model was used to evaluate the effect of OE on mucus
secretion and gastric acidity. And the action of OE on the activity of H *, K *-ATPase
evaluated by in vitro assay. We observed that OE dose-dependently prevented
lesions caused by ethanol/HCI, with decreased edema and loss of epithelial cells.
The gastroprotective effect of OE was partially diminuided by pre-treatments with L-
NAME, glibenclamide, indomethacin and yohimbine, and total with NEM. In the pylori
ligation model OE increased mucus production, it was able to increase the pH of the
gastric juice, decrease the volume of secretion and [H *]. OE inhibited the activity of
H + K + -ATPase. These results confirm that Lippia gracilis OE has a
gastroprotective effect, decreasing gastric secretion and stimulating protective
factors, with NO participation, sulfhydryl groups, a-adrenergic receptors,
prostaglandins and KATP channels.

Key-words: Gastroprotection; Gastric ulcer; Lippia gracilis; Essential oil; Natural
product.
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1. INTRODUGCAO

A Ulcera gastrica € uma doenca cronica caracterizada por lesdes profundas
na parede gastrica, que adentram em toda a espessura da mucosa (TARNAWSKI,
2005; KANGWAN et al., 2014). Trata-se de uma doengca que acomete grande
parcela da populacdo mundial, com prevaléncia de 2,4% na populag¢ao ocidental e
taxas de incidéncia anuais de 0,10% a 0,19% e alta taxa de cura; porém, com
elevado indice de recorréncia (KANGWAN et al., 2014; Bl; MAN; MAN, 2014).

Este disturbio ulcerativo surge quando se observa um significativo
desequilibrio entre os fatores agressores, enddégenos e/ou exdgenos [consumo
abusivo de alcool, fumo, estresse, alimentagdo, uso de anti-inflamatérios néao
esteroidais (AINEs), infecgdo pela bactéria Helicobacter pylori, desregulacdo na
secrecdo de pepsina e acido gastrico], e protetores da mucosa [muco, bicarbonato,
prostaglandinas, compostos sulfidrilicos, adequado fluxo sanguineo, sistema
antioxidante e 6xido nitrico] (ROZZA; PELLIZZON, 2012; KANGWAN et al., 2014).

Na atualidade, varias classes de drogas sdo utilizadas no tratamento e/ou
profilaxia da ulcera gastrica. As terapias farmacologicas baseiam-se no uso de
inibidores da bomba de protons (ex.: omeprazol, pantoprazol, lansoprazol), inibidores
dos receptores H, de histamina (ex.: cimetidina, famotidina, nizatidina), antiacidos
(ex.: hidroxido de aluminio ou magnésio), antibidticos para erradicagdo do H. pylori
(ex.: claritromicina, amoxicilina) e drogas citoprotetoras da mucosa gastrica como
analogos de prostaglandinas (ex.: misoprostol), carbenoxolona e sucralfato (NAJM,
2011; FOX; MUNIRAJ, 2016).

Apesar de promover melhora e/ou cura das Ulceras gastricas, estes
medicamentos podem apresentar efeitos adversos como diarreias, dores
abdominais, arritmias, intolerancia no trato gastrointestinal, entre outros. Estes
farmacos agem estimulando os fatores protetores ou bloqueando os agressores, nao
existindo tratamentos que abordem de forma eficaz todos os componentes
envolvidos (ROZZA; PELLIZZON, 2012; FOX; MUNIRAJ, 2016). O uso cronico de
omeprazol, por exemplo, pode promover hipocloridria através da inibigdo total da
secrecdo acida e assim dificultar a absorgédo da vitamina B12 e magnésio, e esta

relacionado com o efeito rebote de hiperacidez gastrica e risco do desenvolvimento



de nefrite intersticial aguda e tumores carcinoides gastricos (BRADFORD; TAYLOR,
1999; ABRAHAM, 2012).

Consequentemente, este cenario tem motivado estudos a procura de novas
drogas gastroprotetoras, com base em produtos naturais e seus compostos, as quais
podem ser altamente eficazes no tratamento da ulcera, diminuir a recorréncia das
lesbes, apresentar menos efeitos colaterais e ser de baixo custo (ROZZA,
PELLIZZON, 2012; KANGWAN et al., 2014).

Nos ultimos anos fica evidente o foco voltado para estudo de plantas
medicinais e seus potenciais terapéuticos, considerando a ampla quantidade de
estudos publicados sobre o tema nos ultimos anos. Porém, vale ressaltar que o
numero de medicamentos provenientes dessas plantas ainda é inexpressivo, com
poucas obtendo aprovacdo da agéncia reguladora brasileira ANVISA, sendo
necessario esforco maior para estreitar a relacdo entre industrias farmacéuticas e a
academia, proporcionando a populagcdo os beneficios ao acesso dos mesmos
(DUTRA et al, 2016).

Os produtos naturais sdo uma fonte rica de compostos bioativos com
atividades farmacoldgicas promissoras, e tém sido as fontes de muitas substancias
com propriedades biolégicas, por exemplo, atividades antioxidante e anti-
inflamatdria, Uteis na medicina para o tratamento de disturbios humanos diversos
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Grande parcela da populagdo mundial ainda
deposita muita confianga nos produtos a base de plantas medicinais para tratar suas
enfermidades, o que desperta o interesse no estudo dos efeitos dessas substancias
em varios paises do mundo (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

Dentre os produtos naturais encontram-se os Oleos essenciais, que sao
metabdlitos secundarios sintetizados em todas as partes de plantas aromaticas.
Estes 6leos essenciais apresentam-se na forma de liquidos volateis compostos,
soluveis em lipidios, com acentuado odor (ROZZA; PELLIZZON, 2012).

A Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae), popularmente chamada de “alecrim-
da-chapada” ou “alecrim-da-serra”, trata-se de uma erva comumente encontrada na
vegetacdo do nordeste brasileiro. O Oleo essencial desta espécie possui altas
concentragbes de monoterpenos, apresentando como componentes majoritarios o
timol, carvacrol, o-cimeno, y-terpineno e B-cariofileno (ALBUQUERQUE et al., 2007;
SILVA et al., 2008; MENDES et al., 2010; RIELLA et al., 2012). Em relagédo a esse

6leo essencial sdo descritas na literatura atividades antinociceptiva, anti-inflamataria,



antioxidante e antimicrobiana, esta ultima contra a larva do Aedes aegypti
(GUILHON et al., 2011; MENDES et al., 2010; SILVA et al., 2008). Entretanto, seu
potencial efeito gastroprotetor ainda nao foi investigado.

Partindo do pressuposto que existe um grande interesse econdmico e
cientifico na descoberta de novas substancias ou terapias alternativas para o
tratamento de ulceras gastricas, aliado as atividades biolégicas apresentadas pelo
Oleo essencial da Lippia gracilis, torna-se importante avaliar seu efeito

gastroprotetor.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica é compreendida como uma doenga cronica, com
possibilidade de complica¢des inesperadas, envolvendo sangramentos, estenose e
perfuragdes na mucosa, relacionadas a altos niveis de secrec¢ao de acido gastrico e
comprometimento dos mecanismos de defesa (; KANGWAN et al., 2014; HUNT et
al., 2015).

O desenvolvimento da ulcera é basicamente o resultado de um desequilibrio
entre mecanismos protetores da mucosa [muco, bicarbonato, prostaglandinas (PGs),
oxido nitrico (NO), compostos sufidrilicos (SH) ndo proteicos, sistema antioxidante e
fluxo sanguineo mucoso] e fatores danosos [aumento da secregao de acido gastrico
e pepsina, infecgcao pelo agente bacteriano Helicobacter pylori, uso prolongado de
AINEs, alimentagdo inadequada, tabagismo e consumo exagerado de alcool]
(ROZZA; PELLIZZON, 2012; KANGWAN et al., 2014; Bl; MAN; MAN, 2014).

A Uulcera segue como uma das doengas de maior prevaléncia no mundo, com
mais de 300.000 casos diagnosticados por ano nos EUA, acarretando custos na
casa dos bilhdes de dolares. Na Coréia do Sul em 2005, 20% dos adultos que se
dirigiam ao hospital universitario relatavam sofrer de Ulcera, e sua incidéncia
aparenta estar aumentando em idosos, tornando um fator de risco para mortalidade
(OVERMIER; MURISON, 2012; LEONTIADIS et al., 2013). Estima-se no Brasil uma
taxa de prevaléncia da ulcera de 0,2% para homens e 0,1% para mulheres, com
mortalidade de 3,0/100 mil habitante (OLIVEIRA et al., 2015)

A prevaléncia de ulcera relacionada ao H. pylori vem diminuindo; no entanto,
0s casos de Ulcera associados ao uso de AINEs vem aumentando conjuntamente
com uma incidéncia mais alta em fumantes e/ou consumidores de alcool em
demasia (Bl; MAN; MAN, 2014; CARLI et al., 2015). No estdbmago, o alcool pode
promover danos a mucosa, influenciando maior secrecéo de acido, estimulando as
células parietais através do sistema colinérgico, com maior produgdo de AMPc e
liberagao de histamina, gerando a ulcera (BUJANDA, 2000).



2.2 FISIOLOGIA GASTRICA

O estdbmago trata-se de um reservatério ativo encarregado de armazenar,
triturar e dispensar os alimentos parcialmente digeridos para o intestino, para que
seja realizada a digestao e absorgdo dos nutrientes. Este 6rgao é responsavel pela
secregdo do acido cloridrico (HCI), que vai converter o pepsinogénio em pepsina,
auxiliando a digestao de proteinas, a absorcao de ferro, calcio e vitamina B12, e
ainda prevenir contra o crescimento bacteriano (CHU; SCHUBERT, 2012).

Anatomicamente o estbmago é dividido em trés regides (fundo, corpo e piloro)
e, funcionalmente, existem duas regides glandulares: mucosa oxintica e pilorica. A
mucosa da glandula oxintica, marcada principalmente pela célula parietal,
compreende 80% do fundo e do corpo. A mucosa da glandula pilérica compreende
20% do antro (DI MARIO; GONI, 2014). As células dominantes da mucosa oxintica
sdo as ceélulas parietais (secretoras de acido) e células tipo-enterocromafins
(secretoras de histamina). Dentre outros tipos celulares, encontram-se as células
enterocromafins (produtoras de peptideo natriurético atrial, serotonina e
adrenomedulina) e células D (produtoras de somatostatina). A caracteristica
distintiva da mucosa pildrica € a célula G (produtora de gastrina) (CHU; SCHUBERT,
2012; DI MARIO; GONI, 2014).

A modulagcao da secrecao de acido para suprir a demanda fisiologica se da
por mecanismos neurais, hormonais e paracrinos. Seus principais estimulantes sao
a histamina, a gastrina e a acetilcolina (figura 1) (SCHUBERT; PEURA, 2008). O
sistema nervoso central (SNC) modula o sistema nervoso entérico mediante a
acetilcolina (ACh) que estimula a secre¢cdo de acido gastrico pelas entradas
sensoriais impulsionadas pelo pensamento, visao, olfato, paladar e degluticao de
alimentos. A regulacdo periférica ocorre através de uma variedade de estimulos
hormonais, paracrinos, enddécrinos, bem como produtos quimicos (SCHUBERT,
2014).
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Figura 1. Esquema ilustrando a regulagcdo da secrecdo de acido gastrico por
mecanismos neurais (acetilcolina), hormonais (gastrina) e paracrinos (histamina).
Adaptado de SCHUBERT; PEURA (2008). Ach = acetilcolina; AMPc = adenosina
3’,5’-monofosfato ciclico; CCK,; = receptores de colecistocinina 2; Mz = receptor
muscarinico 3; Hy = receptor de histamina 2.

A Ach estimula diretamente a secre¢ao de acido gastrico através da ativagao
dos receptores muscarinicos (M3) nas células parietais, e, indiretamente, por meio da
ativagcdo dos receptores M, e Ms nas células D, inibindo a secrecdo de
somatostatina. A histamina estimula diretamente a célula parietal por meio de ligagao
aos receptores H; e, indiretamente, através dos receptores Hgj, inibindo a
somatostatina e, consequentemente, favorecendo a histamina e secregéo acida. A
gastrina, horménio liberado em resposta aos alimentos, estimula a secregéo de
acido gastrico via receptor de colecistocinina (CCK-2) nas células tipo-
enterocromafins, liberando histamina. (SCHUBERT; PEURA, 2008; YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015).

A Ach, liberada pelo nervo vago, estimula a secregédo acida mediante ligagcéo
aos receptores M3z na célula parietal por meio do aumento do calcio intracelular.
Esses receptores sdo acoplados a fosfolipase C que gera trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG) por quebra de fosfolipideos de membrana. O IP3 provoca a



liberacdo de calcio dos depdsitos intracelulares que, por sua vez, ativa a proteina
quinase C (PKC), levando a uma nova cascata de fosforilagdo de proteinas
envolvidas na ativagdo da bomba de H'K*ATPase (YAO; FORTE, 2003; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

A pelas células G quando estimuladas pela ingestdo de alimentos contendo
proteina liberam o horménio gastrina, que estimula indiretamente a secregdo de
acido gastrico, através do receptor de colecistocinina (CCK)-2, um receptor acoplado
a proteina Gq, presentes principalmente nas ECL responsaveis por sintetizar e
liberar histamina. A gastrina promove essa liberagédo de histamina pelas células ECL
por aumento do IP?, conseguinte elevagdo do calcio intracelular e estimulagao de
diversos fatores relacionados a producédo e liberagdo da histamina
(PRINZ;ZANNER;GRATZL, 2003; CHU; SCHUBERT, 2012)

A histamina, por sua vez, ao ativar receptores H, aumentam o adenosina 3’,5’-
monofosfato ciclico (AMPc) intracelular, ativando a proteina kinase A (PKA). A PKA
comecga uma cascata de fosforilacdo e ativagao de proteinas também envolvidas na
atividade da de H+K+ATPase (YAO; FORTE, 2003, SCHUBERT, PEURA, 2008).

A somatostatina, secretada pelas células D, atua inibindo a secre¢ao de acido
gastrico de forma direta na célula parietal via receptores de sotatostatina (ST») e
indireta por inibicdo da secregéo de histamina das células ECL e através da inibigao
da secrecao de gastrina pelas células G. Sua liberagdo ocorre quando o pH do
lumen estomacal esta abaixo de 3 (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Quando estimulada a secrecdo acida, a bomba de prétons das células
parietais, H'K*-ATPase, que se encontram em vesiculas tubulares intracelulares é
translocada e se funde & membrana apical, liberando o H* em troca de K* contra o
gradiente de concentracdo. Quando finalizada a secre¢do, a enzima é inativada e
volta a ser internalizada na célula parietal (SCHUBERT, 2011).



2.3 GASTROPROTEGAO

A mucosa gastrica esta constantemente exposta a diversos fatores exdgenos,
como 0s proprios alimentos possuidores de substancias que podem provocar o
desenvolvimento de ulceras gastricas (MAGIEROWSKI et al., 2015a). Entretanto,
para preservar sua integridade, a mucosa faz uso de mecanismos de defesa, que
compreendem fatores pré-epiteliais, uma barreira epitelial, envolvendo a produgéao
de muco e bicarbonato, PGs, grupamentos SH, fluxo sanguineo constante, NO e
sulfeto de hidrogénio (H,S) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008;
MAGIEROWSKI et al., 2015a;).

A camada constituida por muco, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes
mostra-se como a primeira linha de defesa da mucosa (ALLEN; FLEMSTRON,
2005). O muco gastrico secretado pelas células epiteliais superficiais € um gel
composto de 95% de agua e 5% de glicoproteinas, que forma uma camada
envolvendo toda a superficie da mucosa. Esta camada nao agitada utiliza o
bicarbonato para que se mantenha um pH préximo da neutralidade, evitando a
invasdo da pepsina, e assim protegendo da autodigestdo (LAINE; TAKEUCHI,
TARNAWSKI, 2008). O muco também exerce fungdo como lubrificante, para
minimizar danos fisicos ao epitélio provenientes de materiais ingeridos, assim como
a possibilidade do contato com bactérias (WALLACE, 2008). Os mecanismos
regulatorios da secregdo de HCO™ da mucosa compreendem fatores neurais,
humorais e concentracdo de acido luminal, com participacdes relevantes das PGs
(aumento de AMPc) e do NO (aumento de GMPc) na modulagcdo local desta
secrecao, (TAKEUCHI et al, 2011).

As PGs sao produzidas a partir do metabolismo do acido araquidénico
produzido pelo estdmago e duodeno através das enzimas ciclo-oxigenases (COX),
sendo a COX-1 mais envolvida nas respostas gastricas. A prostaglandina da série E
e a prostaciclina (PGl,) sao potentes vasodilatadores, produzindo este efeito no
estdmago via receptores EP2/EP4 e IP (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015; GYIRES;
TOTH; ZADORI, 2015).

As PGs podem regular diversos fatores na mucosa gastrica. Via receptores
EP3 pode inibir diretamente a secrecdo de HCI pelas células parietais e,

indiretamente, a liberacdo de histamina pelas células tipo-enterocromafins, e por



meio dos receptores EP1 e EP4 aumentam a secrecdo de muco e bicarbonato.
Quando a PGE; se liga aos receptores EP2 e EP4, aumenta o fluxo sanguineo da
mucosa. Os receptores EP1 também afetam a motilidade gastrica e com isso
promovem maior protecdo frente as lesdes. (TAKEUCHI, 2014; YANDRAPU;
SAROSIEK, 2015).

A via de sinalizagdo envolvida na acdo das PGE2 vai depender dos
receptores EP ao qual ela se liga, considerando que sao mediados por diferentes
proteinas que utilizam distintos segundos mensageiros. Os receptores EP1 sao
acoplados a proteina Gq, resultando no aumento do ca*" intracelular. Receptores
EP2 e EP4 estdo acoplados a proteina Gs, ativando a adenilato ciclase e elevando
os niveis de AMPc. Porém reduz o AMPc caso se ligue aos receptores EP3,
acoplados a proteina Gi (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006).

Acredita-se que o efeito protetor das PGs na mucosa gastrica envolve a
ativacdo de canais de K* sensiveis a ATP (Karp) pela ativagédo da proteina quinase A
(PKA) (EUGUCHI et al., 2007). Como sugere os resultados do estudo de PESKAR,
EHRLICH, PESKAR (2002), onde o bloqueio desses canais por glibenclamida
promoveu redugdo da protecdo de um analogo de prostaglandina e outros agentes
protetores, porém quando administrado o cromacalim, ativador dos canais de
potassio o efeito protetor dos compostos foi preservado. MEDEIROS et al. (2008)
observaram o envolvimento da ativacdo de canais Katp na protegcao gastrica do
sildenafil, que eleva os niveis de GMPc, contra a leséo induzida por etanol, enquanto
Gomes et al. (2006) descreveram a participacdo dos canais Karp no efeito
gastroprotetor do lipopolissacarideo contra a lesao induzida por indometacina.

O NO assume uma papel fundamental na defesa da mucosa gastrica pelo
aumento do fluxo sanguineo e manutengado da microcirculagcdo na mucosa gastrica
(GYIRES; TOTH; ZADORI, 2015). O NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-
arginina, pela agdo da enzima sintase do NO (NOS) , nas isoformas constitutiva
(NOSc) ou induzivel (NOSi), esta ultima em resposta a processos danosos. O NO
se difunde do endotélio para os musculos lisos onde reage com a enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs), levando a formagdo do segundo mensageiro guanosina
monofosfato ciclico (GMPc). Este GMPc vai ativar a proteina quinase G inciando
uma cascata de fosforilagcdo resultando no relaxamento do musculo liso, seguido do
aumento do diametro do vaso e do fluxo sanguineo na regido (MAGIEROWSKI et
al., 2015a).
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Quando a mucosa gastrica esta exposta a fatores agressores, a NOS
endotelial é ativada e o NO produzido, o qual desempenha um papel importante em
relagdo ao processo de cicatrizagdo da ulcera via modulagdo da microcirculagao e
aumento do fluxo sanguineo necessario para a mucosa (EL-DEMERDASH et al.,
2010).

O H,S, de forma semelhante ao NO, é um mediador gasoso com importancia
na protecao da mucosa gastrica. Este mediador € sintetizado a partir da L-cisteina
pela atividade de duas enzimas dependentes do piridoxal-5-fosfato (vitamina B6): a
cistationina y-liase e a cistationina B-sintase. Seu efeito gastroprotetor da-se por
varios mecanismos, como aumento do fluxo sanguineo e da secregdo de
bicarbonato, aumento da sintese de PGs, menor adesao endotelial de leucdcitos,
diminuicdo de espécies reativas do oxigénio e diminuicdo da liberagao de citocinas
pro-inflamatérias (GYIRES; TOTH; ZADORI, 2015; MAGIEROWSKI et al., 2015b). O
H,S desempenha um papel importante quando o tecido encontra-se ulcerado,
considerando que o processo de cicatrizagdo é parcialmente dependente da sua
participacao, acelerando a cura (GEMICI; WALLACE, 2015).

Os compostos SH enddgenos desempenham um importante papel na
protecdo da mucosa gastrica; com sua agao antioxidante, se liga aos radicais livres
formados pela agcdo do agente nocivo e atua na produgdo de muco. A glutationa
reduzida (GSH), uma representante do grupo sulfidrilico ndo proteico, ilustra essa
participacdo de defesa aos danos oxidativos na lesdo, GSH se liga aos radicais
livres e se apresenta em niveis mais baixos em tecidos ulcerados de ratos (ROZZA,
PELLIZZON, 2012).

Os adrenoceptores desempenham papel consideravel sobre a regulacéo pré-
sinaptica de liberagao do transmissor e, influenciando assim na modulagéo de
funcdes do trato gastrointestinal (ZADORI et. al, 2011). Na complexa regulacgéo
neural da secregéo gastrica, os az-adrenoceptores, distribuidos largamente no trato
gastrointestinal, quando ativados podem inibir a producao de acido gastrico,
motilidade e evitar danos a mucosa gastrica (SHUJAA et al., 2011).
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2.4 TERAPEUTICA ATUAL

No século XX a ulcera gastrica era tratada com cirurgia, a vagotomia, onde
era feito a secgdo do nervo vago. Quadro este que mudou com o surgimento da
terapia farmacologica na década de 70 e a descoberta dos receptores de histamina
nas células parietais, implicando no surgimento da cimetidina, um bloqueador do
receptor Hy. Em seguida foi descoberta a bomba de protons e surgiu o omeprazol
como farmaco inibidor desta bomba. Posteriormente, tivemos a descoberta da
bactéria H. pylori e a comprovagdo de seu envolvimento na ulcera gastrica
(TONETO; OLIVEIRA; LOPES, 2011).

Atualmente as drogas usadas no tratamento de ulceras gastricas incluem
antibiéticos nos casos de infeccdo por H. pylori (ex.: claritromicina, amoxicilina),
antagonistas de receptores H, da histamina (ex.: ranitidina cimetidina, famotidina,
nizatidina), inibidores da bomba de prétons (ex.: omeprazol, lansoprazol) e, mais
recentemente, drogas citoproteroras como analogos de PGs (ex.. misoprostol),
sucralfato e carbenoxolona (NAJM, 2011; FOX; MUNIRAJ, 2016).

Vale ressaltar que algumas estratégias terapéuticas baseiam-se no uso de
dois ou mais farmacos de classes diferentes, que promovem o tratamento
abordando os varios mecanismos da doenga. Todas as drogas utilizadas podem
apresentar efeitos adversos como arritmias, diarreia, intolerancia gastrointestinal,
entre outros (TUSKEY; PEURA, 2013; FOX; MUNIRAJ, 2016).

O uso por tempo prolongado de inibidores da bomba de prétons pode
ocasionar diversos riscos a saude, considerando que a supressao da secregao acida
acaba interferindo na absorcdo de vitaminas e nutrientes importantes para o
adequado funcionamento do organismo, como vitamina B, magnésio e calcio, e
assim aumentando as possibilidades de desenvolvimento de processos infecciosos,
inflamatorios e até mesmo fraturas 6sseas (ITO; JENSEN, 2010; CORLETO et. al,
2016).

Portanto, torna-se evidente a necessidade da pesquisa de novas substancias
com potencial para tratar a Ulcera gastrica de forma ampla, abrangendo o maximo de

fatores envolvidos, com menor ou nenhum efeito adverso e a baixo custo.
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2.5 Lippia gracilis

Desde o comego dos tempos o homem explora a natureza em busca de
subsidios que lhe proporcionem maiores chances de sobrevivéncia. Neste cenario, o
emprego de plantas medicinais para a manutencdo da saude se da de maneira
relevante, sendo utilizadas preparacdes para uso local até o desenvolvimento de
drogas cada vez mais refinadas (GIRALDI; HANAZAKI, 2010). As plantas e diversos
produtos naturais estdo sendo bastante estudados ao redor do mundo quanto a suas
potenciais agdes bioldgicas e potencial uso terapéutico para tratamento de diversas
doencas, como cancer, doenca de Chagas e Malaria (CHRISTEN; CUENDET, 2012).

A pesquisa e uso de plantas medicinais e fitoterapicos para o tratamento de
diversas doengas vém sendo atualmente muito estimulado pelo governo. O SUS
desde 2007 tem disponibilizado para os pacientes, por meio das secretarias de
saude nas esferas estadual e municipal, medicamentos fitoterapicos para o
tratamento de diversas doencas, como a Maytenus ilicifolia (Espinheira-santa),
empregada no tratamento de Ulceras e gastrites, e a Mikania glomerata (Guaco),
para tratar sintomas da gripe (Brasil, 2012). A partir de 2008 foi colocado em vigor o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com aprovagédo do
Governo Federal, que visa garantir que a populagdo tenha acesso e desfrute de
forma segura dos beneficios das plantas medicinais e fitoterapicos, com
investimento na obtencdo de maquinas e acessorios, admissdo de técnicos
capacitados proporcionando uma associag¢ao entre todos os pilares envolvidos no
processo de produgéao a distribuigdo destes medicamentos (Brasil, 2012).

O género Lippia (Verbenaceae) € composto por cerca de 200 espécies
distribuidas pelos paises das Américas do Sul e Central e Africa Tropical. Grande
parte deste género € popularmente utilizada para tratar disturbios gastrointestinais e
respiratorios. Algumas espécies de Lippia ja possuem suas atividades antimalarica,
antiviral e citostatica comprovadas (PASCUAL et al., 2001a), entre outras. A literatura
relata que a Lippia dulcis possui atividade anti-inflamatéria (PEREZ et al., 2005), a
Lippia sidoides Cham possui atividade antimicrobiana (VERAS et al., 2014) e a
Lippia citriodora possui atividade anticonvulsivante (RASHIDIAN et al., 2016).

A Lippia gracilis Schauer (fig. 2) , popularmente chamada de “alecrim-da-

chapada” ou “alecrim-da-serra” € uma erva comumente encontrada na vegetagcédo do
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nordeste brasileiro, utilizada popularmente para tratar sinusite, bronquite, congestao
nasal e dor (ALBUQUERQUE et al., 2007). Esta espécie produz um 6leo essencial
(OE) contendo como componentes majoritarios timol, carvacrol, o-cimeno, y-
terpineno e B-cariofileno (ALBUQUERQUE et al., 2007; SILVA et al., 2008; MENDES
et al.,, 2010; RIELLA et al., 2012), usado externamente pela populagao para tratar
dores abdominais, doencgas cutaneas, queimaduras, feridas e ulceras, conforme

revisado por Pascual et al. (2001a).

Figura 2. Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae)

A atividade antimicrobiana do OE da L. gracilis foi descrita por SILVA et al.

(2008), sendo capaz de provocar elevada mortalidade em larvas do Aedes aegypti.
Em 2010 MENDES et al. avaliaram os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério do
OE da L. gracilis, observaram que ele foi eficiente na redu¢cdo do edema induzido
por inje¢cao de carragenina entre a primeira e quarta hora apds a injecado em ratos,
também diminuiu a migragao leucocitaria para a regidao peritoneal de camundongos

apos uma hora da injegéo de carragenina e o OE foi capaz de inibir as contor¢des
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abdominais provocadas por acido aceético. Foi avaliada também a atividade
antioxidante in vitro, na qual o OE apresentou potencial antioxidante moderado.

Em 2011 GUILHON et al. buscaram caracterizar as atividades descritas
anteriormente do OE e avaliar possiveis mecanismos envolvidos. Os resultados
indicaram que o OE da L. gracilis pode inibir respostas inflamatérias bloqueando a
via do NO e também pode atenuar a hipernocicepgao por bloqueio dos sistemas
opidide e colinérgico. Ainda nesse estudo foi feito uma avaliagdo da toxicidade
aguda, onde os animais foram tratados com o OE observados para analise de
parametros comportamentais e posteriormente os estbmagos coletados para analise
da integridade da mucosa, e a administracdo oral OE a 500mg/kg de dose né&o
induziu qualquer efeito téxico, ndo provocou alteracbées comportamentais, lesées ou
sangramento gastrico.

Em relacdo a atividade gastroprotetora, a literatura relata que algumas
especies da Lippia, como L. siddides e L. alba, possuem capacidade de diminuir as
Ulceras gastricas induzidas por diferentes agentes (PASCUAL et al., 2001b;
MONTEIRO et al., 2007). Entretanto, ndo encontramos relato da possivel agao
gastroprotetora da L. gracilis,

Considerando a constituicdo quimica do OE de L. gracilis, as atividades
biolégicas apresentadas e o incentivo de politicas publicas para a pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos a base de plantas medicinais, torna-se

apropriado avaliar seu possivel efeito gastroprotetor.



15

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito gastroprotetor do 6leo essencial da Lippia gracilis Schauer
(Verbenaceae) em ulcera aguda experimental e alguns dos possiveis mecanismos

de agao envolvidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito gastroprotetor do 6leo essencial da Lippia gracilis, macro- e

microscopicamente, em ulceras agudas.

Investigar os possiveis mecanismos de acao envolvidos no efeito

gastroprotetor do 6leo essencial da Lippia gracilis em ulceras agudas.

Avaliar efeito do 6leo essencial da Lippia gracilis sobre as secregbes de acido

gastrico e muco apos ligadura de piloro.

Determinar in vitro o efeito do dleo essencial da Lippia gracilis sobre a atividade
de H*,K*-ATPase.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PLANTA

A Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) foi cultivada na Estagado Experimental
"Campus Rural", da Universidade Federal de Sergipe, no municipio de S&o
Cristovao, Sergipe (10°55'32” S, 37°06°08” O) e suas folhas foram coletadas em
fevereiro de 2008. A planta foi autenticada pela professora Ana Paula Prata,
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Sergipe e um espécie voucher
foi depositado no Herbario da Universidade Federal de Sergipe (Av. Marechal
Rondon S/N, Séo Cristévao-SE, 49100-000, Brasil, sob o n° ASE 9206). Antes da
extracdo, as folhas foram secas a 40 °C em forno de ar forgcado (Marconi MA 037)

durante 5 dias.

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo foi realizada no Laboratério de Fitotecnia, Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Sergipe. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo em um aparelho do tipo Clevenger durante 4 h, usando 100 g de
folhas secas. O 6leo essencial (OE) obtido foi separado da fase aquosa e mantido

no congelador até posterior analise.

4.3 DETERMINAGAO DA COMPOSICAO

As andlises de cromatografia (CG) foram realizadas, em parceria com o
professor Dr. Péricles Barreto Alves no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sergipe, utilizando um CG-MS/FID (QP2010 Ultra, Shimadzu
Corporation, Quioto, Japao) equipado com um amostrador automatico AOC-20i
(Shimadzu). As separacdes foram realizadas usando uma coluna capilar de silica
fundida Ritx®-5MS Restek (polissiloxano com 5% de difenil- - 95% de dimetil) de 30
m x 0,25 mm de didametro interno (d.i.), 0,25 ym de espessura de filme, em um fluxo
constante de hélio (99,999%) com taxa de escoamento de 1,2 mL/min. Foi utilizado

um volume de inje¢do de 0,5 yL (5 mg/mL), com uma razao de divisdo de 1:10. A
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temperatura do forno foi programada com 50°C (isotérmica durante 1,5 min), com
um aumento de 4 °C/min a 200°C, em seguida a 10 °C/min até 250°C, terminando
com uma isotérmica de 5 min a 250°C. Os dados MS e FID foram simultaneamente
adquiridas empregando um sistema detector de separagéo; a razédo de escoamento
de separagao foi de 4:1 (MS:FID). Um tubo restritor de 0,62 m x 0,15 milimetros de
d.i. (coluna capilar) foi utilizado para conectar o divisor ao detector MS; um tubo
restritor de 0,74 m x 0,22 milimetros de d.i. foi utilizado para conectar o divisor ao
detector FID. Os dados de MS (cromatograma ionico total, TIC) foram adquiridos no
modo de varredura completa (m/z de 40-350) a uma taxa de varredura de 0,3
varredura/s usando o EI com uma energia eletrénica de 70 eV. As temperaturas do
injetor e da fonte de ions foram de 250°C. A temperatura do FID foi ajustada para
250°C, e o fornecimento de gas para o FID foram hidrogénio, ar ehélio em taxas de
fluxo de 30, 300 e 30 mL/min, respectivamente. A quantificagdo de cada componente
foi estimada por normalizagdo da area de pico gerada (%) no FID. As concentragdes
de compostos foram calculadas a partir das areas dos picos de CG e foram
dispostas em ordem de elui¢gao de CG.

A identificagdo dos componentes individuais do éleo essencial foi realizada
com base nos indices de retencédo para uma série homoéloga de n-alcanos (C8-C19)
com os descritos na literatura (ADAMS, 2007), bem como pela correspondéncia
computadorizada do espectro de massa adquirido com aquelas armazenadas nas
bibliotecas do equipamento (NIST21, NIST107 e WILEYS).

4.4 DROGAS

Azul de Alcian, carbenoxolona, cimetidina, N-etilmaleimida (NEM), ioimbina,
ouabaina, glibenclamida, indometacina, Nw-nitro-L-arginina cloridrato do éster
metilico (L-NAME) e omeprazol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico. As doses
escolhidos do OE de L. gracilis foram baseadas em experimentos preliminares de

Nosso grupo de pesquisa.
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4.5 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (28-32 g) e ratos Wistar (200-250 g), de
ambos os sexos, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Sergipe (Séo
Cristévao, Brasil). Os animais foram mantidos a temperatura ambiente controlada
(21 £ 2°C), com livre acesso a ragao (Purina®) e agua, sob um ciclo claro/escuro de
12:12 h. Os experimentos foram realizados apos a aprovagao do projeto pela
Comisséo de Etica Institucional (CEPA/UFS 41/2016) e foram realizadas de acordo
com as diretrizes atuais para o cuidado de animais de laboratério. Um coelho albino
adulto (Oryctolagus cuniculus), pesando aproximadamente 2 kg foi utilizado para o

ensaio de atividade da H*,K*-ATPase gastrica.

4.6 ATIVIDADE ANTIULCERATIVA
4.6.1 ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

O experimento foi realizado de acordo com o método de MIZUI; DOTEUCHI
(1983) com algumas modificagbes (RIBEIRO et al., 2016b). Apds 16 horas de jejum,
os camundongos (n = 8/grupo) foram tratados por via oral (v.0.) com o OE (20, 60 e
180 mg/kg), omeprazol (30 mg/kg) ou veiculo (0,2% de Tween 80 em agua destilada,
10 mL/kg). Quarenta e cinco minutos apos o tratamento, todos os animais
receberam 10 mL/kg de etanol a 60%/HCI a 0,3 mmol/L para indugdo da ulcera
gastrica. Uma hora mais tarde, os animais foram anestesiados (algodao embebido
com halotano) e submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Os estdmagos
foram removidos, abertos ao longo da curvatura maior, cuidadosamente lavados
com agua, para remover os conteudos gastricos e coagulos de sangue, e
subsequentemente escaneados. As imagens obtidas foram analisadas utilizando o
software IMAGE J. Os resultados foram expressos como area total de lesdo (mm?)
e/ou area relativa de lesdo (area ulcerativa total em relagdo a area total de cada
estdmago, %).

Para a analise histologica, as amostras dos estdbmagos foram fixadas em
formalina a 10% e embebidas em parafina. As amostras (OE nas doses de 20, 60 e
180 mg/kg, omeprazol e veiculo) foram cortadas de forma seriada em secbes de 5

Mm de espessura e coradas em hematoxilina-eosina (HE). Uma pontuagao
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microscopica foi determinada para os seguintes parametros: (i) ruptura da regiao
superficial da glandula gastrica com perda de células epiteliais e (i) edema
intersticial. A intensidade da perda de células epiteliais e do edema intersticial foi
avaliada como se segue, para cada critério: 0 - auséncia; 1 - focal, limitado ao tergo
superior; 2 - focal, para além do tergo superior; e 3 - difuso, no tergo superior. As
secOes foram avaliadas por um patologista experimentado sem conhecimento prévio

dos tratamentos (quatro se¢des histolégicas/animal, n = 8/grupo).

46.2 AVALIAQAO DE MECANISMOS DE ACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia
gracilis EM ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

Em outro conjunto de experimentos, os animais (n = 8/grupo) foram pré-
tratados intraperitonealmente com: (i) um antagonista de adrenorreceptor-ay,
ioimbina (2 mg/kg) (BALOGUN; DAMAZO; de OLIVEIRA MARTINS, 2015); (ii) um
bloqueador de compostos SH, N-etilmaleimida (NEM; 10 mg/kg) (BATISTA et al.,
2015); (iii) um inibidor ndo-seletivo da NOS, Nw-nitro-L-arginina cloridrato do éster
metilico (L-NAME; 10 mg/kg) (BALOGUN; DAMAZO; de OLIVEIRA MARTINS,
2015); (iv) um anti-inflamatério nao-esteroidal que inibe a sintese de PGE,,
indometacina (10 mg/kg) (BALOGUN; DAMAZO; de OLIVEIRA MARTINS, 2015); (v)
um bloqueador de canais de Katp, glibenclamida (10 mg/kg) (SILVA et al, 2009); ou
(vi) veiculo (10 mL/kg). Todas as substancias foram dissolvidas em 0,2% de Tween
80 em solucéao salina a 0,9%, com excecado da indometacina que foi dissolvida em
bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 5% em solugado salina a 0,9%. Apos 45 min, os
animais receberam o OE (180 mg/kg; v.0.) ou veiculo (0,2% de Tween 80 em agua
destilada; 10 mL/kg; v.0.). Quarenta e cinco minutos mais tarde, a lesdo gastrica foi
induzida por instilagdo intragastrica de etanol/HCI (10 mL/kg; v.0.). A area total da

lesao foi determinada apés 1 hora, como descrito acima.

4.7 DETERMINACAO DO MUCO NA PAREDE GASTRICA

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia previamente descrita
por SUN; MATSUMOTO; YAMADA (1991) com algumas modificagdes (RIBEIRO et
al., 2016b). Apds 24 horas de jejum, os ratos foram anestesiados com inalagao de

isoflurano (1,5%, gerado por um vaporizador calibrado), realizada uma incisdo
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abdominal e o piloro ligado. Imediatamente apos ligadura do piloro, os animais (n =
8/grupo) foram tratados por via intraduodenal com o OE (20, 60 e 180 mg/kg),
carbenoxolona (200 mg/kg) ou veiculo (0,2% de Tween 80 em solucdo salina a
0,9%; 10 mL/kg) e suturados. Apdés 4 horas dos tratamentos os animais foram
anestesiados (algoddao embebido com halotano) e submetidos a eutanasia por
exsanguinamento. O estémago foi imerso em 10 mL de azul de Alcian a 0,02%,
sacarose a 0,16 mmol/L, solugdo de acetato de sodio a 0,05 mmol/L (pH 5,8) e
incubado durante 24 h a 25°C. O extrato de ligacdo com azul de Alcian foi
centrifugado a 3000xg durante 10 min. A absorbancia do sobrenadante foi medida
através de espectrofotometria a 620 nm. O muco livre no conteudo gastrico foi

calculado a partir da quantidade de azul de Alcian ligado (mg/g de tecido).

4.8 AVALIAGCAO DOS EFEITOS ANTISSECRETORES

4.8.1 DETERMINACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SUCO GASTRICO -
LIGADURA DO PILORO

O ensaio foi realizado usando o método de SHAY et al. (1945), com algumas
modificagdes (RIBEIRO et al., 2016b). Apds 24 horas de jejum, os ratos foram
anestesiados com inalagdo de isoflurano (1,5%, gerado por um vaporizador
calibrado), feita uma incisdo abdominal e o piloro ligado. Imediatamente apds a
ligadura do piloro, os animais (n = 8/grupo) foram tratados por via intraduodenal com
o OE (20-180 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou veiculo (0,2% de Tween 80 em
solugdo salina a 0,9%; 10 mL/kg) e suturados. Quatro horas mais tarde, os animais
foram anestesiados (algoddao embebido com halotano) e eutanasiados por
exsanguinamento. O abdémen foi aberto, os estbmagos removidos e o conteudo
gastrico recolhido, apds adi¢gao de 3 mL de agua destilada para lavagem estomacal,
e centrifugado a 3000 rpm (8000xg, 25°C, 10 min). Determinou-se a quantidade de
acido no suco gastrico (mL) e os valores de pH. A secrecdo acida total no
sobrenadante do suco gastrico foi determinada por titulagado como pH 7,0, utilizando

uma solucdo de NaOH a 0,01 mmol/L e fenolftaleina como indicador.
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4.8.2 DETERMINACAO IN VITRO DA ATIVIDADE DE H*,K*-ATPASE

O experimento foi desenvolvido em colaboragdo com a Universidade do Vale
do ltajai (UNIVALI), Sdo José-SC. O homogenato preparado a partir da mucosa
gastrica de coelho foi utilizado para isolar microssomas gastricos. Tal como descrito
por KUBO et al. (1995), a enzima H*,K*-ATPase gastrica em microssomas foi obtida
por ultracentrifugacéo e gradiente de separagao. Posteriormente, a mistura reacional
contendo 50 pL de tampao Tris-HCl a 50 mmol/L (pH 7,4), KCl a 20 mmol/L, MgCl; a
2,5 mmol/L, ATP a 1 mmol/L foi adicionada a 100 pg da preparacdo de H' K'-
ATPase e incubada a 37°C durante 20 min, na auséncia ou presencga de veiculo
(0,5% de DMSO em agua), OE de L. gracilis (1-300 pg/mL), omeprazol (100 pg/mL)
ou ouabaina (100 ug/mL), este ultimo utilizado para comprovar a especificidade da
atividade da H* K'-ATPase gastrica. O omeprazol foi incubado em tamp&o Tris-HCI
a 50 mmol/L (pH 5,5) até a sua protonagéo. Parou-se a reagao por adicao de 50 uL
de acido tricloroacético a 50%gelado. A atividade da ATPase foi quantificada através
da medicdo do fosfato inorganico (Pi) liberado da hidrolise do ATP (FISKE;
SUBBAROW, 1925). Os experimentos foram realizados em ftriplicata e a atividade
enzimatica foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de Pi (¢ =
11.000/mmol/L/cm) e expressa em micromolares de Pi por miligrama de proteina por

minuto.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados como as meédias + erro padrao da média
(EPM) de 8 animais por grupo. Foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov
Smirnov, com valor de P > 0,10. A analise de variancia (ANOVA) unidirecional
seguida pelo teste de Bonferroni foi utilizada para os dados paramétricos e para os
dados nao-paramétricos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste

de Dunn. Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial de folhas de Lippia gracilis foi obtido com 1,5% de
rendimento. Foram identificados vinte e um compostos, representando 99,58% do
OE; seus indices de retencdo e percentual sdo apresentados na Tabela 1. Os
principais componentes identificados no OE de Lippia gracilis, de acordo com seus
indices de retencédo (ADAMS, 2007) foram: carvacrol (34,72%), timol (16,08%), p-
cimeno (15,06%), éter metilico de timol (7,18%), (E)-cariofileno (6,86%) e y-terpineno
(5,07%). Adicionalmente, um cromatograma representativo do 6leo essencial de

folhas de Lippia gracilis € mostrado na Fig. 3.
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Tabela 1. Composicao de 6leo essencial das folhas de Lippia gracilis.

Pico RRIlexp. RRIlit. Composto CG-FID (%)
1 929 924 a-Tujeno 0,81
2 937 932 a-Pineno 0,38
3 994 988 Mirceno 1,48
4 1015 1014 a-Terpineno 1,07
5 1021 1020 p-Cimeno 15,06
6 1024 1022 a-Cimeno 0,09
7 1026 1026 1,8-Cineol 3,04
8 1052 1054 y-Terpineno 5,07
9 1172 1174 Terpinen-4-ol 0,72
10 1227 1232 Timol metil éter 7,18
11 1287 1289 Timol 16,08
12 1298 1298 Carvacrol 34,72
13 1417 1417 (E)Cariofileno 6,86
14 1428 1432 a-Trans-bergamoteno 0,27
15 1437 1437 a-Guaieno 0,59
16 1452 1452 a-Humuleno 0,59
17 1483 - NI 0,42
18 1495 1496 Viridifloreno 0,97
19 1519 1520 a-7-Epi-selineno 0,50
20 1576 1578 Espatulenol 1,03
21 1583 1583 Oxido de cariofileno 2,59
22 1592 1592 Viridiflorol 0,48

Total identificado 99,58

indice de retengao relativa, experimental;. RRI lit.: indice de retengao relativa, a partir da literatura
(ADAMS, 2007); %: Porcentagem do composto; NI: n&o identificado.
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Figura 3. Cromatograma CG-FID do 6leo essencial de folhas de Lippia gracilis.
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5.2 ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

No modelo de ulcera gastrica induzida por etanol/HCI, o pré-tratamento com o
OE de L. gracilis produziu inibicdo dose-dependente nas areas de lesdo total (53,0%
e 77,7% para o OE a 60 e 180 mg/kg, respectivamente, P <0,01) e relativa (47,1% e
68,8% para o OE a 60 e 180 mg/kg, respectivamente, P <0,05), em comparagéo
com o grupo veiculo (Fig. 4). O tratamento com omeprazol (Omep; 30 mg/kg)
também reduziu significativamente os parametros da ulcera gastrica (81,5% e 74,5%

para as areas de lesao total e relativa, respectivamente, P <0,001, Fig. 4).
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Figura 4. O efeito do OE de L. gracilis na prevencao de danos gastricos induzidos por etanol/HCI. Os
animais foram tratados com veiculo (0,2% de Tween 80 em agua destilada, v.0.), OE (20,60 e 180
mg/kg, v.0.) ou omeprazol (Omep; 30 mg/kg, v.0.) 45 min antes da administracdo de etanol a
60%/HCIl a 0,3 M (10 mL/kg). As areas de leséo total (mmz) e relativa (%) foram determinadas apds 1
h. Os resultados sdo apresentados como as médias £+ EPM (n = 8/grupo). ANOVA seguida pelo teste
de Bonferroni. *P <0,05, **P <0,01 e ***P <0,001 vs. grupo veiculo; *P <0,05 e P <0,01 vs. OE a 20
mg/kg.

Os resultados das analises histopatolégicas da mucosa gastrica sao

apresentados na Figura 5 e na Tabela 2. A administracdo de etanol acidificado
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(grupo veiculo) induziu danos microscépicos consistentes, que se caracterizaram por
ruptura da regido superficial da glandula gastrica com perda de células epiteliais,
edema pronunciado da submucosa e degradagao da mucosa, quando comparado ao
grupo naive (ndo ulcerado). Os animais tratados com OE (20, 60 e 180 mg/kg) e
omeprazol (30 mg/kg) apresentaram menor dano na mucosa quando comparados

com o grupo veiculo (Fig. 5 e Tabela 2).

Tabela 2. O efeito do 6leo essencial (EO) de Lippia gracilis em danos microscopicos induzidos por
etanol / HCI na mucosa gastrica.

Tratamento (v.0.) Dose Perda das células Edema
(mg/kg) epiteliais (score 0-3)
(score 0-3)

Naive - 0.0 (0.0-1.0) 0.0 (0.0-0.0)
Veiculo - 2.0 (2.0-3.0)" 3.0 (2.0-3.0) "

OE 20 1.0 (1.0-2.0)*** 2.0 (2.0-3.0)
60 1.0 (0.0-1.0)*** 1.0 (0.0-1.0)***
180 1.0 (0.0-1.0)*** 1.0 (0.0-1.0)***

Omeprazol 30 1.0 (0.0-1.0)*** 2.0 (1.0-2.0)*

Os dados apresentados sdo medianas com escores minimos e maximos entre parénteses. Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn. P <0,001 vs grupo naive (nao ulcerado); * P < 0,05 e ** P <
0,001 versus grupo veiculo (quatro cortes histolégicos de cada animal, n = 8/ grupo).
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Figura 5. Avaliagdo microscopica do efeito gastroprotetor do 6éleo essencial (OE) da Lippia gracilis no
modelo de Ulceras gastricas induzidas Sec¢des histolégicas representativas da mucosa gastrica
coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) em modelo de Ulcera aguda induzida por etanol acidificado. O
grupo naive demonstra tecido gastrico sem alteragées morfolégicas, com epitélio gastrico preservado;
0 grupo veiculo exibe intensa alteracdo na morfologia da mucosa gastrica como perda das células
epiteliais (des2) e pronunciado edema da submucosa (ed3); o grupo omeprazol apresenta epitélio
gastrico preservado com leve desorganizagdo (des1) e moderado edema da submucosa (ed2); o
grupo OE da L. gracilis na dose de 20 mg/kg demonstra leve desorganizagao das células epiteliais
(des1) e moderado edema da submucosa (ed2); os grupos OE da L. gracilis nas doses de 60 e 180
mg/kg exibem morfologia compativel com a normalidade (grupo naive), com epitélio gastrico bastante
preservado (des1) e leve edema da submucosa (ed1). des = desorganizacgao; ed = edema.
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5.3 MECANISMO ANTIULCERATIVO DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracilis EM
ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

No passo seguinte, para avaliar a contribuicao dos az-adrenoceptores na agao
protetora do OE de L. gracilis, os animais foram pré-tratados com ioimbina, o
antagonista n&o seletivo de receptores az-adrenérgicos. Como mostra a Tabela 3, o
efeito gastroprotetor do OE (180 mg/kg) foi parcialmente diminuido (P <0,05) pelo
pré-tratamento com ioimbina.

Para avaliar a contribuicdo de compostos SH e mediador gasoso no efeito
protetor do OE, outros grupos de animais foram pré-tratados com NEM ou L-NAME,
respectivamente. Na Tabela 3, observamos que o efeito protetor do OE (180 mg/kg)
na prevencao do dano gastrico induzido por etanol/HCI foi diminuido pelo pré-
tratamento com NEM (P <0,001) e L-NAME (P <0,05).

O potencial envolvimento dos canais Katp no efeito do OE também foi
considerado. Na Tabela 3, observa-se que a agao gastroprotetora do OE (180
mg/kg) foi diminuido (P <0,05) pelo pré-tratamento com glibenclamida.

E adicionalmente, o envolvimento das prostaglandinas no efeito gastroprotetor
do OE também foi considerado. Na Tabela 3 verifica-se que o efeito gastroprotetor
do OE (180 mg/kg) também foi diminuido (P <0,001) pelo pré-tratamento de animais

com indometacina.
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Tabela 3. Avaliacdo do papel dos as,-adrenoceptores, compostos sulfidrilicos, éxido nitrico, canais de
Katp € prostaglandinas no efeito gastroprotetor do dleo essencial (OE) de Lippia gracilis contra lesdes

gastricas induzidas por etanol/HCI em camundongos.

Pré-tratamento (i.p.)

Tratamento (v.0.)

Area de lesao total (mm?)

Salina
(0,2% de Tween 80)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

28,53 + 2,22

OE (180 mg/kg)

6,27 + 1,09***

loimbina (2 mg/kg)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

43,88 + 2,28*

OE (180 mg/kg)

18,48 + 2,55*#8&

NEM (10 mg/kg)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

51,80 + 1,24*

OE (180 mg/kg)

62,74 + 5 45+

L-NAME (10 mg/kg)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

43,25 + 2,35*

OE (180 mg/kg)

16,68 + 2,38***#88&

Glibenclamida
(10 mg/kg)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

41,36 + 2,58*

OE (180 mg/kg)

17,34 + 1,99*+#88

Salina (5% de
NaHCO;)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

28,09 £ 2,34

OE (180 mg/kg)

7,04 +£ 0,95

Indometacina (10

mg/kg)

Agua destilada (0,2% de
Tween 80)

40,85+ 1,65™"

OE (180 mg/kg)

37,20 + 3,51*%%

NEM: N-etiimaleimida; L-NAME: Cloridrato de éster metilico de Nw-nitro-L-arginina. Resultados como
média £ EPM (n = 8/grupo). A comparacéo estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni. *P <0,05, **P <0,01 e ***P <0,001 comparado ao salina (0,2% de Tween 80) +
agua destilada; = <0,05 e #Hp <0,001 comparado ao salina (0,2% de Tween 80) + OE; P <0,05 e

**P <0,001 comparado ao salina (5% de NaHCO;) + agua destilada; *P <0,001 comparado ao

salina (5% de NaHCO3) + OE; 4P <0,001 comparado ao farmaco isolado + agua destilada (na

auséncia do OE).
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5.4 DETERMINACAO DO MUCO NA PAREDE GASTRICA

No modelo para determinagdo do muco, observamos que a ligadura do piloro
€ capaz de diminuir (P <0,01) a secre¢ao de muco quando comparado ao grupo
sham (animais operados sem ligadura de piloro, tratados com veiculo). No entanto,
nota-se que o tratamento dos animais com o OE de Lippia gracilis na dose de 180
mg/kg aumentou significativamente (18,6%, P <0,01) a producdo de muco, em
comparagao com o grupo tratado com veiculo (Figura 6). Carbenoxolona (Carb; 200
mg/kg) também aumentou significativamente a produgéo de muco (43,1%, P <0,001,
Fig. 4).
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Figura 6. Efeito do 6leo essencial (OE) de Lippia gracilis, administrado intraduodenalmente, na
ligacdo do azul de Alcian ao muco gastrico livre a partir da ligadura de piloro. Imediatamente apds a
ligac&o do piloro, os ratos foram tratados com veiculo (0,2% de Tween 80 em solugéo salina a 0,9%),
OE (20-180 mg/kg) ou carbenoxolona (Carb; 200 mg/kg). Os resultados sdo apresentados como
média + EPM (n = 8/grupo). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. P <0,01 comparado ao grupo
sham; **P <0,01 e ***P <0,001 comparado ao grupo veiculo.
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5.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS NO SUCO GASTRICO

No modelo de avaliagdo da secregao gastrica, utilizando a ligadura de piloro,
a administracdo intraduodenal do OE de L. gracilis reduziu significativamente o
volume de secregao (25,9% e 49,6% nos grupos 60 e 180 mg/kg, respectivamente,
P <0,05) e de acidez total da secrecao (30,7% e 54,3% para OE 60 e 180 mg/kg, P
<0,01) (Tabela 4). O OE (60 e 180 mg/kg) também aumentou significativamente (P
<0,001) o valor de pH, em comparagcdo com o grupo veiculo. A cimetidina, controle
positivo € um antagonista do receptor H2 de histamina, reduziu significativamente o
volume de secrecao gastrica em 55,8%, a acidez em 42,4% e foi capaz de aumentar
o pH (P <0,001, Tabela 4).

Tabela 4. Efeito do 6leo essencial (EO) de Lippia gracilis, administrado intraduodenalmente, nos
parametros bioquimicos do suco gastrico obtido a partir da ligadura de piloro em camundongos.

Tratamento Dose Volume (mL) Ph [H'] mEqg/L/4 h
(mg/kg)
Veiculo - 6,71+ 0,48 1,21 £ 0,06 156,96 + 5,14
OE 20 6,91+0,46"" 1,32+0,08™" 166,93+ 6,11""
60 4,97 + 0,50**"" 3,53 % 108,72 + 13,40
0’41***###
180 3,38 + 4,84 + 71,75 + 13,77
0,36***### 0,45***###&
Cimetidina 100 2,70 £ 0,34*** 4,89+ 027** 90,45+ 553**

Resultados como média + EPM (n = 6 / grupo). A comparacgdo estatistica foi realizada utilizando
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001 comparado ao grupo
veiculo (ulcerado); p <0,05, ##p <0,01 e b <0,001 comparado ao grupo OE 20 mg/kg; p <0,05
comparado ao grupo OE 60 mg/kg; *"P @ 0,01 e ™" P <0,001 comparado ao grupo cimetidina.
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5.6 AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE L. gracilis SOBRE A ATIVIDADE DE
H*,K*-ATPASE

A Figura 7 apresenta o efeito in vitro do OE na atividade de H',K*-ATPase
numa preparagcdo microssomal gastrica a partir de estémago de coelho. O OE nas
concentragcbes de 10, 30, 100 e 300 yg/mL foi capaz de diminuir a liberagdo de
fosfato inorganico em 43,6%, 68,9%, 74,1% e 79,7%, respectivamente (P <0,01). O
omeprazol (inibidor de H*,K*-ATPase) também foi capaz de diminuir a atividade da
bomba de prétons em 64,3% (P <0,001), enquanto a ouabaina (inibidor de Na*,K*-

ATPase) nao alterou a atividade enzimatica.
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Figura 7. Efeito in vitro do 6leo essencial (OE) de L. gracilis na atividade da H*,K*-ATPase. A enzima
foi incubada com veiculo (0,5% de DMSO em &gua), OE (1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/mL), omeprazol
(Omep; 100 ug/mL) ou ouabaina (Ouab; 100 pg/mL). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. **
P<0,01 e ***P <0,001 comparado ao grupo veiculo; P <0,01 e P <0,001 comparado ao OE a 1 e 3
ug/mL e ouabaina; %P <0,001 comparado ao omeprazol. Pi = fosfato inorganico.
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6. DISCUSSAO

Nos dias atuais, duas sao as abordagens basicas para o tratamento de
ulceras gastricas, na busca da cura e/ou prevengédo de reincidéncia: primeiro, a
reducao da produgédo do agente agressor (acido gastrico), e segundo, a estimulagao
de fatores protetores da mucosa (ROZZA; PELLIZZON, 2012).

Com o desenvolvimento deste trabalho foi demonstrado o efeito
gastroprotetor e possiveis mecanismos de agdo, bem como a agdo antissecretoria
do OE de Lippia gracilis.

No presente estudo foi utilizado inicialmente o modelo de indugdo da ulcera
por etanol/HCI, por representar os efeitos do alcool em humanos. O HCI provoca
severos danos a mucosa gastrica, ao passo que o etanol gera lesdes necroéticas por
acgao direta multifacetada. Danos estes possivelmente oriundos de agdes biologicas
como a peroxidacado lipidica, formacdo de radicais livres e estresse oxidativo
intracelular (AIRASHDI et al., 2012). Como demonstrado, o OE de Lippia gracilis foi
capaz de prevenir, de maneira dose dependente, as lesbes na mucosa gastrica
induzidas pelo etanol acidificado; evento este acompanhado por diminuicdo do
processo inflamatério (edema, perda de células) associado a ulcera gastrica. Em
trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se que o OE
da L. gracillis apresenta acdes anti-inflamatérias e antioxidante; portanto, seu efeito
gastroprotetor pode estar relacionado, ao menos em parte, as suas propriedades
antioxidante, in vitro e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010).

A literatura relata que varios OE de diferentes espécies de plantas
apresentam atividade gastroprotetora, a qual pode estar associada as agbes anti-
inflamatdria e antioxidante destes OE. Em estudo de MONTEIRO et al. (2007) foi
realizado uma avaliagdo das atividades biolégicas do OE de Lippia sidoides,
pertencente ao género do OE estudado, e foi comprovada suas propriedades
gastroprotetora, anti-inflamatéria e antioxidante. Outros autores demonstraram que
os OEs de agafrdo e gengibre foram capazes de inibir a ulcera induzida por etanol
em 84,7% e 85,1%, respectivamente, agindo estes sobre as enzimas antioxidantes
GPx, SOD, catalase e GSH (LIJU; JEENA; KUTTAN, 2015).

Considerando que o OE da L. gracilis possui atividade gastroprotetora, ainda

no modelo de ulcera induzida por etanol/HCI foram avaliados possiveis mecanismos
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de acado envolvidos com este efeito. Para tanto, foram utilizadas ioimbina,
glibenclamida, L-NAME, NEM e indometacina.

No grupo dos animais pré-tratados com a associagdo de OE e ioimbina, o
efeito gastroprotetor do OE de Lippia gracilis foi parcialmente diminuido, sugerindo
que este efeito gastroprotetor envolve a ativagdo destes receptores. Efeito
semelhante foi observado com o OE da Vanillosmopsis arborea, que também teve
seu efeito gastroprotetor diminuido quando os animais foram pré-tratados com
ioimbina (LEITE et al., 2009). Estudo anterior mostrou a capacidade dos a-2
adrenoceptores em promover gastroprotegdo no modelo de ulceras por etanol
acidificado (GYRES et al., 2000).

E de amplo conhecimento que as prostaglandinas (PG) endégenas também
desempenham importante funcdo na manutengcdo da integridade da mucosa
gastrica. Em estudo anterior, a PGE; mostrou-se capaz de proteger a mucosa da
esofagite por refluxo acido e prevenir a mesma de danos gastricos induzidos por
etanol ou indometacina (TAKEUCHI; KATO; AMAGASE, 2010). Estes autores
demonstraram que a PGE, foi capaz de promover um efeito cicatrizante sobre
Ulceras gastricas e lesdes intestinais, por meio da ativagdo de receptores EP4 ligado
a estimulagdo da angiogénese e aumento na expressdo de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (TAKEUCHI; KATO; AMAGASE, 2010).

Como demonstrado aqui, a indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal
que inibe a producado de prostaglandinas, foi capaz de reverter completamente o
efeito antiulcerogénico do OE de Lippia gracilis; demonstrando que tal efeito do OE
também se da por meio das prostaglandinas. A literatura relata que o OE da Hyptis
spicigera Lam. (Lamiaceae) possui agdo gastroprotetora via aumento na secregéo
de muco gastrico e niveis aumentados de PGE, (TAKAYAMA et al., 2011). Outro
Oleo essencial que mostrou propriedades protetoras da mucosa gastrica moduladas
pela acdo da PGE; é da Citrus aurantium (MORAES et al., 2009).

Sabe-se que parte do efeito gastroprotetor das prostaglandinas € atribuido a
ativacdo de canais de K' sensiveis a ATP (Katp), considerando que ao se
administrar bloqueadores destes canais observa-se diminuicdo deste efeito
(PESKAR; EHRLICH; PESKAR, 2002). No presente estudo, utilizamos a
glibenclamida, um bloqueador dos canais de Katp, para avaliar a participagao destes

canais no efeito preventivo do OE de Lippia gracilis. O resultado revelou uma
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reversao parcial no efeito protetor do OE sobre a mucosa gastrica, sugerindo que os
Katp estéo relacionados com este efeito.

Outro mecanismo investigado no presente estudo foi a participacdo do NO.
Como demonstrado, o L-NAME, um inibidor da sintese de NO, reverteu parcialmente
o efeito gastroprotetor do OE de Lippia gracilis, inferindo o envolvimento dessa via
na sua agado gastroprotetora. O NO, um mediador gasoso, desempenha um
importante papel no sistema de defesa gastroduodenal, justificando as suas
propriedades vasodilatadoras e consequentes efeitos inibitérios na secrecéo de
acido gastrico (KEMMERLYD; KAUNITZA, 2014).

Para avaliar a participagdo dos grupamentos sulfidrilicos foi utilizado o NEM,
uma droga bloqueadora destes grupamentos, e o resultado foi uma completa
reversao do efeito gastroprotetor do OE de Lippia gracilis, apontando esta via como
um provavel mecanismo pelo qual o OE consegue prevenir as ulceras provocadas
pelo etanol acidificado.

Os grupamentos sulfidrilicos tem como principal representante a glutationa
reduzida (GSH) e representam um importante agente defensor da mucosa gastrica,
desempenhando acdo antioxidante contra o efeito lesivo do etanol, além de
participar na modulacido da produgao de muco. Esta atividade antioxidante se torna
importante fator de prote¢do devido ao fato das espécies reativas do oxigénio
estarem envolvidas na formacado de ulceras gastricas (GYRES; TOTH; ZADORI,
2015).

Com o intuito de ampliar a avaliagao do efeito gastroprotetor do OE de Lippia
gracilis, foi quantificada a secregcdo de muco apds ligadura de piloro. Como
demonstrado aqui, o OE foi capaz de estimular a produ¢do de muco, sugerindo um
mecanismo adicional de gastroprotecéo do OE da L. gracilis.

O muco é capaz de proteger a mucosa gastrica mantendo um pH neutro na
regido proxima ao epitélio, em situagdes onde o pH no lumen gastrico se encontra
acido, protegendo dessa forma o tecido gastrico da acdo de acido e pepsina, por
meio de uma barreira que quando comprometida resulta na ativagdo de varios
mecanismos, entre eles reparagao epitelial rapida, aumento do fluxo sanguineo e
neutralizagdo da acidez intracelular (PHILLIPSON et al.,, 2008; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005).

A bomba H',K'-ATPase gastrica & responsavel pela secrecdo de acido

gastrico, fato que a torna um notdrio alvo terapéutico no desenvolvimento de
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tratamento para doencgas relacionados com o acido. S&o varias as drogas da classe
dos inibidores da bomba de protons (IBPs), as quais sdo consideradas as mais
eficazes entre os farmacos supressores de acido. Os IBPs sao os farmacos mais
prescritos em todo o mundo para o tratamento da ulcera gastrica (SYED; NAQVI,
2016; SHIN; MUNSON; SACHS, 2011). O resultado da avaliagdao do OE de Lippia
gracilis sobre a atividade da H*,K*-ATPase revelou redugdo na liberacdo de fosfato
inorganico dose-dependente a partir da concentragdo de 10 ug/mL, evidenciando
seu efeito antissecretorio.

Acredita-se que o efeito gastroprotetor do OE de Lippia gracilis possa ser
resultante de uma agdo conjunta dos seus constituintes, uma vez que tanto os
constituintes majoritarios quanto os minoritarios tem atividade gastroprotetora
descrita na literatura, com participacdo de diferentes mecanismos nos seus
respectivos efeitos.

RIBEIRO et al. (2016a) estudaram o monoterpeno timol, um dos constituintes
majoritarios do OE de L. gracilis, e verificaram que este possui agdes
gastroprotetoras nas ulceras aguda (etanol e AINES) e cronica (acido acético), efeito
este possivelmente mediado por prostaglandinas e canais Katp, cOm aumento da
quantidade de muco.

O monoterpeno carvacrol, outro constituinte majoritario do OE de L. gracilis,
teve seu efeito gastroprotetor comprovado por OLIVEIRA et al. (2012), em modelos
de Ulceras induzidas por etanol, etanol acidificado, ibuprofeno e
isquemia/reperfusao.

Em estudo de SANTOS, RAO (2001) foi observada a capacidade do 1,8-
cineol, um constituinte minoritario do OE de L. gracilis, de diminuir as lesdes
gastricas provocadas pelo etanol em ratos. Posteriormente, CALDAS et al. (2015),
expbds o papel do 1,8-cineol como agente cicatrizante da ulcera, mencionando os
possiveis mecanismos de agdo como: capacidade de aumentar o muco gastrico;
acao antioxidante, preservacao dos grupos sulfidrilicos e atenuagao a peroxidacao
lipidica; e capacidade de cura.

O a-pineno, outro constituinte minoritario do OE de L. gracilis, se mostrou
capaz de inibir as lesbes gastricas induzidas pelo etanol, reduzir o volume e a acidez
do suco gastrico, e ainda aumentar a producdo do muco da parede gastrica
(PINHEIRO et al., 2015).
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Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa, foram avaliados efeitos
protetores do flavondide baicaleina e possiveis mecanismos envolvidos. O resultado
apresentado foi similar ao do OE da L. gracilis, protegendo a mucosa gastrica de
danos de agentes agressores por participacdo de a-2adrenoceptores, NO,
grupamentos SH, prostaglandinas e canais Karp (RIBEIRO et al.,, 2016b).
Comprovando que produtos naturais sdo importantes fontes de substancias para
tratamento de Uulceras gastricas, promovendo seu efeito por meio de varios
mecanismos, abordando fatores agressores e protetores, o que ainda néo é possivel

com os farmacos utilizados atualmente para o tratamento desta doenca.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos comprovam que o OE da Lippia gracilis possui efeito
gastroprotetor nas ulceras agudas, com possivel participacdo dos a-
2adrenoceptores, NO, prostaglandinas, canais Katp € destaque para grupamentos
SH. O tratamento com o OE da Lippia gracilis aumentou a produ¢cédo de muco e
diminuiu a secregao gastrica.

Os dados deste trabalho constituem importantes evidéncias favoraveis ao uso
futuro do OE da Lippia gracilis como possivel ferramenta terapéutica no tratamento

das ulceras gastricas.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

o Investigar o efeito cicatrizante do 6leo essencial da Lippia Gracilis em
modelo crénico de ulcera induzida por acido acético;

o Investigar o efeito gastroprotetor do 6leo essencial da Lippia Gracilis em
modelo de ulcera induzida por indometacina;

o Avaliar a atividade antissecretodria acida com estimulacéo por Pentagastrina,

Betanecol e Histamina;
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