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RESUMO

A Ulcera péptica é causada por um desequilibrio entre os fatores protetores e lesivos
da mucosa. A expansao global no consumo de alcool e DAINEs tém contribuido
para um aumento da incidéncia da doenca na populagdo. Um dos maiores
problemas relativo a ulcera péptica consiste na recidiva da mesma apo6s a
terapéutica, justificando-se a busca por novos tratamentos mais eficazes. Relatos
cientificos mostram que os Oleos essenciais derivados das plantas possuem uma
variedade de atividades biologicas, tais como ansioliticos, antioxidantes,
antiinflamatérios e antiulcerogénicos. Baseando-se nessa premissa resolvemos
avaliar a atividade gastroprotetora do monoterpeno geraniol. Os resultados do
estudo mostraram que o geraniol na dose de 7,5 mg/Kg foi efetivo no modelo de
Ulcera induzida por etanol absoluto com 70% de protecdo. Essa acgéo
gastroprotetora mostrou-se dependente da presengca de Oxido nitrico, dos
grupamentos sulfidrilas e do aumento na producao de muco gastrico. No modelo de
Ulcera gastrica induzida por indometacina o geraniol ndo teve agao antiulcerogénica,
sugerindo-se que a protecdo desse monoterpeno esteja associada a metabdlitos da
via da COX, tais como: as prostaglandinas. No modelo de ulcera induzida por etanol
em ratos pré-tratados com indometacina, os resultados indicaram que a
gastroprotecao do geraniol esta relacionada com as PGs, uma vez que na presenca
de um inibidor da COX, ele perdeu sua protecédo. Os dados apontam ainda para uma
atividade antioxidante, comprovada no modelo de isquemia e reperfusdo, onde o
geraniol conferiu uma protecdo a mucosa gastrica de 71%, e no modelo de ulcera
duodenal induzida por cisteamina cuja protecao observada foi de 68%. No modelo
de ligadura de piloro observou-se a auséncia de atividade antisecret6ria gastrica e
verificou-se através do modelo de carvao ativado que esse monoterpeno altera a
motilidade intestinal. Além disso, constatou-se auséncia de toxicidade subaguda em
animais tratados durante 14 dias com o geraniol, sugerindo que 0 mesmo nessa
dose é uma substancia segura e eficaz. Estes resultados indicam que o geraniol é

molécula de origem natural com atividade gastroprotetora.

Palavras-chave: Gastroprotecdo; Geraniol; Monoterpeno; Oleo essencial; Ulcera

péptica.



ABSTRACT

A peptic ulcer is caused by an imbalance between the protective and the agressive
factors of the mucosa. The global expansion in the consumption of alcohol and
NSAIDs have contributed to an increased incidence of disease in the population. One
of the biggest problems relative on peptic ulcer is recurrence of it after the treatment,
justifying the search for new more effective treatments. Scientific reports show that
essential oils derived from plants have a variety of biological activities, such as
anxiolytics, antioxidants, anti-inflammatory and antiulcerogenics. Based on this
assumption we decided to evaluate the gastroprotective activity of the monoterpene
geraniol. The study results showed that geraniol at a dose of 7.5 mg/Kg was effective
in the model of ulcer induced by absolute ethanol with 70% protection. This
gastroprotective action was dependent on the presence of nitric oxide, sulfhydryl
groups (SHs) and increased production of gastric mucus. In the model of gastric
ulcer indomethacin-induced geraniol (7.5 mg / kg) did not had antiulcerogenic action,
suggesting that protection this monoterpene is associated with metabolites of the
COX pathway, such as prostaglandins. In the model of ethanol-induced ulcer in rats
pretreated with indomethacin the results indicated that the geraniol's gastroprotection
is related to the prostaglandins, since in the presence of a COX inhibitor, it lost its
protection. The results also point to an antioxidant activity, proven in the model of
ischemia and reperfusion, where geraniol gave a protection to the gastric mucosa of
71% and the model of duodenal ulcer cysteamine-induced whose protection
observed was 68%. In the pylorus ligation model was observed the absence of
gastric antisecretory activity and was verified through the model of activated charcoal
that this monoterpene alter intestinal motility. In addition, there was no subacute
toxicity in animals treated for 14 days with geraniol, suggesting that this substance is
safely and effectively. These results indicate that the geraniol is a molecule of natural
origin with gastroprotective activity.

Keywords: Gastroprotection; Geraniol; Monoterpene; Essential Oil; Peptic Ulcer.
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1 INTRODUGAO

1.1 Considerac¢des Gerais

As Ulceras do trato gastrintestinal sdo lesdes profundas na mucosa, onde
tanto os componentes dos tecidos epitelial e conjuntivo, incluindo miofibroblastos
subepiteliais, células do musculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos
(MILANI e CALABRO, 2001). Apresentam-se de trés formas: Ulcera péptica (lesdo
situada tanto no estdbmago como no duodeno), ulcera duodenal (apenas no
duodeno) e ulcera gastrica (somente no esttmago) (PEURA e CZINN, 2004).

A lesdo da mucosa gastrica pode ocorrer por causas adquiridas ou inatas.
As causas mais comuns desta lesdo ocorrem por: hipdxia e isquemia (resultante da
diminuicdo do fluxo sangulineo, decréscimo da hemoglobina ou em decorréncia da
falha do sistema antioxidante enddgeno); agentes quimicos (eicosanodides,
endotelinas, monoaminas, farmacos sintéticos e substancias quimicas ingeridas
voluntariamente como o etanol); agentes biolégicos (virus, bactérias, fungos,
parasitas) que desencadeiam reac¢des imunologicas que geralmente sao acionadas
para a defesa do organismo, mas que produzem radicais livres toxicos contribuindo
assim para a injuria tecidual, fatores fisicos (estresse, temperaturas extremas, forga
mecanica) e por alteragdes genéticas (SZABO, 1991).

As Uulceras pépticas resultam de diferentes mecanismos patogénicos e,
independente de sua etiologia, sdo provocadas por um desequilibrio entre os fatores
protetores (muco, bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, O6xido nitrico e
prostaglandinas) e lesivos [pepsina, acido cloridrico (HCI), espécies reativas de
oxigénio, dentre outros]. Além disso, essa doenga também pode ser desencadeada
e/ou agravada por fatores exdgenos predisponentes relacionados a condi¢gbes de
vida tais como: estresse, fumo, alcool, uso continuo de drogas antiinflamatoérias néao-
esteroidais (DAINEs), ingestdo de determinados alimentos e pela presenca do
agente infeccioso Helicobacter pylori (MAITY et al., 2003; WALLACE e GRANGER,
1996). Estes agentes sdo implicados ainda na patogénese das lesbes gastricas, por

promoverem aumento na secrec¢ao do acido gastrico e pepsina, diminuicdo do fluxo



26

sanguineo gastrico, por suprimirem a produgdo endogena de prostaglandinas,
inibirem a proliferacdo celular e o crescimento da mucosa, além de alterar a
motilidade gastrica (BRUNTON, 1996; WALLACE, 2001).

A infeccdo por Helicobacter pylori e o uso de DAINEs s&o as causas
predominantes de ulcera péptica nos Estados Unidos, respondendo por 48% e 24%
dos casos, respectivamente (KURATA e NOGAWA, 1997). O isolamento desse
agente infeccioso e sua identificagdo como uma das causas mais importantes de
ulceragéo levou a exploracao do papel da inflamagédo e sua cascata de citocinas
associados ao mecanismo de secre¢ao de acido gastrico; uma vez que desencadeia
um estado de inflamagé&o crénica (YUAN et al., 2006).

A bactéria H. pylori diminui a eficacia do sistema de defesa da mucosa,
através da reducéo da espessura da camada de gel do muco, diminui¢do do fluxo
sanguineo da mucosa e interacdo com o epitélio gastrico. Pode aumentar a
secrecao de acido gastrico através da producao de varios antigenos, fatores de
viruléncia, mediadores solluveis e através do aumento na quantidade de células
parietais em decorréncia do estado inflamatoério (TUMMALA et al., 2004).

As Ulceras induzidas por DAINEs né&o seletivos sdo causadas por irritacéo
topica das células epiteliais gastricas e redugcdo da sintese de prostaglandinas
(MALFERTHEINER et al., 2009). Por conta das suas propriedades farmacologicas,
muitos DAINEs acidos causam alteragbes na camada de gel hidrofébica da mucosa
desencadeando assim a irritacdo topica que contribui para a injuria. Entretanto, a
inibicdo da ciclooxigenase (COX) é o principal fator que auxilia na formag¢ao das
Ulceras, uma vez que a COX é a enzima limitante na conversédo de &cido
araquidénico em prostaglandinas (BERARDI e WELAGE, 2008).

As prostaglandinas tém efeito citoprotetor na mucosa por inibir a secregéo
acida, aumentar a quantidade de muco e por ser um vasodilatador que sustenta o
aporte nutritivo necessario para o bom funcionamento celular (WALLACE, 2001).
Portanto, como os DAINES causam inibicdo da COX dentre os efeitos adversos
destes farmacos estdo as ulceras do trato gastrintestinal (RAMAKRISHNAN e
SALINAS, 2007).

As principais complicagbes das ulceras associadas a presenca da H.
pylori e induzidas por DAINEs incluem hemorragia, perfuragdo gastrica ou duodenal

e estenose no local da ulcera (NAPOLITANO, 2009). Os AINEs sao responsaveis
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por aumentar em quatro vezes o risco de complica¢cdes da ulcera entre os usuarios
em comparagdo com pacientes que nao fazem uso dessa medicagao
(MALFERTHEINER, 2009). Considera-se ainda que a presenca do H. pylori tem sido
considerada carcinogénico (SUZUKI et al., 2009). Esses dois fatores de risco
independentes tem efeitos sinérgicos na formacdo da doenca ulcerosa péptica
(YUAN et al., 2006).

As Ulceras gastricas e duodenais sdo enfermidades que acometem um
numero consideravel de pessoas no mundo inteiro e alguns autores a consideram
como a nova “praga” do século XXI (O'MALLEY, 2003). Por mais de um século as
ulceras foram consideradas a maior causa de morbidade e mortalidade (CHAN e
LEUNG, 2002). Apesar da acentuada redug¢ao da mortalidade e melhora nos indices
de atendimento médico durante as ultimas décadas, a ulcera péptica é ainda uma
doenga comum.

A prevaléncia mundial de Ulceras pépticas € variavel, sendo que as
Ulceras duodenais predominam nas populagdes ocidentais enquanto que as Ulceras
gastricas sdo mais frequentes na Asia, especialmente no Japdo. Em relagdo ao
sexo, 0s dados epidemioldégicos demonstraram que os homens sao mais
susceptiveis a ambos os tipos de ulcera do que as mulheres (SONNENBERG e
EVERHART, 1996).

Nos EUA uma grande parcela da populagéo é afetada, seis milhdes de
casos de Uulcera péptica foram estimados, sendo que a cada ano 500.000 novos
casos sao registrados (FEINSTEIN et al., 2010). No Brasil, apesar de ser uma
doenga extremamente freqliente, ndo se conhece de modo preciso sua real
incidéncia. Estima-se que a incidéncia de ulcera péptica varia de 1 a 20%, sobre a
populacao (D’ACAMPORA et al., 2008).

A expansao global no consumo de alcool e DAINEs (agentes
farmacol6gicos mais utilizados clinicamente) tém contribuido para o crescimento da
etiopatologia da ulcera gastrica (WALLACE, 2001). Tal fato faz com que haja uma
maior incidéncia da doenga na populagdo e que a mesma ganhe mais importancia

na clinica médica.
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1.2 Farmacoterapéutica da Ulcera Péptica

A inibicdo da secrecdo acida gastrica é a chave terapéutica para o
tratamento das ulceras pépticas. O controle efetivo da acidez gastrica alivia os
sintomas, promove a cura e reduz as recorréncias ulcerosas. A terapia pode também
ser direcionada ao fortalecimento das defesas da mucosa gastrica e duodenal
através da indicacdo de agentes citoprotetores tais como: prostaglandinas (PG),
somatostatina, o6xido nitrico (NO) e compostos sulfidrilicos. Essas terapias
combinadas tém por objetivo promover o equilibrio através da redugéo dos fatores
agressores e aumento dos fatores de protecao da mucosa (AIHARA et al., 2003).

Durante mais de um século, as ulceras pépticas foram controladas com
cirurgia, culminando em altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento
farmacolégico consistia em neutralizar a acidez gastrica estomacal com a utilizagéo
de antiacidos, como bicarbonato de sédio (NaH.COs), carbonato de calcio (CaCOs),
hidroxido de aluminio [AlI(OH)s] e hidréxido de magnésio [Mg(OH).] ou associagdes.
Todavia, por alterar o pH gastrico e urinario, os antiacidos tem a capacidade de se
associar com uma variedade de farmacos através de interagdes farmacocinéticas de
dissolugéo e absorgao, biodisponibilidade e eliminacao renal. Alguns podem também
quelar outras drogas presentes no trato gastrintestinal (TGI), formando complexos
insoluveis que passam pelo TGl sem serem absorvidos. Assim, a supressao
farmacolégica efetiva e mais segura da secrecdo acida gastrica teve inicio com a
introdu¢do dos antagonistas de receptores H, de histamina nos anos 70 (YUAN et
al., 2006).

Os antagonistas de receptores H,, tais como ranitidina, cimetidina,
famotidina e nizatidina (Figura 1), inibem a produgdo de acido por competicao
reversivel com a histamina pela ligagao aos receptores H, na membrana basolateral
das células parietais. Esses farmacos séo semelhantes a histamina com substituigao
da fragcdo etilamina por uma cadeia lateral grande, no caso a cimetidina, enquanto
que a ranitidina, famotidina, e a nizatidina possuem modificacdo na estrutura basica
do farmaco que é um anel imidazolico (SILVA, 2002). Diferem em relagdo a sua
farmacocinética e sua capacidade de causar interacdes medicamentosas. A

cimetidina inibe a atividade do citocromo P450 através da diminuicdo do
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metabolismo de muitas substancias que sédo substratos para oxidases hepaticas de
fungcdo mista, enquanto a afinidade da ranitidina para o sistema P450 é de
aproximadamente um sexto e a famotidina e nizatidina ndo tém interacdo com esse
sistema (REYNOLDS, 1990; MARCOLIN et al., 2004).

Figura 1 — Estrutura quimica da histamina (1) e os farmacos antagonistas de receptores Ha:
Cimetidina (2), Ranitidina (3), Famotidina (4) e Nizatidina (5).

Em decorréncia de sua meia-vida plasmatica curta, os antagonistas dos
receptores H, podem ser administrados em quantidades relativamente maiores, uma
a duas vezes ao dia para favorecer uma terapéutica efetiva. O tratamento de oito
semanas se mostra efetivo para 50 a 75% dos pacientes, sendo que pode se
estender até 16 semanas com uma taxa maior de cicatrizagdo. As recidivas
diminuem quando os farmacos sdo administrados a noite, pois sdo eficientes em
inibir a secrecéo basal tornando-se eficazes em inibir a secregcédo acida noturna que
tem um papel importante na cicatrizagéo das ulceras (GILMAN et al., 2007).

Esses farmacos sé&o geralmente bem tolerados e inicialmente acreditava-
se que tinham uma baixa incidéncia de efeitos colaterais, sendo os mais comuns:
tonturas, diarréia e dor de cabeca (LEWIS, 1991; SABESIN, 1993). Entretanto, o uso
disseminado desses medicamentos na clinica médica tem possibilitado uma melhor
caracterizagdo e informagdes dos efeitos colaterais decorrentes do uso dessa

classe, que até entado permaneciam desconhecidos (MARCOLIN et al.; 2004).
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Além dos efeitos adversos ja descritos, nausea, sonoléncia, mialgia e
prurido sdo outros efeitos associados ao uso desses farmacos. O uso a longo prazo
da cimetidina em altas doses causa uma diminui¢do da ligacdo da testosterona ao
receptor androgénico e inibicdo da CYP que hidrolisa o estradiol, acarretando o
desenvolvimento de ginecomastia, redugcdo da contagem de espermatozdide,
impoténcia sexual nos homens e galactorréia nas mulheres. Frente a esses efeitos o
farmaco de escolha é a ranitidina (GILMAN et al., 2007; UE et al., 2007).

Na década de 80 foram langados os inibidores da bomba de protons (H*/
K*/ ATPase): omeprazol e lansoprazol (Figura 2), atualmente os farmacos mais
eficazes na supresséo da secrecao de acido gastrico (YUAN et al, 2006).

1

CF:;

C
5 CH, CH,
Q 6134
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Figura 2 — Inibidores da bomba de prétons: Omeprazol (1) e Lansoprazol (2).

Os inibidores da bomba de prétons (IBP) sdo pré-farmacos que
necessitam de ativacdo em ambiente acido. Ap6s absorgdo, difundem-se pelas
células parietais do estdbmago e acumulam-se nos canaliculos secretores de acido
das células parietais, onde sao ativados pela formacdo de uma sulfenamida
tetraciclica catalisada por prétons. Esta forma ativada reage por meio de ligacéao
covalente com o grupo sulfidrila de cisteinas presentes no dominio extracelular da
H*/K*/ATPase, resultando em uma inativagéo irreversivel da bomba. A secreg¢édo do
acido so se reinicia apos a sintese e inser¢do de novas moléculas de H'/K*/ATPase
na membrana luminal (GILMAN, 2007).

Uma consequéncia da reduc¢do da acidez gastrica mediada pelos IBP é o
aumento da produgao de gastrina, que favorece um quadro de hipergastrinemia que
pode predispor a mucosa a uma hipersecrecéo rebote de acido gastrico apos a
suspensdo da terapia e também pode favorecer o crescimento de tumores

gastrintestinais. Outros efeitos colaterais associados sao: cefaléia, diarréia, dor
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abdominal, nausea, deficiéncia de vitamina B12, elevagao de transaminases, angina
e hipotenséo (GILMAN et al., 2007).

Um dos maiores problemas relativo a farmacoterapia da ulcera péptica
consiste na recidiva da doenga apds o tratamento. Embora a taxa de cicatrizagéo
com os inibidores da secregao gastrica seja de 80-100% apds uma terapia de quatro
semanas, a recorréncia da ulcera esta entre 40-80% dentro de um ano apoés o
tratamento. Acredita-se que uma das razées da recorréncia da lesdo deve-se ao fato
que as ulceras cicatrizadas sao precariamente vascularizadas e tém de duas a trés
vezes menos densidade de vasos sangiineos novos ao redor do que o tecido
normal (SZABO e VINCZE, 2000). Entretanto, estas duas classes de farmacos,
principalmente quando utilizados de forma cronica promovem varios -efeitos
colaterais, entre eles a hipergastrinemia que pode estar associada ao
desenvolvimento do cancer gastrico. Outro problema relacionado com a terapéutica
atual diz respeito aos efeitos colaterais dos antagonistas de receptores H, e
inibidores da bomba de protons agravados pelo tempo de uso, tornando-se
necessarios mais estudos que busquem novos tratamentos capazes de promover a
remissao dessa doenga sem graves efeitos adversos.

As plantas podem fornecer compostos capazes tanto de reduzir fatores
agressivos como aumentar a resisténcia da mucosa gastrica simultaneamente
(sinergismo), possibilitando o tratamento das ulcera¢des gastricas com maior
eficacia (BORRELI e 1ZZ0O, 2000). Relatos cientificos mostram a existéncia de uma
grande variedade de plantas medicinais com atividade gastroprotetora, indicando
que as plantas medicinais constituem uma importante fonte de novas moléculas
farmacologicamente ativas para o tratamento da ulcera péptica (SCHMEDA-
HIRSCHMANN e YESILADA, 2005). Além disso, os produtos naturais também
podem contribuir para a terapéutica dos disturbios gastricos, através de tratamentos
mais acessiveis, atendendo uma grande parcela da populacéo brasileira (70-80%)
que nao tem poder aquisitivo suficiente para participar do mercado consumidor
(FERREIRA et al., 2008).
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1.3 Oleos Essenciais

A utilizacdo de produtos naturais como medicamento foi uma pratica
bastante comum na Antiguidade, periodo em que ja se destacava a importancia da
utilizagéo de plantas na forma de 6leos, tais como os 6leos de oliva, gergelim, ricino,
dentre outros. No Egito Antigo, segundo textos do papiro de Ebers (um dos tratados
médicos mais antigos, datado de 1550 a.C.), 6leos como os de alho, girassol e
acafrdo ja eram recomendados para uso terapéutico. Na Antiga india, textos
conhecidos como Ayurvedas (ciéncia da vida) datados de 3000 a.C., descreviam a
utilizacao de diversos 0Oleos viscosos para o tratamento de uma série de doencas.
Atualmente, no Brasil e no exterior, a terapia alternativa com o uso de dleos
essenciais continua sendo bastante utilizada e estes 6leos s&o investigados por
suas acgodes terapéuticas até hoje (NOGUEIRA et al., 2009).

De acordo com definicdo estabelecida pela ISO (International Standard
Organization), 6leos essenciais sdo os produtos obtidos de partes de plantas através
de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por
espressao dos pericarpos de frutos citricos. S&do misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. A nomenclatura € muito variada
para a denominagdo dos Oleos essenciais, que também sado chamados de esséncias
ou Oleos etéreos. Essas denominagdes sao em decorréncia das propriedades fisico-
quimicas, o fato de serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente
acarreta a designacao 6leo, enquanto que sua principal caracteristica, a volatilidade
e baixo peso molecular os designa como essencial, diferindo dos 6leos fixos, ja o
nome esséncia deve-se ao aroma agradavel e intenso que possuem. A
denominacédo Oleos etéreos, refere-se ao fato de serem soluveis em solventes
organicos apolares, como o éter (SIMOES e SPITZER, 2007).

Quimicamente, a maioria dos éleos essenciais € constituida de derivados
fenilpropandides ou de terpendides, cuja presenca dos terpenos se faz
predominante principalmente os de baixo peso molecular, como no caso o0s
monoterpenos (SIMOES e SPITZER, 2007).

Os terpenos sdo substancias quimicas encontradas como constituintes de
uma variedade de extratos vegetais e representam uma das maiores e mais diversas

classes de metabdlitos secundarios, com aproximadamente 55.000 substancias
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isoladas. S&o formados pela ciclizagcdo enzimatica através da conversdo de
moléculas simples, lineares de hidrocarbonetos fosfatados em esqueletos
carbociclicos quirais. As reagbes de oxidagdo e rearranjos posteriores sao
responsaveis pela grande e variada quantidade de estruturas quimicas. Por conta
dessa enorme diversidade estrutural, ocupam um lugar especial na medicina, por
possuirem uma ampla gama de ag¢des farmacoldgicas, que vao desde atividade
contra o cancer, contra a malaria a capacidade de interferéncia em canais ibnicos
(MAIMONE e BARAN, 2007).

Possuem ampla distribuicdo na natureza e s&o encontrados em
abundéancia nas plantas superiores. Sdo também chamados de isoprendides, pois
sua estrutura pode ser dividida em unidades de isoprenos, como mostra a figura 3
(RUZICKA, 1953). Durante a formacao dos terpenos, as unidades de isopreno se
ligam, e o numero de unidades incorporadas em determinado terpendide serve de
base para a classificagdo desses compostos. Os monoterpenos sdo compostos por
duas unidades de isopreno (CH+s), 0s sesquiterpenos por trés unidades (C1sH.4), 0s
diterpenos por quatro (CxHsz), os triterpenos compostos por seis (CsHass) € 0s
tetraterpenos, ou carotenos, sdo formados por oito unidades de isopreno (CioHes)
(ROBBERS et al., 1997).

Figura 3 — Estrutura quimica do isopreno.

Os monoterpenos sao compostos que correspondem cerca de 90% dos
Oleos essenciais de plantas e sao divididos em trés subgrupos: aciclicos (mirceno,
linalol, geraniol); monociclicos (alfa-terpineol e terpinoleno) e biciclicos (alfa-pineno,
tujona, canfora, fenchona). Em cada um desses subgrupos, ha ainda outras
classificagdes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), alcoois (mentol), aldeidos ou
cetonas (mentona, carvona), lactonas (nepetalactona) e troplonas (gama-tujaplicina)
(SIMOES e SPITZER, 2007).

Atualmente sdo conhecidos mais de 1.000 monoterpendides naturais e

alguns sdo comumente usados como aditivos alimentares e componentes de
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fragréncia, e muitos sdo encontrados em cosméticos, sabonetes, produtos de
limpeza, desinfetantes, conservantes e medicamentos (ABU-LAFI et al., 2007; SELL
e PYBUSS, 1999). Os monoterpenos em geral exercem atividade antitumoral e sao
considerados uma nova classe de agentes quimicos preventivos para o cancer
(CARNESECCHI, 2001).

O geraniol € um monoterpeno aciclico (Figura 4), encontrado comumente
como um dos componentes principais dos 0Oleos essenciais de plantas tais como:
citronela, limao, laranja, amora, palmarosa e geranio. Em sua forma pura apresenta-
se como um liquido incolor, oleoso e com um aroma de rosa. Tem bastante utilidade
na industria como um ingrediente de perfumaria utilizado em produtos cosméticos
decorativos, perfumes finos, xampus, sabonetes e outros artigos de higiene pessoal,
bem como em produtos ndo-cosméticos, tais como os de limpeza domeéstica e
detergentes (LAPCZYNSKI et al., 2008).

HSC\T/A/WOH

CHs CHj

Figura 4 — Estrutura quimica do geraniol.

Origina-se da molécula geranil difosfato (GPP) através de sintases que
executam reagdes de ionizagdo (BOHLMANN et al., 1998). Em geral, a biossintese
do geraniol é através da via do mevalonato, mas em algumas plantas € sintetizado
por uma via independente do mevalonato (CHEN e VILJOEN, 2010).

Dados na literatura tém caracterizado varias atividades farmacoldgicas
para o geraniol, dentre elas podemos destacar acéo repelente e inseticida (TRAINA
et al., 2005, JEON et al., 2009; KHALLAAYOUNE et al., 2009), acdo antihelmintica
(KUMARAN et al., 2003; HIERRO et al., 2004), antimicrobiana (FRIEDMAN et al.,
2002; INOUYE et al., 2001; Sl et al., 2006), antioxidante (CHOI et al., 2000; TIWARI
e KAKKAR, 2009) e atividade antitumoral in vitro e in vivo, contra leucemia,
hepatoma e células de melanoma (SHOFF et al., 1991, CARNESECCHI et al.,
2001), entretanto nao existem relatos de sua acao no TGl como antiulcerogénico.

Estudos preliminares em nosso laboratorio (Laboratério de Ensaios

Biolégicos com Produtos Naturais) demonstraram uma acdo gastroprotetora do
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geraniol administrado por via oral (50, 100 e 200 mg/Kg) no modelo de ulcera
induzida por etanol absoluto em ratos. A partir desse resultado preliminar demos
continuidade aos estudos farmacoldégicos com esse monoterpeno em outros
modelos agudos de ulcera gastrica e duodenal, elucidando assim os mecanismos de
acdo para essa atividade e visando contribuir para o estudo farmacoldgico
controlado deste composto como potencial droga antiulcerogénica péptica de origem

natural.
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2 OBJETIVOS

21 Geral

Encontrar novas substancias farmacologicamente ativas com potencial
terapéutico para o combate e/ou prevencédo das Ulceras gastricas e duodenais e
oferecer novas opg¢des terapéuticas que possuam uma melhor eficacia e promovam

a auséncia ou atenuacao dos efeitos adversos.

2.2 Especificos

1) Avaliar a atividade gastroprotetora do monoterpeno geraniol em
modelos experimentais agudos de ulcera gastrica e duodenal induzida por diferentes

agentes em ratos;

2) Estudar os mecanismos de acao envolvidos no efeito gastroprotetor do
geraniol através da avaliagdo da participagdo de: enzima NO-sintase, dos
grupamentos sulfidrilas, muco aderido, prostaglandinas, glutationa, mieloperoxidase,

somatostatina e colecistocinina;

3) Avaliar a atividade antisecretora do geraniol no modelo de ligadura de

piloro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Geraniol

O geraniol foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich, U.S.A. Para a
execucao dos protocolos experimentais, realizou-se previamente uma curva dose-
resposta no modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto, no intuito de
caracterizar a melhor dose-efetiva deste composto com atividade gastroprotetora. As
doses do geraniol foram: 6,25 mg/Kg , 7,5 mg/Kg, 12,5 mg/Kg, 25 mg/Kg e 50
mg/Kg. Optou-se pela dose de 7,5 mg/Kg do geraniol para todos os experimentos.
Em relagéo a preparagéo do 6leo, o mesmo foi solubilizado cinco minutos antes de
ser administrado e preparado em um béquer envolto por papel aluminio e fechado
com papel parafiim a fim de evitar a influéncia de fatores externos e em decorréncia

da volatilidade do 6leo essencial.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos albinos machos Wistar (200 a 250 g), para os
experimentos de lesdes gastricas e determinacdo dos mecanismos de agao
antiulcerogénica; e camundongos albinos machos Swiss (30 a 50 g) para avaliagao
da motilidade intestinal, provenientes do Biotério Central da UNESP - Botucatu,
aclimatados as condi¢des do biotério setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP,
Botucatu) por pelo menos sete dias antes da manipulacédo experimental, sob
temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro controlado de 12 horas. Os animais
foram alimentados com ragdo Guabi® destrusada e agua ad libitum. A morte dos
animais foi realizada em camara de CO,. Todos os experimentos foram aprovados
de acordo com as normas do Comité de Etica na Experimentacdo Animal, do
Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu (18/05).
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3.3 Avaliagao das Lesoes Ulcerosas

Nos testes de atividade antiulcerogénica o geraniol e as drogas-padrao
(cimetidina, lansoprazol ou carbenoxolona, usadas como controles positivos e
indicadas em cada modelo de lesédo péptica) foram administradas por via oral, em
dose-volume de 10 mL/Kg. Foi utilizado ainda um grupo (controle negativo) que
recebeu um volume equivalente de uma solu¢gdo de Tween 80 a 8% (veiculo) no
qual o monoterpeno e as drogas-padréao foram dissolvidos. Ratos ou camundongos,
mantidos em gaiola especial sem maravalha, foram submetidos a jejum de no
minimo 6 horas dependendo do modelo experimental. Os modelos utilizados de
inducao de lesdes gastroduodenais representaram as principais causas de ulcera no
homem, ou seja, alcool, DAINE, cisteamina, além da ligadura do piloro para analise
dos efeitos produzidos pelo acumulo de secrecao gastrica. Para a quantificacao das
lesdes gastricas, os estdbmagos foram colocados em placa de vidro e escaneados
para realizagdo da andlise por planimetria (area total e area relativa, mm?), através

do programa Avsoft Bioview.

3.4 Atividade Farmacoloégica Geral

3.4.1 Ulceras Gastricas Induzidas por Etanol

Os diferentes grupos de ratos (n=5) foram tratados, ap6s 12 horas de
jejum, com o geraniol em doses variaveis (v.0.), com carbenoxolona (100 mg/Kg,
v.0.) ou veiculo (Tween 80° a 8%, v.0.), uma hora antes da indugdo da lesdo gastrica
pela administragao, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto. Decorrido uma
hora da indug¢ado, os animais foram mortos e os estdbmagos retirados para contagem
das lesdes, conforme descrito anteriormente (MORIMOTO et al.,, 1991). Tiras do
estbmago foram retiradas e pesadas para posteriores procedimentos bioquimicos

(glutationa total - GSH e MPO). Para este modelo, utilizou-se também um grupo
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denominado SHAM, que foi submetido ao mesmo estresse dos demais grupos, sem

a utilizacado dos agentes indutores de lesao.

3.4.2Indugdo de Lesao Gastrica por Indometacina

Os ratos foram aleatoriamente separados em grupos (n=5), privados de
comida por 12 horas, com agua ad libitum. Decorrido 30 minutos da administracao
oral do veiculo (Tween 80° a 8% - controle negativo), cimetidina (100 mg/Kg -
controle positivo), geraniol (7,5 mg/Kg), o agente lesivo indometacina 50 mg/Kg
(solubilizada em Carbonato de Sédio 0,5%, de acordo com Allen e Hamilton (2000)
foi administrado oralmente para todos os grupos. Apds 6 horas da administragdo do
agente lesivo (indometacina), todos os animais foram mortos e os estdmagos

retirados para leitura das lesdes gastricas (GUIDOBONO, 1997).

3.4.3 Lesao Gastrica Induzida por Etanol em Animais Pré-Tratados com
Indometacina

Ratos Wistar, em jejum de 12 horas, foram divididos em grupos (n=5-6)
de acordo com os tratamentos (Salina + Veiculo, Salina + Carbenoxolona, Salina +
Geraniol, Indometacina + Veiculo, Indometacina + Carbenoxolona e Indometacina +
Geraniol). Os controles receberam injecéo subcuténea de solugéo salina e os outros
animais de Indometacina (30 mg/Kg solubilizada em Carbonato de Sédio 0,5%, de
acordo Allen e Hamilton (2000), pH 7,4). Ap6s 30 min, os grupos receberam por via
oral os tratamentos veiculo (10 mL/Kg), carbenoxolona (100 mg/Kg) e geraniol (7,5
mg/Kg). Depois de 1 hora, os animais receberam por via oral 1 mL de etanol
absoluto. Uma hora ap6s o tratamento com etanol, os animais foram mortos e os
estbmagos removidos para determinacédo da area de lesdo conforme ja descrito
(MATSUDA e YOSHIKAWA, 1999).
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3.4.4 Ulceras Gastricas Induzidas por Isquemia e Reperfusio

Os ratos foram divididos em diferentes grupos (n=7) tratados com veiculo,
lansoprazol (30 mg/Kg) e geraniol (7,5 mg/Kg). Decorrido 30 min. dos tratamentos,
os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (ambas por via
intramuscular) e permaneceram sedados durante todo o procedimento. Foi feita uma
incisdo de aproximadamente 3 cm, do lado esquerdo do abdémen onde a aorta e a
veia cava foram primeiramente identificadas para facilitar a localizagcdo da artéria
celiaca. Apéds a identificagéo, a artéria celiaca foi isolada, submetida a um processo
de limpeza e eliminacdo de aderéncias e eventual tecido adiposo. Um clamp
microvascular foi colocado nessa artéria e permaneceu clampado durante 30 min.
Apds este periodo de isquemia, o clamp foi removido (para permitir a reperfusao)
permanecendo assim os 60 min. subsequentes. No final desse periodo, os animais
foram mortos e uma porgéo do tecido gastrico de cada rato foi removida para exame
das lesdes como descrito anteriormente e o tecido foi armazenado para

caracterizacao enzimatica (UEDA et al., 1989).

3.4.5 Ulceras Duodenais Induzidas por Cisteamina

As Ulceras duodenais foram induzidas em ratos pela administracdo de
cloridrato de cisteamina (300 mg/Kg, v.0.) duas vezes em intervalos de 4 horas
cada. Os animais, apds jejum de 2 horas, foram divididos em grupos (n=5-6) e pre-
tratados com o veiculo, lansoprazol (30 mg/Kg) e o geraniol (7,5 mg/Kg) trinta
minutos antes da primeira administracédo de cisteamina. Decorrido 24 horas do inicio
do jejum, os animais foram mortos, o duodeno foi retirado cuidadosamente e cortado
longitudinalmente. A area da ulcera duodenal foi determinada por planimetria
conforme método descrito anteriormente. Tiras do duodeno foram retiradas, pesadas
e armazenadas para posteriores procedimentos bioquimicos (glutationa total - GSH
e MPO). Para este modelo, utilizou-se também um grupo denominado SHAM, que
foi submetido ao mesmo estresse dos demais grupos, sem a utilizacdo de agentes
indutores de lesao duodenal (SZABO, 1978).
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Avaliagdao do Mecanismo de Agao

Determinacgio do Papel do Oxido Nitrico (NO) na Citoprotecio Gastrica

Os ratos submetidos a jejum por 12 horas foram divididos em grupos
(n=5-6) de acordo com os respectivos tratamentos (Salina + Veiculo, Salina +
Carbenoxolona, Salina + Geraniol, L-NAME + Veiculo, L-NAME + Carbenoxolona e
L-NAME + Geraniol). Os grupos controles receberam injecao intraperitoneal de
solucdo salina e os demais receberam tratamento com L-NAME 70 mg/Kg (inibidor
da NO-sintase), pela mesma via (MATSUDA e YOSHIKAWA, 1999; MORIMOTO et
al., 1991). Apo6s 30 min, todos os grupos receberam por via oral os respectivos
tratamentos (veiculo, carbenoxolona 100 mg/Kg e geraniol 7,5 mg/Kg). Ap6s uma
hora, os animais foram submetidos a administracéo oral com etanol (1mL/ animal) e
decorrido 1hora do tratamento com o agente lesivo, os animais foram mortos, seus
estdbmagos foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura, colocados em
placas de vidro e escaneados para quantificacdo das lesbes como descrito

anteriormente.

Determinacao do Papel dos Grupamentos Sulfidrilicos na Citoprotecao
Gastrica

Apds 12 horas de jejum, os ratos foram divididos em grupos (n=5-6) de
acordo com os respectivos tratamentos (Salina+Veiculo, Salina+Carbenoxolona,
Salina + Geraniol, NEM + Veiculo, NEM + Carbenoxolona e NEM + Geraniol). Os
grupos controles receberam uma injecdo intraperitonial de solugéo salina e os
demais grupos experimentais, uma injecao de N-etilmaleimida 10 mg/ Kg (NEM), um
bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos (MATSUDA e YOSHIKAWA, 1999;
MORIMOTO et al.,1991). Ap6és 30 min, todos os grupos de animais receberam os
respectivos tratamentos orais com o veiculo, geraniol (7,5 mg/Kg) ou carbenoxolona

(100 mg/Kg). Apbés uma hora, os animais foram submetidos a administracao oral de
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1 mL de etanol por animal e decorrido 1hora da administracdo do agente lesivo
etanol, os animais foram mortos, seus estdbmagos foram removidos e abertos ao
longo da grande curvatura, colocados em placas de vidro e escaneados para

posterior avaliagdo macroscopica das lesdes conforme descrito anteriormente.

3.4.6Determinagao de Muco Aderido a Parede Gastrica

Para determinar o efeito dos tratamentos na produ¢cdo de muco gastrico
utilizou-se 0 modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto (BESERRA et
al., 2011; MORIMOTO et al., 1991). Apds a morte dos animais, os estbmagos foram
retirados e a por¢ao glandular do estdmago separada e imersa em 10 mL de solugéo
de Alcian Blue (0,1% em solucao de sacarose 0,16 M e acetato de sédio 0,05 M) por
duas horas. Apds duas lavagens consecutivas com 7 mL de 0,25 M de sacarose (a
primeira apdés 15 min e a segunda apds 45 min), 7 mL de 0,5 M MgCI. foi adicionado
em cada tubo falcon para a extragdo do muco. O segmento glandular permaneceu
nesta solugcédo por 2 horas, com agitacéo intermitente. Apdés 2 horas, a porgao
glandular foi pesada e descartada. Retirou-se 4 mL da solucdo resultante e
adicionou-se 4 ml de éter etilico até a formacdo de uma emulsédo e as amostras
foram centrifugadas por 10 min a 3500 g. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro a 580 nm. A leitura foi feita apds realizacao de uma curva padrao
com varias concentragbes de Alcian blue. Os resultados foram expressos em ug de
Alcian blue/mL/g de tecido (RAFATULLAH et al., 1990).

3.4.7 Avaliagao dos Parametros do Suco Gastrico pelo Modelo de Ligadura

do Piloro

Os parametros do suco gastrico foram avaliados pelo efeito dos diferentes
tratamentos administrados oral ou intraduodenalmente, no intuito de avaliar o efeito
local ou sistémico do geraniol. Apés 12 horas de jejum os ratos foram anestesiados,

sofreram uma incisdo longitudinal logo abaixo da apéfise xiféide para a amarradura



43

de piloro. A administracdo das drogas foi realizada logo ap6s a amarradura, por via
intraduodenal e uma hora antes da amarradura no caso da via oral. As incisdes
foram suturadas e quatro horas ap6s a cirurgia os ratos foram mortos e a inciséo
reaberta. Logo em seguida, foi realizada uma ligadura da cardia (para preservagéao
do conteudo gastrico) e o estdmago foi retirado. O conteudo estomacal foi coletado
e, em seguida determinado o volume do suco gastrico, o pH e a concentracéo de
ions hidrogénio na secrecédo gastrica através de titulagdo com NaOH 0,01N em
bureta digital (modelo EM, Alemanha). A concentragéo total de acido foi expressa
em mEg/mL/4 horas e o pH foi determinado em pHmétro modelo PA 200 (SHAY et
al.,1945).

Determinagao da Motilidade Intestinal

Camundongos Swiss (n=7-8), em jejum de 6 horas, foram divididos em grupos
(n=7-8) que receberam seus respectivos tratamentos orais: veiculo (controle
negativo), morfina 2,5 mg/Kg (i.p., controle positivo) e geraniol (7,5 mg/Kg). Apds
trinta minutos, todos os animais receberam carvao ativado 10% (v.0.) em volume de
10 mL/Kg. Meia hora apdés a administragdo do carvao, todos os animais foram
mortos e todo o intestino delgado foi removido juntamente com o estdmago, para a
realizacdo da medicdao do comprimento total do intestino e a distancia percorrida
pelo carvao ativado, para a obtencdo da relagcdo entre a distancia percorrida e
comprimento total do intestino. Os dados obtidos dessa relagdo foram transformados
em arcoseno para posterior analise estatistica (STICKNEY e NORTHUP, 1959).

3.5 Determinagdoes dos Parametros Bioquimicos dos Constituintes
Oxidantes e Antioxidantes

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogenato de
mucosa gastrica e também duodenal (separadamente), sendo que a

homogeneizacgéo foi realizada a frio durante aproximadamente 45 segundos com a
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ajuda de um homogeneizador automatico, provido de um pistilo de teflon e um
recipiente de vidro de 10 mL de capacidade.

Determinagéo da atividade da mieloperoxidase (MPO) — a determinagéo da
atividade da mieloperoxidase em fragmentos da mucosa gastrica e/ou duodenal de
rato foi realizada pelo método de KRAWISZ et al. (1984). Fragmentos da mucosa
(100-300 mg), apds descongelamento, foram colocados sobre uma placa de Petri
com gelo e picados com tesouras e com 1 mL de tampao HTAB (brometo de
hexadeciltrimetilamonio), durante 15 segundos. Em seguida o material picado foi
transferido para um tubo de vidro, cujo restante do tampao foi adicionado, de modo a
se obter uma proporgéo 1:20 (p/v), e homogeneizado durante 45 segundos a frio,
usando o homogeneizador Heidoph. O homogenato resultante foi dividido em 2
aliquotas de 1,0 mL, armazenadas em eppendorfs. Umas das aliquotas foi sonicada
por 10 segundos e submetida a um triplo processo de congelamento-
descongelamento. Ap6s o ultimo descongelamento, a aliquota foi centrifugada a
7000 g por 5 minutos a 4°C. Em uma placa de 96 canais, foi adicionado 100 pyL do
sobrenadante de cada amostra em pocinhos distintos, 150 yL do tampao de reagao
(cloridrato de orto-dianisidina). Em seguida, determinou-se o incremento de
absorbancia a 450 nm usando um espectrofotometro. A atividade da enzima
mieloperoxidase foi calculada por interpolacdo em uma curva padrao, realizada com
MPO procedente de neutréfilos humanos. Uma unidade de mieloperoxidase (U) se
considera como aquela que degrada 1 nmol/ min de peréxido de hidrogénio a 25°C.
Os resultados foram expressos em U/g de tecido.

Determinacédo do conteudo de glutationa total — a determinagcéo do conteudo
de glutationa total foi realizada de acordo com o método descrito por Anderson
(1985), que se baseia na oxidacgéao total do glutationa (GSH) reduzido presente em
uma amostra a sua forma oxidada (GSSG), mediante a incubagdo da amostra com o
acido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB reduzido adquire uma coloragao
amarelada, que pode ser determinada espectrofotometricamente. O GSSG gerado é
reduzido por acao da enzima glutationa redutase na presenga de NADPH. O GSH
formado se oxida novamente, gerando um ciclo continuo, no qual a velocidade de
reducdo do DTNB (com o seu consequiente incremento de absorbancia a 412 nm) &
proporcional a quantidade total de glutationa (GSH+GSSG). Para efetuar a
determinacdo do conteudo de glutationa total, foram utilizados os fragmentos da

mucosa gastrica congelado com &acido tricloroacético (TCA). As amostras, apds
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descongelamento, foram picadas com tesouras durante 15 segundos
aproximadamente, sobre uma placa de Petri com gelo e, posteriormente
homogeneizadas com uma solugdo de TCA 5% em uma proporcéo final de 1:20
(p/v), usando um homogeneizador Heidoph. Apds a homogeneizagéo, o material foi
centrifugado a 2000 G por 5 minutos a 4°C. Do sobrenadante utilizou-se 20 yL que
foi colocado em uma placa de 96 canais, onde se adicionou 140 uL de NADPH, 15
ML de PBS e 20 yL DTNB. A placa foi colocada no leitor do espectrofotometro,
permanecendo incubada por 5 minutos em uma temperatura de 30 °C. Apos este
periodo adicionou-se 15 pL de glutationa redutase e registrou-se o incremento de
absorbancia a 412 nm no espectrofotbmetro. A concentracdo de glutationa foi
calculada a partir da curva obtida por interpolacdo em uma curva padrao realizada

com glutationa e os resultados foram expressos como nmol/g de tecido.

3.6 Determinagcées Hormonais de Colecistocinina (CCK) e Somatostatina

Sérica

A administracdo do veiculo, cimetidina (100 mg/Kg) e geraniol (7,5 mg/Kg) foi
realizada 1 hora antes da amarradura do piloro em ratos machos Wistar (n=5), segundo
método descrito por Shay (1945). Apos 4 horas da ligadura do piloro, os animais foram
mortos e o sangue foi coletado para a quantificacdo sérica de somatostatina e
colecistocinina. Imediatamente ap6s coletar o sangue, foi acondicionado em tubos de
ensaio mantidos em recipiente de isopor e gelo (3 °C), por cerca de 4 horas. Apos esse
periodo, os tubos foram submetidos a centrifugagédo (3000 rpm, a 4 °C), por 10 min.
Apbs a centrifugacao, o soro obtido foi estocado em eppendorfs, a temperatura de -20
°C até o momento das dosagens de colecistocinina e somatostatina. A colecistocinina e
a somatostina foram dosadas pelo método imunoenzimatico, com auxilio de kit da

empresa Phoenix Pharmaceuticals, Inc.

3.7 Estudo de Toxicidade Subaguda
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Ratos normais (que ndo passaram por nenhum processo de inducdo de
Ulcera gastrica) foram divididos em grupos (n=5-9) de acordo com seus respectivos
tratamentos (Veiculo, Geraniol 7,5 mg/ Kg e SHAM). Todos os grupos receberam
tratamento durante o periodo de 14 dias (exceto o grupo SHAM) e diariamente foram
realizadas observagbes em relagéo a evolugao do peso corporal (SOUZA-BRITO, 1995).
Ao final do experimento, foram realizadas analises macroscopicas, pesagem de cada
orgao vital (coragéo, figado, rins, pulméo e bacgo) e o soro dos animais tratados foi
coletado para exames bioquimicos (y-GT, uréia, creatinina, AST-aspartato-amino-

transferase, ALT-alanina amino-transferase e glicose).

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média
(e.p.m.) dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a
analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste a posteriori adequado
(Dunnet ou Tukey) para cada parametro obtido com nivel de significancia minima de p <
0.05.
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4 RESULTADOS

41 Toxicidade subaguda

Os animais foram tratados por via oral durante 14 dias com o veiculo e
geraniol (7,5 mg/Kg). Um terceiro grupo que ndo recebeu nenhum tratamento
denominado Sham, apenas passou pelo estresse da administracdo e pesagem
diaria foi incluido neste experimento. O monitoramento diario do peso dos animais
ndo indicou variagdo significativa em relagdo ao grupo Sham (Grafico 1). Outro
parametro analisado foi o peso relativo dos 6rgéos, obtidos da raz&o entre o peso do
orgao e peso total do animal que foi transformada em arcoseno para analise
estatistica. Apds realizacao da analise estatistica dos dados, verificou-se que nédo ha
diferenca significativa entre os grupos (Tabela 1). A anadlise de alguns parametros
séricos (Tabela 2) também n&o apresentou diferenca significativa, demonstrando
que a administragao do geraniol (7,5 mg/Kg) durante 14 dias ndo apresenta efeitos

toxicos evidentes.
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Grafico 1: Evolugao do peso corporal (g) de ratos tratados durante 14 dias com geraniol (7,5 mg/Kg),
(n=6-8). ANOVA, seguida pelo teste de Tukey.
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Tabela 1 — Peso relativo dos érgédos dos animais tratados durante 14 dias com geraniol (7,5 mg/Kg),
(n=6-8). ANOVA, seguida pelo teste de Tukey

TRATAMENTO . ~ ~
(V.0) FIGADO CORACAO PULMAO BACO RINS MORTE
VEICULO 10,350,177  3,78+0,05 4,55+0,16 3,50+0,12 5,05+0,04 =

GERANIOL 7,5 mg/Kg 10,390,170  3,75+0,04 4,670,171 3,53+0,10 4,94+0,03 -

SHAM 10,21+0,06  3,85+0,08 4,65+0,17 3,54+0,12 5,01+0,02 =

Tabela 2: Analise dos parametros séricos dos animais tratados durante 14 dias com geraniol (7,5
mg/Kg), (n=6 ou 8).ANOVA, seguida pelo teste de Tukey

TRATAMENTO AST ALT y-GT CREATININA UREIA GLICOSE
(v.0.) (U/L) (UL) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (U/L)

VEiCcULO 157,00£16,36  52,33+2,65 2,53+0,83 0,33+0,01 34,00£2,11  109,70+4,48

GER;:;,'%” 136,30410,47 45,0042,03 2341057 0341002  37,8842,82 105904502
SHAM 156,80414.04 44884252 1864034 0374002  32.884251  99,50+6,62

4.2 Avaliagdo da Atividade Antiulcerogénica do Geraniol em Modelos Agudos
de Ulcera Péptica em Ratos

4.2.1 Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto

Em estudos preliminares o geraniol demonstrou atividade gastroprotetora
nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg. Administradas pela via oral, ofereceu protegao
de 89%, 99% e 99% respectivamente, quando comparadas ao veiculo (Grafico 2). A
curva dose resposta para caracterizar a menor dose efetiva (Grafico 3), constatou

que as doses de 6,25, 12,5, 25 e 50 mg/Kg sé&o eficazes em inibir as lesdes
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causadas pelo etanol em 76%, 74%, 65% e 83% respectivamente, sem diferenca
estatistica entre elas.

Realizamos um terceiro experimento com o geraniol na dose de 7,5
mg/Kg, cuja protecdo observada foi de 70% (Grafico 4). Optamos por dar
continuidade a avaliagao da atividade gastroprotetora do geraniol em outros modelos
de ulcera na dose de 7,5 mg/Kg, uma vez que outro monoterpeno (-mirceno)
testado em nosso laboratoério apresentou resultados promissores nessa mesma dose
e que o geraniol em doses menores, no caso 3,125 mg/Kg, n&o causa inibicao

significativa das lesdes ulcerosas (dado ndo mostrado).
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Grafico 2 — Efeito do geraniol no modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os
dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001, (n=6-7). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.
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Grafico 3 — Efeito do geraniol no modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os
dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001, (n=5-9). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.
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Grafico 4 — Efeito do geraniol no modelo de Ulcera géastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os
dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001, (n=5). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.

4.2.2Ulcera Gastrica Induzida por Indometacina (AINE)

O geraniol ndo demonstrou atividade gastroprotetora na dose de 7,5
mg/Kg nesse modelo (Gréafico 5). A diminui¢cdo da area lesionada do grupo teste nao

foi significativa (32,22 + 8,48 mm?) quando comparada ao veiculo (23,04 + 4,21mm?).
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Grafico 5 — Efeito do geraniol no modelo de Ulcera gastrica induzida por indometacina em ratos. Os
dados representam a média + e.p.m. *p< 0.05, (n=5). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.

423 Lesao Gastrica Induzida por Etanol em Ratos Pré-Tratados com
Indometacina (AINE)
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Conforme os dados expressos no grafico 6 pode-se observar que o pré-
tratamento com indometacina (30 mg/Kg, s.c.) potencializou as lesbes do veiculo
(85,05 £ 19,52 mm? para 199,80 + 32,60 mm?) e inibiu a protecdo da mucosa
oferecida pelo geraniol, elevando de forma significativa a area das lesdes (45,17 %
8,29 mm? para 148,60 + 36,44 mm?).
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Grafico 6 — Efeito do geraniol (GER) no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos pré-
tratados com indometacina. Os dados representam a média + e.p.m. (n=5-6), *p< 0.05, ***p<0.001
quando comparado ao grupo salina+veiculo, *#p <0.001 quando comparado ao grupo
indometacina+veiculo. ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet. Para comparagao entre os grupos com
pré-tratamentos distintos utilizou-se ANOVA, seguida do teste de Tukey, cujas letras representadas
na barra horizontal expressam: #p<0.05 e °p <0.01.

4.2.4 Lesao gastrica induzida por isquemia e reperfusao

O geraniol demonstrou atividade gastroprotetora nesse modelo
experimental (Grafico 7). A administragdo por via oral diminuiu de maneira
significativa a area lesionada (30,60 + 5,28 mm?) quando comparada ao veiculo
(106,70 £ 17,73 mm?).
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Grafico 7 — Efeito do geraniol no modelo de ulcera gastrica induzida por isquemia e reperfusdo em
ratos. Os dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001 (n=7). ANOVA, seguida pelo teste de
Dunnet.

4.2.5 Ulcera duodenal induzida por cisteamina

O geraniol foi eficaz em diminuir de maneira significativa a area de leséao
ulcerosa no duodeno (30,46 + 10,85 mm?) quando comparada ao veiculo (96,68 *

12,70 mm?), como mostra o gréfico 8.
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Grafico 8 — Efeito do geraniol no modelo de ulcera duodenal induzida por cisteamina em ratos. Os
dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001 (n=5-6). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.
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43 Avaliagdo dos Mecanismos de Acgao Envolvidos na Atividade
Antiulcerogénica do Geraniol

43.1 Efeito do Geraniol nos Niveis de Glutationa Total e de Mieloperoxidase
na Mucosa Gastrica de Animais Submetidos ao Modelo de Ulcera
Induzida por Etanol

Através da quantificagdo de GSH total da mucosa gastrica foi possivel
observar que o geraniol (7,5 mg/ Kg) impediu a deplegéo dos niveis de GSH pela
acao do etanol (1708 = 79,21) quando comparado com o veiculo (1319 + 60,05). Em
relacdo a quantificacdo de MPO, o tratamento com geraniol manteve baixo os niveis
dessa enzima (266,50 + 31,31) quando comparado com o veiculo (441,20 £+ 58,61),

como mostra o grafico 9.

Grafico 9 — Avaliagdo dos niveis de GSH e MPO na mucosa gastrica de animais submetidos ao
modelo de Ulcera por etanol. Os dados representam a média + e.p.m. **p<0.01 ***p<0.001, *p<0.05,**
*p<0.001 (n=5). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.
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43.2  Efeito do Geraniol nos Niveis de Glutationa Total e de Mieloperoxidase
na Mucosa Gastrica de Animais Submetidos ao Modelo de Ulcera
Induzida por Isquemia e Reperfusao

Através da quantificagdo de GSH total da mucosa gastrica foi possivel
observar que o geraniol impediu a deplecao dos niveis de GSH (1023,00 + 29,52)
quando comparado com o veiculo (846,60 + 36,69). Em relacdo a quantificacao de
MPO, o tratamento com geraniol manteve baixo os niveis dessa enzima (360,50 +
42,52) quando comparado com o veiculo (809,50 + 90,88), como mostra o grafico
10.

Grafico 10 — Avaliagéo dos niveis de GSH e MPO na mucosa gastrica de animais submetidos ao
modelo de ulcera por isquemia e reperfusdo. Os dados representam a média + e.p.m. ***p<0.001,
“p<0.05, "p<0.01 e "*p<0.001 (n=5-7). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.

43.3 Efeito do Geraniol nos Niveis de Glutationa Total e de Mieloperoxidase
no Duodeno de Animais Submetidos ao Modelo de Ulcera Induzida por
Cisteamina

Através da quantificagdo de GSH total do duodeno obbservou-se que o
geraniol impediu a deplecao dos niveis de GSH pela acdo da cisteamina (567,3 %
48,89) quando comparado com o veiculo (401,2 + 38,06). Em relacédo a

quantificacao de MPO, o tratamento manteve baixo os niveis dessa enzima (762,30



55

+ 115,10) quando comparado com o veiculo (1288,00 + 126,30), como mostra o

grafico 11.

Grafico 11 — Avaliagdo dos niveis de GSH e MPO no duodeno de animais submetidos ao modelo de
Ulcera por cisteamina. Os dados representam a média + e.p.m. **p<0.01, ***p<0.001, *p<0.05, **
*p<0.001 (n=5-6). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.

4.3 4Avaliacao da Participagdo da NOS na Gastroprotecao

Os resultados obtidos sugerem uma participacdo da enzima o6xido nitrico
sintase (NOS) na gastroprotegdo do geraniol (7,5 mg/ Kg). Atribui-se esse
envolvimento ao aumento significativo da area ulcerativa do geraniol na presencga do
bloqueador da NOS (L-NAME). O grupo Salina + Geraniol diminuiu de forma
significativa as lesbes ulcerosas (30,23 + 7,43 mm?) quando comparado com
Salina+Veiculo (102,4 + 17,54 mm?). Enquanto que no grupo L-NAME + Geraniol a
protecdo foi perdida (198,00 + 13,40 mm?) quando comparado ao grupo L-NAME +

Veiculo (271,10 £ 27,31 mm?), como mostra o grafico 12.



56

a
400, : n.S :

L a ]

' ! [ Veiculo
c 300 7 Ea Carbenoxolona 100 mg/Kg
E E Geraniol 7,5 mg/Kg
1§ 2004 L. [ L-NAME+Veiculo
% 82% £ L-NAME+Geraniol 7,5 mg/Kg
g 1004 rm 70% #itH E L-NAME+Carbenoxolona 100 m
\E 92% sxx

0 *k%k Ial
Salina L-NAME

Pré-Tratamentos

Grafico 12 — Participacdo da NO sintase na gastroprotecdo do geraniol (GER) no modelo de ulcera
gastrica induzida por etanol em ratos. Os dados representam a média + e.p.m. (n=5-6), ***p< 0.001,
quando comparado ao grupo salina+veiculo, *p <0.001 quando comparado ao grupo L-
NAME+veiculo. ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet. Para comparagéo entre os grupos com pré-
tratamentos distintos utilizou-se ANOVA, seguida do teste de Tukey, cujas letras representadas na
barra horizontal expressam: ®p <0.001 e n.s=nao significativo.

4.3.5 Avaliagao da Participagdo dos Grupamentos Sulfidrilas na
Gastroprotecao

Ocorreu aumento significativo da area ulcerativa do geraniol na presenca
do bloqueador dos grupamentos sulfidrilas (NEM). O grupo Salina + Geraniol
diminuiu de forma significativa as lesdes ulcerosas (30,23 + 7,43 mm?) quando
comparado com Salina + Veiculo (102,4 + 17,54 mm?). Enquanto que no grupo NEM
+ Geraniol a protecgao foi perdida (424,10 + 46,66 mm?) quando comparado ao grupo
NEM + Veiculo (316,30 + 64,36 mm?), como mostra o grafico 13.
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Grafico 13 — Participagdo dos grupamentos sulfidrilas na gastroprote¢do do geraniol no modelo de
Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos. Os dados representam a média + e.p.m. (n=5-6), ***p<
0.001, quando comparado ao grupo salina+veiculo, *p <0.05 quando comparado ao grupo NEM +
veiculo. ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet. Para comparagdo entre os grupos com pré-
tratamentos distintos utilizou-se ANOVA, seguida do teste de Tukey, cujas letras representadas na
barra horizontal expressam: ?p<0.05 e °p <0.001.

4.3.6 Quantificagdo do Muco Aderido a Parede Gastrica no Modelo de
Etanol

Através da quantificagdo do muco aderido & mucosa gastrica no modelo de
ulcera induzida por etanol foi possivel observar que o geraniol (7,5 mg/ Kg) foi capaz
de aumentar em 76% a quantidade de muco gastrico secretado no estdmago

quando comparado ao veiculo (Grafico 14).
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Grafico 14 — Quantificagdo de muco aderido a mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de
Ulcera induzida por etanol. Os dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001 (n=5-6). ANOVA,
seguida pelo teste de Dunnet.

4.3.7 Avaliagao da Atividade Anti-secretora no Modelo de Ligadura do Piloro

Na avaliacédo dos parametros do suco gastrico de animais submetidos ao
modelo de ligadura do piloro, observou-se que o tratamento com geraniol (7,5
mg/Kg), tanto por via oral quanto por via intraduodenal, n&o alterou o volume
gastrico, a concentragdo de H* e nem o pH gastrico quando comparado ao veiculo
(Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliagao da atividade anti-secretora do geraniol (7,5 mg/Kg) no modelo de ligadura do
piloro (n= 7-8). Os dados representam a média + e.p.m. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001. ANOVA,
seguida pelo teste de Dunnet.

VOLUME DO ~
MODELO | TRATAMENTOS | DOSE sSuUCoO CONCENTRACAO
EMPREGADO (V.0.) (mg/Kg) GASTRICO DE HIDROGENIO PH
0. m +
g/Rg (4 mL/ah) [H]* (mEq/mL)
Veiculo - 5,76 + 2,03 514 + 0,69 -
Piloro Cimetidina 100 437 + 1,64 356+ 1,13* -
Intraduodenal
Geraniol 7,5 5,84 +0,70 5,62 +1,73 -
Piloro Veiculo - 6,35 + 1,58 6,26 + 0,68 1,29 + 0,49
Oral Cimetidina 100 3,46 +1,10** 2,28 + 0,93*** 3,71 + 0,95
Geraniol 7.5 714 +119 7,08 + 0,66 1,12 + 0,35

438 Efeito do Geraniol nos Niveis Séricos de Colecistocinina e
Somatostatina no Modelo de Ligadura de Piloro

Os dados obtidos demonstraram que n&do houve diferenga estatistica nos
niveis hormonais de colecistocinina e somatostatina nos animais submetidos a

ligadura do piloro tratados com geraniol.
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4.3.9 Avaliagao da Motilidade Intestinal no Modelo de Carvao Ativado

O geraniol (7,5 mg/Kg) diminuiu de maneira significativa o transito

intestinal (0,84 + 0,07) quando comparado ao veiculo (1,43 £ 0,12), como mostra o

grafico 17.
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Grafico 15: Avaliagdo da motilidade intestinal de camundongos no modelo de carvéo ativado. Os
dados representam a média + e.p.m. ***p< 0.001 (n=7-8). ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo realizado com o monoterpeno aciclico geraniol na
investigacdo do efeito antiulcerogénico, bem como os possiveis mecanismos de
acéo envolvidos, o principal achado foi a eficacia dessa substancia em proteger a
mucosa gastrica e o duodeno nos modelos testados.

O potencial toxicolégico do geraniol vem sendo investigado em varios
organismos e em diferentes formas de administracdo, uma vez que esse
monoterpeno é um importante material de fragrancia (CHEN e VILJOEN, 2010). Em
nossos estudos de toxicidade subaguda, o geraniol (7,5 mg/Kg) n&o apresentou
efeito toxico, ap6s a administracdo diaria durante 14 dias em ratos (Grafico 1,
Tabelas 1 e 2).

Um estudo de toxicidade aguda realizado com ratos que receberam varias
doses de geraniol (por via oral) solubilizado em propilenoglicol obteve uma DLs, de
4,8 g/Kg para essa substancia (YAMAWAKI, 1962). Enquanto que outra pesquisa
caracterizou uma DLs, de 4 g/Kg para a via intramuscular e 1,1 g/Kg para a via
subcutdnea em camundongos (NORTHOVERAND e VERGHESE, 1962; NOZAWA,
1952). Outros estudos demonstraram que a administracdo de geraniol (1000
mg/Kg/dia) na dieta de ratos durante 16 semanas, e a inclusédo de geraniol (100
mg/Kg/dia) na dieta por 28 semanas ndo produziram quaisquer efeitos adversos
(HAGAN et al., 1967). Nenhum efeito mutagénico também foi observado em um
teste de Ames realizado em Salmonella typhimurium com 0,5 mg de geraniol em
DMSO com e sem ativagao da fragdo microssomal S9 (LAPCZYNSKI et al., 2008).

Portanto, os dados de toxicidade obtidos em nosso laboratério
corroboram com os dados na literatura que descreve a auséncia de toxicidade para
altas doses de geraniol durante um periodo de tempo prolongado. Essas
informagdes nos permitiram uma escolha segura das doses utilizadas nos modelos
experimentais de ulcera péptica em animais, com o objetivo de investigar o efeito
antiulcerogénico do monoterpeno geraniol.

Os experimentos realizados para a avaliagdo da gastroprotecao foram

selecionados por envolverem diferentes agentes e mecanismos, conhecidos na
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literatura por induzir as lesdes ulcerosas pépticas. A formacao de lesdes ulcerativas
em modelos experimentais, assim como as decorrentes em humanos, é provocada
por um desequilibrio entre os fatores protetores e lesivos da mucosa gastrica
(MAITY et al., 2003). Esse desequilibrio pode ser desencadeado por procedimentos
invasivos, tais como cirurgia, ou até mesmo pela administragdo de substancias
quimicas (KUSHIMA, 2006).

O modelo de inducdo de ulcera por etanol absoluto promove lesbes
necroticas de maneira multifatorial na mucosa gastrica. Essas lesbes sao
ocasionadas por efeitos toxicos diretos através da reduc¢ao da produgao de muco, da
producéo de bicarbonato, dos niveis de glutationa endégena e de prostaglandinas, e
através do aumento da liberacdo de histamina, aumento do influxo de calcio e
geracgao de radicais livres (GLAVIN e SZABO, 1992).

O etanol concentrado causa rapidamente a necrose das células
superficiais da mucosa em decorréncia da precipitacdo dos constituintes
citoplasmaticos e interrupcdo das fungcbes da membrana, dentre elas a perda de
fluidez e transporte de ions. Em poucos segundos, o etanol também perturba as
fungbes de outras células da mucosa, os mastocitos, que liberam mediadores
vasoativos, tais como leucotrienos C4 (LTC4) e histamina. O LTC4 desencadeia
vasoconstricdes intensas em série que progridem desde as pequenas vénulas da
mucosa para as veias de maior calibre. Esse quadro de estase venosa & agravado
pela contragcdo da musculatura gastrica adjacente aos locais de penetracdo do
etanol nos leitos venosos (OATES e HAKKINEN, 1988).

A dilatacdo das arteriolas comeca logo ap6és os eventos mencionados
acima, mediada pela histamina, sendo provavel que outros autacdides e metabdlitos
do etanol também contribuam para esse evento. A potente dilatagdo arterial
juntamente com a severa constricdo venosa causa intensa distensdo dos capilares
da mucosa gastrica, ocasionando a hiperemia, elevando de forma exacerbada a
pressdo no interior desses capilares, que, em conjunto com o aumento da
permeabilidade mediado pela histamina, LTC4 e etanol, causam edema na mucosa
gastrica. Por conseguinte, as concentragbes do etanol continuam a aumentar no
interior da mucosa do tecido ja hiperémico, provocando hemolise de hemacias
estagnadas no tecido, com precipitagdo de componentes teciduais € sanguineos ao

redor dos capilares distendidos. O etanol também provoca espasmos rigorosos na
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musculatura lisa vascular provocando hemorragia, intensificando a estase vascular
(OATES e HAKKINEN, 1988).

O monoterpeno geraniol, administrado por via oral, nas doses de 6.25,
12.5, 25, 50, 100 e 200 mg/Kg, reduziu as lesdes induzidas por etanol absoluto
(Gréfico 2, 3 e 4) sem demonstrar uma relagéo de dependéncia da dose com o efeito
farmacologico evidenciado. Essa protecao pode estar associada ao aumento na
liberacdo de substancias protetoras da mucosa, ja que as ulceras induzidas por
etanol s&o inibidas por agentes que estimulam a producao dos fatores defensivos da
mucosa, fatores esses semelhantes as prostaglandinas (MORIMOTO et al., 1991).
Essa observacao pode ser comprovada ao avaliarmos a eficacia da carbenoxolona
na dose de 100 mg/ Kg (utilizada como controle positivo) em diminuir as lesdes
gastricas no modelo de etanol (Graficos 2, 3 e 4).

Visto que a carbenoxolona é um derivado do acido dlicirretinico que
confere efeito gastroprotetor através da inibicdo de enzimas inativadoras de
prostaglandinas (PG), prolongando o efeito citoprotetor das prostaglandinas;
aumento da secregdo de prostaglandina E;, na luz gastrica; inibicdo de
fosfodiesterases sistémicas, prolongando o efeito vasodilatador do 6xido nitrico via
GMPc; e através da estimulacéo da produc¢ao de muco (FRANCO et al., 1993).

Outra ferramenta utilizada para avaliar a atividade gastroprotetora do
geraniol foi a ulcera causada por DAINEs, utilizando-se o0 modelo de ulcera gastrica
induzida por indometacina.

Os DAINEs geralmente séo acidos fracos que, ao entrarem em contato
com o ambiente acido do estbmago em jejum (pH=2), apresentam-se
predominantemente em sua forma nao ionizada, lipofilica, penetrando no interior das
células. Visto que o pH intracelular é neutro, os DAINES sao configurados para sua
forma ionizada, alterando o equilibrio eletrolitico do potencial de membrana,
causando lesdo celular (LAINE, 1996). Outro mecanismo de ulceragao se da através
da inibicao da cicloxigenase (COX) 1, resultando em fluxo sanguineo reduzido, e
inibicdo da COX-2, culminando no aumento da aderéncia de leucécitos no endotélio
vascular (WALLACE, 2006).

No experimento de Uulcera induzida por indometacina (Grafico 5)
constatou-se que o geraniol ndo foi eficaz em diminuir a média das lesbes em
relacdo ao grupo tratado com veiculo. A partir disso foi pressuposto que o efeito

gastroprotetor do geraniol possivelmente esteja relacionado com a via da COX.
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A literatura aponta que essa via tem participacdo na gastroprotecdo no
modelo de etanol mediada pelas PGs. Estas que participam de importantes
processos fisiolégicos no estébmago, bem como produ¢cdo de muco, secregdo de
bicarbonato, melhora do fluxo sanguineo, inibicdo da secregéo acida e inibicdo da
motilidade gastrica (TAKEEDA et al., 2004).

Para comprovar essa hipotese buscou-se identificar qual seria o possivel
papel da via da COX no efeito gastroprotetor do geraniol, através do bloqueio dessa
via e a indugéo de ulcera com o etanol, para avaliagdo do comportamento desse
monoterpeno. No modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados
com indometacina (Grafico 6) pode-se observar que o o pré-tratamento com
indometacina abole o efeito gastroprotetor do geraniol, evidenciando que essa
atividade depende, pelo menos em parte, do envolvimento das prostaglandinas
(NUNES et al., 2009).

O modelo de isquemia e reperfusdo (I/ R) causa ulceragao gastrica devido
a formagao excessiva de metabdlitos reativos de oxigénio, a adesao de neutrofilos
as células endoteliais, disfungao microvascular, a secre¢cdo de acido gastrico, a
histamina enddgena e liberagdo de gastrina (BRZOZOWSKI et al., 2000). Nesse
modelo a isquemia, por si sO, lesiona e provoca morte celular. Entretanto, é na
reperfusao do tecido isquémico que ocorre uma série de modificagdes teciduais, que
tem como conseqliéncia o aparecimento das lesées (RIBEIRO e YOSHIDA, 2005).

Durante a fase de isquemia, ocorre diminuigdo do aporte de oxigénio,
estoque do trifosfato de adenosina (ATP). Entretanto, o ATP continua sendo
consumido e degradado a difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato de
adenosina (AMP) e, posteriormente, em adenosina, inosina e hipoxantina. A falta de
energia celular causa a faléncia da bomba de sodio-potassio (Na*/ K*-ATPase) e,
devido a faléncia da bomba, passa a haver maior acimulo de Na* intracelular e
perda de K' para fora da célula, com consequente edema celular e de suas
organelas. Ao mesmo tempo, ocorre influxo de Ca* e de cloreto para o meio
intracelular, com acumulo de Ca* no citosol, que provoca a ativagdo da protease
calpaina que, por sua vez, promove a quebra de uma ponte peptidica da enzima
xantina desidrogenase (XD), levando a formacao da enzima xantina oxidase (XO),
que necessita de oxigénio para realizar a conversao da hipoxantina em xantina.

Assim, na fase de isquemia, portanto, ocorre acumulo de hipoxantina e xantina
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oxidase. Com a reperfusdo, a hipoxantina é oxidada a xantina, e esta, em acido
urico, tendo como subproduto dessa reagao a formagao do anion superoéxido (Oz). O
radical superoxido promove a liberagéo do ion ferroso da ferritina que reage com o
peroxido de hidrogénio, formando um radical hidroxila altamente toxico (RIBEIRO e
YOSHIDA, 2005).

O radical hidroxila inicia a peroxidacdo das membranas celulares,
liberando acido araquiddnico e radicais livres, lipidios peroxil (UEDA et al., 1989). O
acido araquiddnico € metabolizado pela COX em tromboxano, prostaglandinas do
tipo PGE1 e PGl; ou pela lipoxigenase, em leucotrienos do tipo LTB4, C4, D4 e E4.
O radical peroxil promove lipoperoxidagdo adicional, retirando um hidrogénio do
acido graxo, dando origem a uma reagao em cadeia, cujo produto final é o dialdeido
malbnico (MDA). Os radicais livres podem, também, atuar de forma indireta, atraindo
e ativando neutréfilos nos tecidos envolvidos. Os neutrofilos por sua vez, secretam
enzimas proteoliticas (mieloperoxidases, elastases e proteases), sintetizam
prostaglandinas e ocluem a microcirculacédo na fase de reperfusdo, dificultando o
fluxo sangilineo, além de produzirem mais radicais O,, reiniciando o ciclo, com
formacao de mais radical hidroxila (RIBEIRO e YOSHIDA, 2005).

Os resultados encontrados no modelo de indugéo de ulcera gastrica por
isquemia e reperfusdo constataram uma diminuicdo significativa das lesbes
ulcerativas com uma protecao gastrica de 71% quando comparada ao grupo veiculo
(Grafico 7). O lansoprazol (30 mg/ Kg), utilizado como controle positivo, foi eficaz em
diminuir as lesbes ulcerosas por inibir a secrecdo de acido que encontra-se
hiperestimulada no processo de isquemia e reperfusao.

Segundo Ribeiro e Yoshida (2005), uma série de fatores pode estar
envolvida na gastroprotegdo provocada pela I/R, sendo eles enzimaticos
hidrossoluveis (SOD, catalase, glutationa peroxidase), lipossoluveis (tocoferois,
carotendides e quinonas) e bloqueadores de leucotrienos. O geraniol pode estar
envolvido nas vias antioxidantes, modulando e preservando as enzimas
antioxidantes ou ainda funcionando como sequestrador direto de radicais livres
produzidos.

O estresse oxidativo através das mudangas no ambiente intracelular e
geracdo de radicais livres, como superéxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila pode levar a peroxidacgédo lipidica, danos a proteinas e mutagées no DNA

(acico desoxirribonucléico). A sinalizagdo redox nas células constitui um sistema
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complexo que serve tanto como mecanismo de defesa quanto resposta ao estresse
oxidativo. A cisteamina € um aminotiol redutor formado a partir da via catabdlica da
coenzima A que induz ulceras perfurantes no duodeno proximal de rato dentro de 24
horas (KHOMENKO et al., 2004). Estudos in vitro demonstraram que o efeito
citotoxico da cisteamina depende da geracéo de perdxido de hidrogénio (H.0O.) e da
oxidacao da cisteamina ao seu correspondente dissulfeto. O H,O, tiol derivado reage
com os metais de transi¢cao reduzidos e produz o radical hidroxila. Estes radicais sao
os mediadores finais de toxicidade causada pela cisteamina (JEITNER e
LAWRENCE, 2001), como evidenciado pela enzima catalase ao inibir
completamente essa toxicidade (HELD e BIAGLOW, 1994).

Os resultados demonstram que o pré-tratamento com o geraniol foi capaz
de inibir a formacdo de lesdo duodenal pela cisteamina quando comparado ao
veiculo (Grafico 8), reforcando a premissa de que esse monoterpeno tem atividade
antioxidante, visto que em dois modelos (I/ R e cisteamina) que envolve estresse
oxidativo, ele foi eficaz. Além disso, esses dados corroboram com a literatura que
vém demonstrando o potencial antioxidante do geraniol através da atividade de
varredura contra o radical DPPH, aumento na atividade da superdxido dismutase, da
catalase, restauracdo do potencial de membrana mitocondrial, diminuicdo da
lipoperoxidacao e inibicdo da geracédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
células pré-tratadas com geraniol em comparagao com as células que s6 passaram
pelo estresse oxidativo (CHEN e VILJOEN, 2010).

A caracterizagao da atividade antiulcerogénica do geraniol no controle das
lesbes gastricas nos modelos descritos acima, nos levou a realizagdo de
experimentos que possibilitassem explicar possiveis mecanismos pelo qual esse
monoterpeno atua. Foram executados experimentos que visavam verificar o
envolvimento dos niveis de GSH e de mieloperoxidase, da participacao da NOS, dos
grupamentos sulfidrilas, produ¢ao de muco aderido, secrecao gastrica e a motilidade
intestinal no efeito evidenciado.

O GSH é um tripeptideo (- L- Glu- L- Cys- Gly) com alta capacidade
doadora de elétrons (alto potencial redox negativo) devido ao grupamento tiol (-SH)
na porgao cisteina, combinada com uma alta concentracdo intracelular, que resulta
em um alto poder redutor. Estas caracteristicas justificam sua potente atividade
antioxidante e sua propriedade de cofator enzimatico, importantes para regulagédo da

atividade celular. Esta presente no organismo em suas formas; reduzida (GSH) e
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oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos bioldgicos
importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecéo celular. Sob
condicdbes de estresse oxidativo, as EROs sdo reduzidas por GSH com
concomitante formacdo do dissulfito oxidado, a GSSG (glutationa oxidada)
(GRIFFITH; MULCAHY, 1999).

Para manter o equilibrio redox celular, o GSSG é exportado das células
por proteinas de transporte dependentes de ATP, implicando que condi¢cbes severas
de stress diminuem os niveis celulares de GSH (CNUBBEN et al., 2001). Esta
deplecdo de GSH esta relacionada com a patofisiologia de muitas doencgas.
(BUNNELL e PACHT, 1993; ROUM et al., 1994), sugerindo um importante papel do
GSH na manutencéo da integridade dos sistemas fisiolégicos.

Na quantificagdo dos niveis de glutationa total no estémago dos animais
tratados com o geraniol nos modelos de indugdo de Uulcera gastrica que
evidenciaram o efeito gastroprotetor desse monoterpeno, verificou-se que os niveis
de glutationa total (representados pela linha verde nos graficos 9, 10 e 11)
apresentaram-se elevados em comparag&o aos niveis encontrados no grupo tratado
somente com veiculo. Este resultado refor¢ca os dados da literatura que apontam o
geraniol como um agente antioxidante e comprovam que essa substancia depende
desta via para proteger a mucosa gastrica contra os danos causados pelos agentes
ulcerogénicos.

Os radicais livres tém um papel de destaque no desenvolvimento das
lesdes gastricas e os neutrofilos sdo descritos como umas das maiores fontes
geradoras desses radicais livres. Esses neutréfilos promovem a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio e proteases, resultando em um dano tecidual
inflamatorio dependente de neutréfilos, sendo os niveis da mieloperoxidase um
marcador indireto da resposta inflamatoria em diferentes modelos experimentais,
caracterizando assim um quadro de infiltracéo celular (DENGIZ et al., 2007).

Na quantificacao dos niveis de mieloperoxidase no estbmago dos animais
tratados com o geraniol nos modelos de indugao de ulcera gastrica, verificou-se que
os niveis de MPO (representados pela linha preta nos graficos 9, 10 e 11)
apresentaram-se baixos na presenga do monoterpeno em comparagao aos niveis
encontrados no grupo tratado somente com veiculo. Este resultado aponta que a
atividade gastroprotetora do geraniol esta relacionada com um mecanismo de

diminuic&o de infiltragdo celular.
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Estudos indicam que o NO esta envolvido na preservacado da mucosa em
modelos experimentais de ulcera por promover vasodilatagdo, estimular a producgao
de muco, reduzir a peroxidagao lipidica e também por uma acao antiinflamatéria nos
tecidos (CHO, 2001; KWIECIEN et al, 2002). O NO endbégeno parece estar
envolvido na regulagdo da secrecdo acida gastrica pos-prandial. Este efeito pode
estar mediado pela mudanca na liberacdo de gastrina e somatostatina. O NO
enddgeno também retarda o esvaziamento gastrico e a atividade motora antral sem
afetar a atividade mioelétrica gastrica (KONTUREK et al., 1999).

O NO é sintetizado pela enzima NOS a partir de oxigénio (Oz) e L-arginina
(TODA e HERMAN, 2005). Existem trés isoformas dessa enzima codificadas por
genes diferentes, a 6xido nitrico sintase neuronal, endotelial e induzida (nNOS,
eNOS e iNOS respectivamente). Tanto a nNOS quanto a eNOS sao expressas em
condigdes fisiologicas normais e ditas como constitutivas, produzem NO citoprotetor.
Ja a NO sintase induzida (iNOS), forma NO com acao citotdéxicas (NISHIDA et al.,
1997; NAHAVANDI et al., 1999).

Uma vez inibida a enzima NOS, os mecanismos de prote¢cdo do NO sao
seriamente comprometidos. Os resultados do experimento (Grafico 12) com o
inibidor da NOS (L-NAME) mostram que o efeito gastroprotetor do geraniol foi
revertido com a prévia administragdo deste inibidor, sugerindo que a gastroprotecéo
desse monoterpeno atua de maneira dependente da via da NOS.

Outro fator que contribui para a integridade da mucosa gastrica é a
formagdo de grupamentos sulfidrilas endégenos. Esses compostos participam da
protecdo da mucosa pela ligacado a radicais livres e por formar pontes de dissulfeto
entre as subunidades glicoprotéicas do muco de maneira a impedir a sua
dissociagdo, se houver reducdo dessas ligagbes, o muco torna-se hidrossoluvel
(Avila et al., 1996). Além disso, esses grupamentos estdo presentes na glutationa e
conforme mencionado anteriormente tem importancia na reducédo do estresse
oxidativo.

A administracao prévia do inibidor da formagédo dos compostos sulfidrilas
endogenas (NEM) no grupo tratado com geraniol provocou um aumento expressivo
das lesbes gastricas induzidas pelo etanol (Grafico 13). Evidenciando a importancia
desses grupamentos na protecao promovida pelo geraniol.

O muco gel, secretado por expulsdo da superficie apical das células

epiteliais gastricas, consiste de um gel viscoso, elastico, aderente e transparente
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formado por 95 % de 4gua e 5 % de glicoproteinas (REPETTO e LLESUY, 2002). E
secretado por células secretoras de muco encontradas entre as células superficiais
por toda a mucosa gastrica (KUTCHAI, 1996). Nessa mucosa o bicarbonato e os
fosfolipidios ficam retidos. O bicarbonato retido no muco mantém o pH deste
microambiente neutro, impedindo a ac&o digestdria proteolitica da pepsina. A
regulacdo fisiologica desta secrecdo envolve diversos fatores, como as
prostaglandinas, peptideos e fatores neuronais. No estbmago, o aumento da
secrecdo de muco e HCO; é regulado pelas prostaglandinas PGE. através da
interacdo com receptores EP1 (TAKEUCHI et al, 2006).

Visto que o efeito gastroprotetor do geraniol depende de fatores que
estimulam e regulam a producdo de muco, resolveu-se quantificar a produgdo de
muco aderido a mucosa gastrica nos animais tratados com essa substancia. Através
da quantificagdo de muco aderido a mucosa gastrica de animais submetidos ao
modelo de ulcera induzida por etanol (Grafico 14) foi possivel observar que os
animais tratados com geraniol foram capazes de aumentar significativamente a
quantidade de muco gastrico secretado no estbmago quando comparado ao veiculo.

Outro mecanismo de acdo avaliado para o efeito gastroprotetor
evidenciado foi a atividade antisecretora desse monoterpeno no modelo de ligadura
de piloro. Sabe-se que a ligadura de piloro causa uma hipersecrecéo gastrica, mas
as razbes ainda nao estdo completamente esclarecidas (ANDREO et al., 2006). De
acordo com Brodie (1966), esta cirurgia causa expansao do estdmago, aumentando
a pressao nos receptores sensitivos da mucosa antral que ativam o reflexo vagal,
aumentando a secrec¢ao gastrica.

Segundo Sairam et al. (2002), este tipo de inducdo de ulcera ocorre
devido a autodigestdo da mucosa gastrica e pelo rompimento da barreira de
protecdo da mucosa gastrica. Nesse modelo experimental n&do foi evidenciado
reducdo em nenhum dos parametros mensurados em comparagdo com o veiculo
(Tabela 3), tal fato nos leva a sugerir que o geraniol ndo apresenta atividade
antisecretora. Os resultados de quantificacdo dos niveis séricos de somatostatina e
colecistocinina, dois hormdnios que regulam a secregdo gastrica e que se
mostraram inalterados confirmam essa hipétese.

Outro local em que o geraniol poderia estar atuando para promover a
protecdo da mucosa gastrica seria através do aumento da motilidade gastrintestinal

(Grafico 15), assim, o esvaziamento gastrico aumentado diminuiria a quantidade de
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acido presente no estdbmago e reduziria o efeito agressor do acido (SUZUKI et al.,
2000).

Foi observado que o geraniol diminui a motilidade intestinal,
provavelmente esse mecanismo esteja relacionado com o seu efeito gastroprotetor.
Entretanto, faz-se necessarios mais estudos que indiquem qual via estad envolvida
nessas alteragbes de motilidade.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho comprovam a acéo
gastroprotetora do geraniol que exerce sua acgao através do aumento dos fatores

protetores da mucosa e fortalecimento da defesa antioxidante.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho apontam o geraniol como um
promissor agente de origem natural para a utilizacdo em terapias preventivas de
Ulceras gastricas. Sua acao gastroprotetora se da através do fortalecimento dos

fatores enddgenos e nao em decorréncia da inibicao dos fatores agressores.
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