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Resumo

O objetivo desse trabalho foi verificar se o a-tocoferol, principal substidncia da
vitamina E, e também a com maior poder antioxidante, poderia conferir citoprotecdo ao
estdmago lesado com etsanol absoluto e se sim, por quais vias. No estudo também foi
realizada uma comparagdo entre a acdo de duas formas de a-tocoferol: o d-l-a-tocoferol, a
forma sintética da substancia e o d-a-tocoferol, sua forma natural. Para isso foram realizados
trés experimentos, todos tendo o etanol absoluto como agente lesivo, mas variando a dose e o
periodo em que os animais, ratos Wistar machos, recebiam o a-tocoferol. Nos dois primeiros
experimentos, os animais recebiam as duas formas de a-tocoferol uma hora antes do agente
lesivo e no terceiro experimento, receberam por uma semana. Também foram realizados
testes imunoistoquimicos do ultimo experimento a fim de se verificar possiveis mecanismos
de agdo envolvendo o 6xido nitrico e a ciclooxigenase 2. Foram obtidos resultados de
citoprote¢do satisfatorios quando as duas formas de a-tocoferol foram administradas aos
animais durante uma semana, via oral, sendo efetivos na dose se 100 mg/kg para a forma
sintética e na dose de 150 mg/kg na forma natural. Apesar disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significante do efeito entre as duas formas testadas do a-tocoferol. Os ensaios
imunoistoquimicos mostraram aumento tanto do 6xido nitrico quanto da ciclooxigenase dois
em relagdo ao controle negativo, Tween 80, mas ndo houve correlagdo entre esse aumento € a
diminuicdo da area lesada. Dos resultados obtidos podemos entdo chegar as seguintes
conclusdes: o a-tocoferol confere gastrocitoprotecdo em determinadas doses, mas ndo parece
haver um efeito quanto maior a dose, maior o efeito; essa citoprotecdo nio se da através do
oxido nitrico nem pela ciclooxigenase dois; a forma natural e a forma sintética ndo diferem
em seus efeitos. Tendo em vista essas conclusdes, demais estudos devem ser realizados,
visando a determina¢do de uma dose mais eficaz e também o entendimento do mecanismo de
acdo do a-tocoferol na citoprotecdo géstrica.

Palavras-chaves: o-tocoferol, estdmago, tlcera gastrica, citoproteg¢do, 6xido nitrico,

antioxidante, ciclooxigenase 2, etanol, imunoistoquimica.



Resume

The aim of this study was to verify if a-tocopherol, the main substance of Vitamin E
and also the one with the major antioxidant propriety, could offer citoprotection to a stomach
damaged by alcohol. There are many forms of a-tocopherol, two forms of them were
evaluated; d-l-a-tocopherol, the synthetic form and d-a-tocopherol, the natural form of a-
tocopherol. Three experiments were made, all of them having absolute ethanol as the lesion
agent, but the period and the doses changed in each of them. In the first two experiments, each
group of animals received a different form of a-tocopherol and in the third experiment,
they’ve received a-tocopherol p.o. for the period of seven days before the lesion agent was
administrated. Moreover, immunohistochemistry assays were made from the stomachs
samples of the third experiment to verify possible mechanisms involving nitric oxide and 2-
cyclooxygenase. Satisfactory results of citoprotection have been obtained when the two forms
were administered in the period of one week at doses of 100 mg/kg for synthetic form and 150
mg/kg for natural type. Nevertheless, the two forms didn’t differ statistically in their
effectiveness against ethanol. The immunohistochemistry assays showed an increase of the
levels of NO and COX2 in relation with the negative control, although there was no
correlation between this increase and the gastroprotective effect. In conclusion, a-tocopherol
has gastroprotection effect in some doses, but apparently there is no such a thing like the
better the dose, the better the effect; that citoprotection don’t have a relationship with NO
neither with COX2; the natural and the synthetic form don’t differ in their gastroprotection
effect. More studies must be done looking forward an effective dose and also to understand
the mechanisms underlay the citoprotection of a-tocopherol in the stomach.

Key-Words: o-tocopherol, stomach, gastric ulcer, citoprotection, nitric oxide,

antioxidant, 2-ciclooxigenase, ethanol, immunohistochemistry.
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Introducao

O estomago saudavel

O estdomago ¢ a parte mais dilatada do canal alimentar e esta situado entre o esdéfago e
o intestino delgado. Sua forma e posi¢do se modificam de acordo com mudangas em seu
interior e das visceras que o circundam. Sua capacidade varia de 30 ml ao nascimento,
aumentando para 1000 ml na puberdade e atingindo 1500 ml no adulto (Bannister, 1995).

Ele € composto por 3 areas topograficas (fundo, corpo e antro) e 2 funcionais (oxintica
e pilorica) (Schubert & Peura, 2008). A area das glandulas oxinticas ¢ onde se localizam as
células oxinticas (do grego oxys, acido) ou parietais e cobrem cerca de 80% do 6rgdo (fundo e
corpo). A area pilorica € composta pelas células G ou liberadoras de gastrina e ocupam a area
do antro (Schubert & Peura, 2008).

Quando a mucosa gastrica ¢ normal, 0 muco pode prevenir a digestdo da parede
gastrica, mesmo que a concentracdo de ions hidrogénio € 3-4 milhdes de vezes mais alta que
no sangue. A maioria das ulceragdes € causada por um enfraquecimento da habilidade
protetora da mucosa provocado por aumento dos fatores agressivos. (Qu et al.,2003; Li &
Tang, 2003; Qi et al., 2003; apud Fan et al.,2005).

Habilidade protetora da mucosa é um termo utilizado para descrever diversos fatores e
componentes que permitem que a mucosa continue intacta apesar da frequente exposicdo a
substancias com uma larga faixa de temperatura, pH e osmolaridade, como também a
substancias com agdo citotoxicas e produtos bacterianos capazes de produzir reagdes
inflamatdrias locais ou sistémicas (Wallace & Granger 1996; apud Wallace, 2008). Essa
barreira na mucosa ¢ composta por células epiteliais com jungdes comunicantes € uma
camada de muco (Kwieciedi, 2002). A manutengdo e reparo da mucosa s30 processos
dindmicos associados também a proliferacio e migragdo de células epiteliais e tecido
conjuntivo para manter/reparar a arquitetura da mucosa (Johnson, 1994 apud Ineu,2008).
Outros fatores, tais como a manutencdo da microcirculagdio e a atividade de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx),
protegem contra irritantes endogenos e exdgenos do limen do estomago (Kwiecieil et

al.,2002).



A tlcera gastrica

A complexa e multifatorial patogénese das ulceras pépticas foi estudada durante
décadas, e resulta de um desequilibrio entre os fatores agressivos, como o acido gastrico e a
pepsina, e os da barreira defensiva da mucosa (Malfertheiner et al.,2009).

A epidemiologia descritiva acurada da ulcera gastrica € dificil de ser realizada. A
maioria delas ¢ assintomadtica e o diagnostico se apoia na radiologia ou na endoscopia. A
disponibilidade desses testes varia de acordo com o sistema de saude local e a acessibilidade
desses testes aos pacientes. Assim, ha uma subestimacdo da prevaléncia real da doenca
(Leong, 2009).

Atualmente, apesar da melhoria dos habitos alimentares e do estilo de vida, a ulcera
péptica ainda ¢ uma preocupagdo (El-Moselhy et al., 2009), sendo uma doenga de alta
incidéncia clinica, possuindo um indice de cura de mais de 95%, porém de recidiva com taxas
de 65-80% depois de um ano e de aproximadamente 100% dentro de dois anos. Sendo assim,
o tratamento e prevengdo da ulcera péptica e sua recidiva continuam sendo um problema no
campo médico (Fan et al.,2005).

Aproximadamente 500.000 pessoas desenvolvem ulcera péptica nos Estados Unidos a
cada ano (Ramakrishnan & Salinas, 2007). Por volta de 70% dos pacientes tém entre 25 e 64
anos (Sonnenberg & Everhart, 1996; apud Ramakrishnan & Salinas, 2007). O custo anual
direta e indiretamente com as despesas de saude sdo de aproximadamente 10 bilhdes de
délares (Ramakrishnan & Salinas, 2007).

Ulceras pépticas podem ser inicas ou multiplas (Malfertheiner, 2009). A maioria delas
tem origem na curvatura menor do estdmago, nas regides antral e pré-pilorica e na primeira
por¢do do duodeno. As gastricas geralmente sdo isoladas e tém menos de 2 cm de diametro,
embora algumas vezes atinjam didmetro de 10 cm ou mais, particularmente se estiverem
localizadas na curvatura menor e em geral estdo associadas a gastrite cronica, enquanto as
localizadas na curvatura maior com frequéncia se relacionam com os danos causados por
antiinflamatdrios ndo esterdides (AINES) (Rubin & Farber, 2002).

Ulceras cronicas podem ser assintomaticas (Dew, 1987 apud Malfertheiner, 2009),
mas o sintoma predominante ¢ a dor epigastrica, que pode ser acompanhado por outros
disturbios dispépticos, tais como sensacdo de empachamento, inchago, saciedade precoce e
nausea (Malfertheiner, 2009). A falta de sintomas ¢é vista, em particular, no caso de tulceras
induzidas pelo uso de AINES e nelas, o sangramento de partes superiores do trato

gastrointestinal ou até mesmo a ocorréncia de perfuracdo pode ser a primeira manifestagao



clinica da doenga. A complicacdo mais frequente e severa ¢ justamente o sangramento, que
foi relatado em 50-170 pacientes em 100 000, sendo de maior risco nos pacientes com idade
superior a 60 anos (Malfertheiner, 2009).

Histologicamente, uma ulcera gastrica consiste em duas estruturas principais; uma
margem distinta da ulcera formada por mucosa ndo necrética adjacente - o componente
epitelial, e o tecido de granulacdo na base da ulcera - o componente de tecido conjuntivo
(Tarnawski, 2005). As bordas tendem a ser nitidamente em saca-bocado, com margens
salientes. A base plana ¢ acinzentada e endurecida, podendo exibir sangue coagulado ou um
vaso com erosdo quando a tulcera ¢ ativa (Rubin & Farber, 2002). Algumas vezes a tulcera
penetra as camadas musculares, causando sua interrupc¢do por tecido cicatricial apos a cura.
Os vasos sanguineos nas margens frequentemente estdo trombosados € a mucosa nas margens,
em geral, ¢ hiperplasica e com a cicatrizagdo cresce sobre a area ulcerada como uma camada

unica de epitélio (Rubin & Farber, 2002).

Fatores Protetores vs Fatores Agressores

A contribui¢do de diversas substancias, além das prostaglandinas, para auxiliar na
resisténcia do estdmago perante injurias tem sido estudada. Entre elas estio mediadores
gasosos (0xido nitrico e sulfidio de hidrogénio), neuropeptidios (peptideo relacionado ao gene
da calcitonina - CGRP) (Wallace, 2008), hormonios como melatonina e gastrina, poliaminas,
proteinas do estresse e metaloproteinases de matriz (Musumba, 2009).

As prostaglandinas (PG) medeiam muitos componentes da defesa da mucosa
gastrointestinal, incluindo a secre¢do de muco e bicarbonato, o fluxo sanguineo, a renovagao
de células epiteliais e fungdes imunociticas da mucosa. No estomago saudavel, a maior parte
das PGs produzidas ¢ derivada da ciclooxigenase (COX) 1. Entretanto, a atividade da COX-2
pode ser rapidamente induzida no estdmago em resposta a agressdes subitas, incluindo a
administracdo de aspirina ou um curto periodo de isquemia. Nessas circunstancias, as PGs
derivadas da COX-2 tém importante contribui¢do para a defesa e facilitagdo do reparo de
ulceras pré-existentes no estomago (Wallace, 2008).

A liberagdo local de vasodilatadores como o 6xido nitrico tem papel essencial na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica (Gyires, 2005). O 6xido nitrico (NO) é uma
molécula livremente difundida e exerce seu papel bioldgico no musculo liso vascular por
estimular a guanilil ciclase e a consequente formacdo do monofosfato de guanosina ciclico

(GMP) (Kiss, 2001 apud Gyires, 2005) que leva a vasodilatagdo (Gyires, 2005). A formacgao



de NO a partir da L-arginina ¢ catalisada pela enzima NO sintetase (NOS), que pode ser
dividida em duas classes distintas: a classe constitutiva (cNOS) e a classe induzida (iNOS)
(Gyires, 2005). O ¢6xido nitrico demonstrou participar da regulacdo da microcirculacdo da
mucosa gastrica tanto em situagdes de repouso quanto nas situagdes onde ha estimulo (Gyires,
2005). Além disso, participa também em processos de motilidade gastrica e na secrecdo de
acido e muco (Desai et al.,1992; Brown et al.,1993; Pique et al.,1992) antiulcerogénicos,
como por exemplo a carbenoxolona (Dembinska-Kiec, 1991 apud Gyires, 2005), sucralfato
(Konturek, 1992 apud Gyires, 2005) e antiacidos que contém aluminio (Konturek, 1992 apud
Gyires, 2005).

A peroxidacdo lipidica (LPO), resultado da reacdo de radicais livres e &cidos
poliinsaturados, foi sugerida como um fator agressor para a mucosa gastrica (Guo et al., 2005;
apud Olaleye et al., 2007), dando inicio a uma série de eventos que causam distirbio entre os
fatores agressivos e defensivos da mucosa, levando a consequente ulceragdo gastrica (EI-
Moselhy et al.,2009). Os radicais livres também demonstraram estar associados com lesdes
gastricas induzidas por etanol, choque hemorragico, privagdo alimentar e estresse em animais
experimentais (Hung et al., 2000).

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo atomos ou grupos de
atomos que tém ao menos um elétron desemparelhado, o que os torna altamente reativos,
promovendo uma oxidacdo benéfica que produz energia e elimina invasores bacterianos. Em
excesso, porém, produzem uma oxidagdo prejudicial que pode danificar membranas e
conteudos celulares (Barrett, 2008). Isso ¢ evidenciado pelo aumento do estresse oxidativo
por fatores pro-ulcerativos, como a bactéria H. pylori, o uso de anti-inflamatorios ndo-
estereoidais (AINES), o tabagismo, o estresse psicologico, a utilizagdo de corticosteroides e
também a falta de sono (Olaleye et al.,2007). Como consequéncia de sua extrema reatividade
quimica, os ROS tém potencial para causar diversas mudancas severas a nivel celular que
podem culminar em morte celular. Molecularmente, podem atacar constituintes essenciais da
célula, como proteinas, lipidios e dcidos nucléicos, levando a perda das fungdes bioldgicas e a
formagdo de compostos toxicos (Kaharaman et al., 2003 apud Ineu et al.,2008).

Neutrofilos produzem radicais superoxido (O2e-) que pertecem ao grupo dos ROS.
Esse anion superodxido reage com lipidios de membrana e levam a peroxidagao lipidica, que ¢
metabolizada pelo malonaldéido (MDA). Os organismos tém muito sistemas enzimaticos que
remove os ROS e previnem sua agdo destrutiva. A mais importante dessas enzimas
antioxidativas ¢ a superoxido dismutase (SOD) (Brzozowski, 2001 apud Kwieciedi, 2002).

Essa enzima catalisa a dismutagdo do radical superdxido para uma forma menos lesiva, o



peroxido de hidrogénio (H202) que, posteriormente, ¢ degrado pela catalase ou glutationa
peroxidase (GPx). A catalase é uma enzima que acelera a degradagdo do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Halliwell, 1990 apud Kwieciei, 2002). O segundo caminho
do metabolismo do peroxido de hidrogénio depende da atividade da glutationa peroxidase e
cooperacdo da glutationa redutase. A redugdo do peroxido de hidrogénio em agua pela GPx ¢
acompanhada da conversdo da glutationa de sua forma reduzida (GSH) para sua forma

oxidada (GSSH)(Kwieciefi, 2002). O processo ¢ esquematizado na figura 1.

SOD

CAT N@
E@D+©

Figura 1 - - SOD — Superoxido Dismutase; CAT — Catalase; GP, — Glutationa Peroxidase; GSH — Glutationa;
GSSG — Glutationa Oxidada; NADP - nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; NADPH - nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reduzida (Kwiecieii, 2002).
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O Etanol como Agente Lesivo

A ingestdo de etanol pode ocasionar gastrite aguda com alteracdes endoscopicas
representadas por hiperemia, edema, erosdes, petéquias e exsudatos purulentos, que retornam
ao normal em, aproximadamente, oito dias. O exame histologico mostra, principalmente,
hemorragia supepitelial focal, infiltrado de polimorfonucleares, com perda variavel de epitélio
e infiltragdo da lamina prépria por eosinodfilos (Mincis et al.,1995).

A formacdo de lesdes na mucosa gastrica causadas pelo alcool envolve alguns
mecanismos quem reduzem o fluxo sanguineo gastrico, contribuindo para o desenvolvimento
de hemorragia e necrose. Em adicdo, o etanol também promove a solubilizagdo dos
constituintes do muco, diminui a diferen¢a de potencial na mucosa por provocar aumento no
influxo de Na+ e K+ para o limen e a secrecdo de pepsina, além de aumentar os ions H+ ¢ a

histamina (Meyre-Silva et al.,2009).



Atualmente ha um consenso de que os primeiros efeitos deletérios provocados pelo
etanol na mucosa gastrica sdo conseqiiéncia do aumento da peroxidagdo lipidica e diminuigao
dos niveis de glutationa (GSH) (Rodriguez et al.,2008). Kwieciefi (2002) demonstrou que as
lesdes na mucosa gastrica apos exposicdo a etanol absoluto, levaram ao aumento de
parametros inflamatdrios, como aumento de IL-1B e TNFa, e a geragdo de radicais livres que
resultou em peroxidagdo lipidica, expressa pelo aumento de MDA nos tecidos, além de
diminui¢ao dos niveis celulares de prostaglandinas (Zhao et al.,2009). Esses fendmenos foram
acompanhados pela quebra das propriedades antioxidantes da célula, demonstrados pela
diminui¢do da atividade da SOD na mucosa géstrica. O envolvimento de radicais livres em
lesdes gastricas induzidas pelo etanol foi confirmado em cultura de células de mucosa

(Nordmann et al., 1992 apud Rodriguez et al.,2008).

Tratamentos Disponiveis

O tratamento médico atual da ulcera péptica ¢ geralmente baseado na inibicdo da
secrecdo do 4acido gastrico por antagonistas de receptores H, inibidores de bomba,
antimuscarinicos, assim como uma terapia acido-independente usando sulfacrato entre outros
(Chan & Leung, 2002 apud Meyre-Silva et al.,2009).

Sir James Black, ganhador do prémio Nobel de 1972 pela descoberta dos antagonistas
de receptores 2A de histamina, abriu novos caminhos para o entendimento da secrecio acida e
mudou a pratica da gastroenterologia para sempre. Pela primeira vez, o acido cloridrico podia
ser inibido e as ulceras curadas. (Schubert & Peura, 2008).

Mais recentemente, a identificagdo da bomba de protons (H/K ATPase) da célula
parietal e a infec¢do por Helicobacter pylori como sendo as causas principais das ulceras
gastricas e duodenais, descoberta também ganhadora do Nobel, encabecou uma segunda
revolugdo no entendimento e tratamento de desordens acido pépticas. Nao s as ulceras
pépticas podiam ser curadas mais rapidamente com os PPIs, mas ulceras refratarias também
desapareceram. A erradicacdo da H. pylori com antibidticos também ofereceu, pela primeira
vez, uma cura permanente para a maioria das ulceras (Schubert & Peura ,2008).

Como a prevaléncia de infec¢@o pela bactéria diminui devido a melhoras em medidas
sanitarias e nos esforgos para a erradicacdo do microorganismo, a prevaléncia de tulceras
induzidas por AINES e também as tulceras H. pylori negativas tém aumentado e ganhado uma
grande importancia clinica. Entretanto, a maioria dessas drogas, apesar de drogas seguras e

eficientes como citado anteriormente, t€ém sido reavaliados por causa de seus efeitos adversos,



relacionados com hipergastrinemia, hipersecre¢do de acido por efeito rebote, malabsorgao,
infecgdes, hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia e mudancas hematopoiéticas
e interagdo com outras drogas (Schubert & Peura ,2008, Meyre-Silva et al.,2009).Por isso, ¢

necessario desenvolver agentes contra tilcera mais efeitos e menos toxicos.

Vitamina E

A vitamina E foi descoberta em 1922 nos vegetais de folhas verdes por Herbert Evans
e Katherine Bishop, pesquisadores da Universidade da Califérnia. Em 1924, Sure a nomeou
de Vitamina E pois contribuia pra fertilidade e foi cientificamente chamada de Tocoferol, que
vem da palavra grega tokos, que significa nascimento, phero, transportar, ¢ o sufixo o/ foi
adicionado para indicar as propriedades de alcool que essa molécula tem. Em 1936 foi
descoberto que a vitamina E era abundante no déleo de gérmen de trigo. Em 1938, Fenholz
elucidou sua estrutura quimica e no mesmo ano, Karrer sintetizou o dl-a-tocoferol. O
Conselho Nacional de Pesquisa dos EUA patrocinou estudos sobre a deficiéncia de vitamina
E e, baseado neles, consideraram-na um nutriente lipofilico com fungdes antioxidantes e
essencial, pois o corpo humano ndo € capaz de produzi-lo, tendo que ser obtido através da
dieta. Atualmente, vitamina E ¢ um termo genérico para todos os tocoferdis e seus derivados
tendo a atividade biologica do RRR-a-tocoferol, o estereoisdmero naturalmente presente e
ativo (Sen, et al., 2006).

Oleos vegetais sdo a fonte primaria de vitamina E nas dietas ocidentais e a quantidade
de tocoferdis e tocotriendis varia bastante; o 6leo de milho e o de soja contém grandes
quantidades de de y-tocoferol e na verdade, ha apenas 7% a 15% de a-tocoferol na vitamina E
desses dleos. Em comparagdo, o a-tocoferol é o predominante nos o6leos de oliva, canola e
girassol. Frutas e vegetais sdo fonte de mais de 20% da vitamina E da dieta americana
(Murphy et al.,., 1990 apud Rock et al.,., 1996). Outras fontes incluem os cereais, ovos, nozes
e manteiga de amendoim (Sheppard et al.,1993 apud Rock et al.,1996).

O termo vitamina E ¢ utilizado para uma familia de oito moléculas (tocoferdis e
tocotriendis) com estruturas semelhantes. Os quatro tocoferdis consistem em um anel
cromanol com diferentes padrdes de substituigdo de grupos metil na posicdo 5, 7 e 8.
Tocoferdis tém trés centros quirais nos carbonos 2, 49 e 89 e os isdmeros de ocorréncia

natural possuem a configurag@o R nas trés posi¢cdes (Schneider, 2005).



tocopherols

Ry tocotrienols

Figura 2 - Estrutura Quimica do Tocoferol e Tocotrienol
(Schneider, 2005)

Todas as formas de tocoferol possuem atividade antioxidante, porém o a-tocoferol € a
forma quimica e biologicamente mais ativa. As outras formas de ocorréncia natural da
vitamina E (B-, y-,0- € 0s outros tocotriendis) ndo contribuem tanto com os efeitos da vitamina
E pois, apesar de absorvidos, ndo sdo convertidos em a-tocoferol pelo corpo humano e sio
pouco reconhecidos pela proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP) no figado (Schneider,
2005).

O o-tocoferol € praticamente insolivel em solugdes aquosas, mas livremente soluvel
em 6leos, acetona, etanol, éter e outros solventes organicos (Schneider, 2005), como o Tween
80 (Polysorbate 80), veiculo utilizado em algumas pesquisas envolvendo o a-tocoferol

(Valcheva-Kuzmanova et al.,2007; Ohta et al.,2006; Campos et al.,2005).

Atuac¢io no Organismo

A vitamina E é considerada um importante antioxidante, prevenindo o dano tissular
causado pelos radicais livres, principalmente em lipidios insaturados. A agdo antioxidante é
dita como sendo de um removedor de radicais ativos de oxigénio, como do oxigénio singlete.
Seu segundo modo de agdo ¢ subsidiario ao seu papel como antioxidante nas membranas e € o
de estabilizar a sua estrutura, formando complexos com moléculas desestabilizadoras, entdo
prevenindo a desregulagdo do balango anfipatico dentro da estrutura (Wang & Quinn, 1999).

A reacdo antioxidante do a-tocoferol ndo ocorre diretamente com o oxigénio. A base
do sistema oxidante ndo € a remoc¢do do oxigénio em si, mas a interrupcdo do processo em
cadeia de autoxidag@o que € perpetuado pelo acido graxo. O a-tocoferol reage com os radicais

peroxil dos acidos graxos, o produto primario da lipoperoxida¢do, interrompendo a reagdo em



cadeia (Schneider,2005). O que torna o a-tocoferol o antioxidante lipossolivel mais poderoso
conhecido ¢ o fato de:

= Reage com o radical peroxil extremamente rapido, impedindo-o de entrar em

outras reagdes (Schneider,2005);

= Retira o radical principal do 4acido graxo que esta sendo oxidado e previne que ele

seja oxidado novamente (Schneider,2005);

= Na reagdo antioxidante, o a-tocoferol se torna um radical pouco estdvel. Sob

circunstancias normais, ele s6 reagird com outro radical (um radical tocoferoxil ou
um radical peroxil de um 4cido graxo) para formar uma forma estavel, ndo- radical
(Schneider,2005).

Apesar da sindrome associada com a falta de vitamina E na dieta de animais ser
conhecida ha muitos anos, o modo de acdo e a localizagdo do tocoferol nas varias membranas
celulares ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Essa deficiéncia pode levar a anormalidades
neuromusculares, caracterizadas por ataxia espinocerebelar e miopatias (Brigelius-Flohe &
Traber, 1999). Diversas teorias foram propostas para explicar as manifestagdes fisioldgicas e
bioquimicas da defici€éncia de vitamina E, incluindo um papel na regulagcdo da biossintese do
grupo heme e indiretamente na regulagdo da atividade de proteinas que o contém; acdo como
modulador da resposta imune e na regulacdo genética, como protetor de proteinas que contém
selénio e como participante em cadeias transportadoras de elétrons (Wang & Quinn, 1999).

Além do papel antioxidante conhecido, a literatura descreve outros papéis: o papel da
vitamina E na sinaliza¢do celular, especialmente em relacdo a proteina quinase C ¢ descrita
por Azzi et al., 1998). O a-tocoferol inibe a proliferagdo de musculo liso, diminui a atividade
da proteina quinase C (Boscoboinik ef al.,1991; apud Sen et al.,2006) e da 5-lipoxigenase
(Sen et al.,2006). A suplementacdo com vitamina E também protege contra certo numero de
desordens tais como a aterosclerose, diferentes tipos de tumores e doenca isquémica do

coragdo (Azzi et al.,2002).

Vitamina E e Ulcera Gastrica

Yoshikawa ef al.,(1991) reportaram que, tanto a diminui¢do no nivel da vitamina E na
mucosa gastrica assim como um aumento na peroxidacdo lipidica ocorrem durante o
desenvolvimento de lesdes pelo método de isquemia-reperfusdo em ratos e que a severidade
dessas ulceras induzidas foi maior nos animais com deficiéncia de vitamina E. Naito et

al.,(1999) demonstraram que em ratos com deplecdo de 6xido nitrico, a vitamina E tem
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importante papel protetor contra ulceras induzidas por isquemia-reperfusdo e também
demonstrou que o efeito citoprotetor dela ndo € apenas por suas propriedades antioxidantes,
mas por suas acgdes inibitorias sobre a infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica (Ohta et
al.,2000).

Além de seu reconhecido papel antioxidante, a vitamina E também desempenha papel
de moduladora de enzimas envolvidas em transduc¢ao de sinais, como a 6xido nitrico sintetase
(NOS). Em células microgliais primarias de murinos, o a-, y- € d-tocoferol promoveram a
liberagdo de oxido nitrico (Sacha ef al.,2008). O tocoferol também teve efeito de aumentar a
atividade da NOS em plaquetas e células endoteliais (Heller ef al.,2004 apud Sacha et
al.,2008).

A vitamina E inibe a agregagdo plaquetaria, oxidagdo de LDL, adesdo de mondcitos
nas células endoteliais, expressdao endotelial de moléculas de adesdo e citocinas inflamatdrias
(Diaz et al,1997; Munteanu et al.,2004; Kaul et al.,2001; Wu et al,1999 apud Wu et
al.,2005). Parte desse efeito pode estar envolvido com a modulagdo de prostandides como a
PGE,, e ja se demonstrou alteracdo no metabolismo de 4cido araquiddnico pela vitamina E,
efeito esse dependente do local e do tipo de célula (Wu ez al.,2005).

Muitos estudos relacionaram a vitamina E com a ulcera géstrica e tentaram explicar
seus efeitos, tanto por seu efeito antioxidante quanto por suas outras propriedades. Suzuki et
al.,(1998) compararam o efeito do a-tocoferol com outras substancia com poderosa atividade
antioxidante em modelo de alcool + HCI, obtendo resultados satisfatorios de inibi¢do na
formacdo de lesdo em doses relativamente baixas (8mg/kg e 16 mg/kg). Odabasoglu et
al.,(2008) testaram o a-tocoferol em comparagdo com outros 6leos vegetais frente a desafio
com AINE (indometacina), obtendo resultados significativos, com inibi¢do de 78% da area de
lesdo, na dose de 100 mg/kg. Esses resultados corroboram os estudo de Valcheva-Kuzmanova
et al.,(2007), onde também foi utilizado o modelo de desafio frente a Indometacina. Foram
relatados também em outros estudos aumento de muco e sintese de prostaglandinas (George et
al.,1999) e atividade anti-secretora de acido gastrico (Al-Moutairy & Tariq, 1996 apud Azlina
et al., 2005).

Objetivo

O objetivo desse trabalho € verificar se o a-tocoferol, tanto em sua forma natural (d-a-

tocoferol) quando em sua forma sintética (d-l-a-tocoferol), é capaz de conferir citoprotecdo ao
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estdmago desafiado com etanol absoluto, elucidar o mecanismo de ag¢do por qual ocorre esse

efeito e se as duas formas testadas possuem efeitos diferenciados.

Material e Métodos

Animais

Para os experimentos realizados foram usados ratos Wistar machos (180g a 300g)
provenientes do Biotério Central da UNESP, aclimatados as condi¢cdes do biotério do
Departamento de Morfologia por pelo menos sete dias antes da manipulagdo experimental,
sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12 horas) controlados. Os animais foram
alimentados com ra¢io Labina® destrusada e dgua ad libitum.

Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais submetidos e
aprovados com Protocolo 02/04 IBB/UNESP pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

Substancias
As substancias testadas nos experimentos foram: acetato de tocoferol, forma sintética
(dl-a-tocoferol), 400 Ul/capsula e a-tocoferol, forma natural (d-a-tocoferol), 400Ul/capsula
gelatinosa, provenientes da farmacia de manipulagdo Pharmakos®; acetato de a-tocoferol,
forma sintética (dl-a-tocoferol), 100mg/capsula proveniente da farmécia de manipulagdo
Medicinal® e a-tocoferol, forma sintética (dl-a-tocoferol), 400 Ul/capsula gelatina da Ache®;
acetato de a-tocoferil, forma natural (d-a-tocoferol), 1000UI/capsula gelatinosa, FDC®.
Também foi utilizada Carbenoxolona, Sigma®™ e todas as substincias foram
diluidas em Tween 80 (Polisorbato 80) a 1% (Suzuki et al.,1998), usado também como

controle negativo.

Modelos Experimentais

Inducéo de ulcera por etanol absoluto

O etanol ¢ uma substancia téxica capaz de produzir alteragdes em varios 6rgaos,
inclusive nos do aparelho digestivo. A ingestdo de etanol pode alterar a secrecdo, motilidade e
a permeabilidade gastricas (Mincis et al.,1995), sendo absorvido no estomago e duodeno. A

absorc¢do gastrica de alcool estd relacionada com a atividade da 4lcool desidrogenase (ADH)
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do estdmago, ou seja, quanto maior for a atividade dessa enzima, menor serd a absor¢do de
etanol (Mincis, 1994 apud Mincis ef al.,1995)

O método utilizado baseia-se nas metodologias descritas por Morimoto et
al.,(1991). Apoés 24 horas de jejum, os grupos experimentais foram submetidos aos
respectivos tratamentos 1 hora antes da inducdo de lesdo aguda na mucosa gastrica por etanol
absoluto. Apds 1 hora da administragdo do agente lesivo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical ou cdmara de gas carbOnico, seus estdmagos retirados e abertos ao
longo da grande curvatura, prensados entre duas placas de vidro, escaneados e as lesdes
medidas com auxilio do software AVSoft BioView". Os resultados sdo expressos em area

total de lesdo ulcerativa (mm?).

Citoproteciao Cronica da Vitamina E

Os animais, ratos Wistar machos, foram pesados todos os dias por uma semana antes
do tratamento ter inicio, assim como seu consumo de ragdo, para que se pudesse ter um
controle da normalidade do comportamento dos grupos. Cada grupo, aleatoriamente, recebeu

uma letra (A-E) para identifica-lo.

Média do Peso dos Animais
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—— GrupoA —8—GrupoB —+—GrupoC —<—GrupoD ——GrupoE —e—GrupoF

Figura 3 — O grafico mostra o controle da média de peso dos grupos feito durante a semana que precedeu o
experimento.
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Figura 4 — O grafico mostra o consumo médio de raciio de cada grupo na semana que precedeu o experimento.

No sétimo dia, sempre por volta do mesmo horario (18 horas), os grupos receberam,
aleatoriamente, cada qual um numero (1-6). Cada um deles entdo passou a receber
diariamente, durante seis dias, um tratamento (Tween 80 a 1%, tocoferol na forma sintética
(Medicinal®) nas doses de 100 e 150 mg/kg, tocoferol na forma natural (FDC®) nas doses de
100 e 150 mg/kg e um grupo sham) via oral. Durante os seis dias de tratamento, os animais
continuaram tendo seus pesos € consumo de racdo controlados, para que se pudesse avaliar se
a gavage recebida diariamente ndo os estressava a ponto de interferir no experimento, assim
como verificar se o veiculo ou o tratamento podiam apresentar toxicidade e leva-los a alguma
enfermidade, como demonstrado no controle indicado nas figuras ( 1) e (2).

Finalizada a semana de tratamento, os animais foram colocados em 20 horas de jejum.
De cada grupo foi aleatoriamente retirado um animal que foi sacrificado em cdmara de gas
carbonico, para verificar se os animais ndo haviam adquirido tlceras gastricas devido ao
estresse do tratamento (Hung ef al.,2000). Ao grupo sham, que recebeu apenas a gavage
durante a semana de tratamento, foi administrado o controle positivo, Carbenoxonolona, uma
hora antes de todos os grupos receberem 1 ml cada de etanol absoluto. Uma hora apos o
agente lesivo ter sido administrado, os animais foram sacrificados em cdmara de gas
carbonico, seus estdmagos foram retirados e abertos pela curvatura maior, prensados entre
duas placas de vidro, escaneados para posterior medida das areas tulceras com auxilio do

software AVSoft BioView”™ (resultados expressos em 4rea total de lesdo ulcerativa, mm?),
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Administragdo da Administragao do
Sacrificio dos Droga Controle Agente Lesivo Sacrificio de

Animais Controle (Carbenoxolona) ao (Etanol 100%) a todos os Grupos.
grupo Sham todos os Grupos

e0h elh
Figura 5 — Esquema da Metodologia da Citoprotecdo Cronica da Vitamina E
conservados em Alfac para posterior confecgdo de laminas histoldégicas para analise

imunoistoquimica.

Analises imunoistoquimicas de NO e COX;

As prostaglandinas (PG) medeiam muitos componentes da defesa da mucosa
gastrointestinal, incluindo a secre¢do de muco e bicarbonato, fluxo sanguineo, a renovagao de
células epiteliais e fungdes imunociticas da mucosa. No estdmago saudavel, a maior parte das
PGs produzidas s3o derivadas da COX-1. Entretanto, a atividade da COX, pode ser
rapidamente induzida no estdmago em resposta a agressdes subitas, incluindo a administragdo
de aspirina ou um curto periodo de isquemia. Nessas circunstancias, as PGs derivadas da
COX; tém importante contribuicdo para a defesa e facilitacdo do reparo de tulceras pré-
existentes no estdmago (Wallace, 2008).

O ¢6xido nitrico demonstrou participar da regulacdo da microcirculagdo da mucosa
gastrica tanto em situacdes de repouso quanto nas situagdes onde ha estimulo (Gyires, 2005).
Além disso, participa também em processos de motilidade gastrica e na secre¢do de acido e
muco (Desai et al.,1992; Brown et al.,1993; Pique et al.,1992). Com base nessas informagoes,
a partir dos estomagos dos animais mais representativos dos grupos do experimento de
Citoprotecdo da Vitamina E, foram confeccionadas ldminas para tratamento com anticorpos
anti-NO e anti-COX,, obedecendo os protocolos propostos pela Santa Cruz Biotechnology®,
fornecedora dos anticorpos. O ensaio imunoistoquimico consiste em marcar a molécula de
interesse com seu anticorpo especifico e ampliar seu sinal com anticorpos secundarios para
facilitar sua visualizacdo.

A marcagdo dos pardmetros estudados sera contada através do programa AVSoft

BioView" (resultados expressos em érea total marcada, mm?).
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Analise Estatistica
A analise estatistica usada sera ANOVA seguidas de pds testes como Dunnet
(comparar um controle contra todos os grupos) e Tukey (comparar todos com todos), com p <

0,05. Toda a analise sera feita com o auxilio do programa estatistico Instat 3.0.
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Inducio de ulcera por etanol absoluto (1)

O experimento foi realizado segundo a metologia de Morimoto et al.,1991, e foram

utilizadas as formas natural e sintética adquiridas da farmacia de manipula¢do Pharmakos®,

nas doses de 100, 150 e 200 mg/kg, administrado por gavage.

Area de Les3o (mm?)

Comparacgao entre os Tratamentos = Tween

200 ® Carbeno

= TS 100

160 = TS 150

m TS 200

120 = TN 100

= TN 150

80 = TN 200
40
0

Figura 6 - Comparacio entre as areas das lesdes causadas por etanol absoluto. Tween 80 a 1% (controle
negativo) em comparacio com o controle positivo (Carbenoxonolona 100mg/kg) e as doses testadas dos
tocoferois: P=0.0057, ANOVA (F=3,328), Dunnet (p>2.714). Erro padrio na forma de barras.

Areade Lesdo (mm?)

Tocoferol Sintético vs Tocoferol Natural

240
A
200
160 .
% a
120
a
80 :[
EE 3 z
a
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0 T T
TS100VS TN 100 TS 150VS TN 150 TS 200VS TN 200

Figura 7 - Comparacdo da area das lesdes causadas por etanol absoluto entre os grupos de tocoferdis
testados. ANOVA (F = 5,094), Tukey. P= 0.0012. Letras iguais, ndo houve diferenca significativa, letras diferengas
houve diferenga significativa ( p<0,001 *** p<0,01 ** p<0,05 *). A barra indica o erro padrdo.
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Figura 8 - Fotos representativas das lesdes causadas por etanol absoluto. A- Tween ; B — Carbenoxonolona; C- TS100
(tocoferol sintético 100 mg/kg); D- TS 150 (tocoferol sintético 150 mg/kg); E- TS 200 (tocoferol sintético 200 mg/kg); F
— TN 100 (tocoferol natural 100 mg/kg); G- TN 150 (tocoferol natural 150 mg/kg); H- TN 200 (tocoferol natural 200
mg/kg).

Tendo em vista os resultados obtidos, a realizacdo de outro experimento de etanol
absoluto seguindo a metodologia de Morimoto (1991) foi decidida, testando apenas a forma
sintética do a-tocoferol, nas doses de 150 mg/kg e 200 mg/kg. Essas doses foram escolhidas

pois foram as que demonstraram maior potencial de gastroprotecdo (ver Figura 6).

Inducio de ulcera por etanol absoluto (2)

Baseando-se no mesmo método da indugdo anterior ¢ nas doses escolhidas, foi
realizado o seguinte experimento, s6 que com outras duas marcas de vitamina E na sua forma
sintética, Medicinal® e VitaE, da Ache®, a fim de se verificar a confiabilidade das

substéancias utilizadas.
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Figura 9 - Comparacio entre areas das lesdes causadas por etanol absoluto. Tween 80 (controle negativo) em
comparacio com o controle positivo (Carbenoxonolona) e as doses testadas de dois diferentes tocoferdis sintéticos.
ANOVA (F=3,847), p=0.0072. Dunnet, p>2.644. ** p<0.01, * p<00.5. Erro padrio na forma de barras.
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Figura 10 - Comparaciio das dreas de lesdes causadas por etanol absoluto entre os grupos de tocoferdis testados.
ANOVA (F = 0.3036), Tukey. P=0.8224, considerado nao significativo, ou seja, nio houve diferenca estatistica entre as
doses testadas. A barra mostra o erro padrio.
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Figura 11 - Fotos representativas das lesdes causadas nos estomagos dos diferentes grupos desafiados com etanol
absoluto. A — Carbenoxonolona; B- Tween 80; C- TS1 150; D- TS1 200; E- TS2 150; F- TS2 200.

Nesse experimento, comparando dois tocoferdis sintéticos de marcas distintas,
evidenciou-se (ver figura 10) que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre seus
efeitos, ou seja, ndo houve influéncia da marca em questdo validando assim, a efetividade do
produto. Houve também efeito gastroprotetor na dose de 150 mg/kg da vitamina E sintética da

Medicinal®.

Citoprotecao da Vitamina E

Tendo em mente os resultados anteriores, conhecendo sua metabolizagdo (Kayden &
Traber, 1993; Rigotti, 2007; Schneider, 2005; Galli et al.,2004) e outros métodos relatados na
literatura (Valcheva-Kuzmanov et al.,2007; Azlina et al.,2005; Jaarin et al.,2002; George et
al.,1999; Serafini, 1999; Naito et al,1998, Wiseman et al.,1993, Chan et al.,1980), foi

decidido, portanto, a utilizagdo de um novo protocolo, adaptado da literatura.
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Figura 12 - Comparacio entre areas das lesdes causadas por etanol absoluto. Tween 80 (controle negativo) em
comparacio com o controle positivo (Carbenoxonolona) e as doses testadas de tocoferol natural e sintético. ANOVA
(F=4.117) p=0.0077, Dunnet, p>2.700. ** p<0.01, * p<00.5, A barra mostra o erro padrio.

Comparac¢ao entre Vitamina E Sintética e Natural

240
200
&
€ 160
£
20
§ 120
(©
©
g 80
<L
) i i
0

TS 100 vs TN 100 TS 150 vs TN 150 TS 100 vs TS 150 TN 100 vs TN 150

Figura 13 - Grafico 1 - Comparacio das areas de lesdes causadas por etanol absoluto entre os grupos de tocoferois
testados. ANOVA (F = 1.592), Tukey. P=0.2227, considerado nio significativo, ou seja, nio houve diferenca estatistica
entre as doses testadas. A barra mostra o erro padrio
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| A | B C
E E F
Figura 14 - Fotos representativas das les6es causadas nos estdmagos dos diferentes grupos desafiados com etanol
absoluto. A — Tween 80; B- Carbenoxonolona; C- TS 100; D- TS 150; E- TN 100; F- TN 150.

Nesse modelo, houve efetiva gastroprote¢do em duas doses: a de 100 mg/kg da
vitamina E sintética e da 150 mg/kg da vitamina E natural (ver figura 12), entretanto,
comparando-se os dois tipos testados, ndo houve diferenga estatisticamente significativa (ver

figura 13).

Ensaios imunoistoquimicos

Oxido Nitrico (No)

Como descrito na introdugdo deste trabalho, o 6xido nitrico tem importante papel na
manutengdo do equilibrio da saide do estomago. Alguns estudos, como o de Sasha, 2008 e
Naito, 1999, estudaram a possivel relacdo existente entre a Vitamina E e essa molécula,
obtendo resultados interessantes, como o possivel aumento de NO pela vitamina E. Essas

informag¢des estimularam o estudo dessas relagdes no estbmago também.
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Carbeno

ns

Tabela 1 - Comparacio entre todos os grupos testados. Anova (F=8.347), p <0,001. Tukey, se ¢>4.184 entdo p<0.05. Ns
—néo houve diferenca estatisticamente significantes. *, p<0.05; **, p<00,1; ***, p<0.001.

Os resultados mostrados na tabela demonstram que houve aumento de 6xido nitrico
em alguns grupos testados com o tocoferol (TS150) e que houve diferenga estatisticamente
significante na quantidade de NO marcada entre os proprios grupos testados com tocoferol
(TS100<150; TS150>TN100; TN100<TN150). A partir desses resultados podemos concluir
que a vitamina E possui alguma acdo sobre o sintese/manutengdo do 6xido nitrico, mas essa
acdo varia de acordo com a dose e tipo de tocoferol utilizado.

Apesar desses resultados, o aumento do oxido nitrico ndo parece estar ligado a
capacidade de gerar citoprotec¢do ao estdmago. Comparando os danos das areas lesionadas do
experimento de citoprotecdo cronica da vitamina E com os resultados das areas marcadas com
o anticorpo anti-NO, ndo ha relacdo entre os dois, fato evidenciado pela maior area lesionada

ser a do grupo com maior concentragdo de 6xido nitrico, como demonstrado na figura 15.

Correlacdo entre Lesdaoe NO
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Figura 15 - Correlagdo entre a area lesionada e a drea marcada com o anticorpo anti-COX,.
Evidenciando a auséncia de correlagdo. R= 0,300431. A- Tween; B- Carbeno; C- TS100; D -
TS150; E-TN100; F-TN150
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Ciclooxigenase 2 (COX3)

As prostaglandinas possuem papel de grande importante na citoprotecdo gastrica,
sendo derivadas da enzima ciclooxigenase, como descrito anteriormente. O tipo 2 dessa
enzima ¢ conhecido por ser estimulado em situagdes agressivas e inflamatdrias, aumentado a
sintese das PGs. A vitamina E em outros tecidos parece influenciar a sintese deste
prostandide, como descrito por George (1999), onde houve aumento significativo dessa
sintese. Outros mecanismos podem estar relacionados com o aumento das prostaglandinas
provocado pelo tocoferol, como mecanismos anteriores a COX, na modulacdo do 4cido
araquidonico, matéria prima do processo, como descrito em Wu et al. (1995).

Para a deteccdo da COX; foi utilizado o mesmo método descrito para o 6xido nitrico,

onde a area marcada mostrada a presen¢a da enzima marcada com o anticorpo anti-COXo.

TS100 [ TS150 | TN100 [ TN150

ns ns w* ns
Carbeno
TS100 ns
TS150 ns
TN100 *k
TN150 ns

Tabela 2 - Comparacio entre todos os grupos testados. Anova (F= 14.962), p <0,001. Tukey, se ¢> 4.184 entdao p<0.05.
Ns — nao houve diferenca estatisticamente significantes. *, p<0.05; **, p<00,1; ***, p<0.001.

Os resultados obtidos demonstram um aumento na COX, em relagdo ao Tween,
principalmente no grupo tratado com tocoferol natural na dose de 100mg/kg, apesar do grupo
da carbenoxolonola ndo apresentar nenhuma atividade da COX,. Esse aumento, porém, nio
pareceu exercer citoprotecdo, pois os niveis maiores de COX, ndo se relacionam a menores

areas lesionadas como indicado na figura 16.
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Figura 16 - Correlacio entre a drea lesionada e a 4rea marcada com o anticorpo anti-COX,. Evidenciando
a auséncia de correlacido. R=0,300431. A- Tween; B- Carbeno; C- TS100; D — TS150; E-TN100; F-TN150.

Discussao

A vitamina E, presente em muitos alimentos incluidos na nossa dieta, como folhas
verdes, Oleos vegetais e alguns grdos, ¢ conhecida por ser um dos mais poderosos
antioxidantes (Rigotti, 2007), exercendo sua fun¢do por reagir com os acidos graxos que estao
sendo atacados pelos radicais livres (Schneider,2005). Os trabalhos de Yoshida (2008)
mostram que a falta de vitamina E em ratos leva a uma aceleracdo do processo de
lipoperoxidacdo, demonstrando a importdncia da substdncia em nossos sistemas
antioxidantes. Vitamina E na verdade ¢ um termo usado para definir oito tipos de moléculas,
os tocoferois e os tocotrienois (Schneider, 2005). Dentre elas, esta o a-tocoferol, que além de
estar normalmente em maioria dentre os outros tocoferdis em nossa alimentagdo, possui a¢ao
antioxidante mais eficiente e também ¢ melhor aproveitado por nosso organismo, pois existe
uma proteina responsavel por seu transporte, a a-TTP (Schneider, 2005). Alguns trabalhos
demonstram que a forma natural, RRR-a-tocoferol, ¢ melhor absorvida e apresenta maior
biodisponibilidade (Traber et al., 1990; Acuff et al., 1994 apud Rock, 1996).0 trabalho aqui
apresentado, porém, ndo nos permite concordar com essa afirmagdo para a agcdo da vitamina E
no estomago. Os resultados obtidos nos experimentos nos levam a crer que ndo existe
diferenga na a¢do das duas formas, sendo igualmente aproveitadas pelo corpo e com efeitos
citoprotetores semelhantes.

Além da conhecida ag@o antioxidante, a vitamina E também demonstra estar envolvida

em outros mecanismos, que poderiam exercer acao citoprotetora ao estdbmago perante desafios
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como o do alcool, por exemplo. Algumas dessas agdes estdo descritas na literatura como
aumentar o muco (George et al.,1999) e a secre¢do de bicarbonato. Em outros tecidos, estudos
demonstram que a vitamina E pode interferir na modulacdo de moléculas como as
prostaglandinas (George et al.,1999; Wu et al.,2005) e segundo os estudos de Heller (2004), a
vitamina E causou um aumento no NO endotelial.

Neste estudo, a vitamina E atuou como citoprotetora em duas doses diferentes nos dois
tocoferois testados, quando administrada durante um periodo maior de tempo do que os
primeiros experimentos, onde a vitamina E era administrada apenas uma hora antes da
administra¢do por gavage do etanol, levando a concluir que a substancia precisa ser absorvida
pelo sistema do organismo para entdo exercer sua funcdo citoprotetora. Alguns trabalhos
incluem a vitamina E na propria alimentacdo dos animais por longos periodos, como 28 dias
(Azlina, 2005) ou até mesmo 8 semanas como no estudo de Nafeeza et al. (2002), antes de
desafia-los com o agente lesivo de escolha. O modelo de administragdo de vitamina E diaria
por gavage também ja foi validado, s6 que por um periodo maior do que o usado neste estudo,
de duas semanas (George et al.,1999).

O periodo escolhido para esse estudo foi de uma semana, adaptado do trabalho de
George et al. (1999), porém nossas dados ndo apresentaram a mesma eficiéncia como o os
resultados descrito na literatura, sugerindo que uma semana ainda ¢ um periodo curto para
atingir efeitos satisfatdrios. Nafeeza et al. (2002), sugere que o efeito protetor esta envolvido
com a dose e o tempo em que a vitamina E ¢ administrada, sendo necessarios grandes doses e
longos tratamentos para conferir citoprotecdo, o contrario do que se d& se a vitamina E for
usada no tratamento. Em seus trabalhos, Nafeeza et a/. (2002) mostra que uma dose de 300
mg/mg por um periodo de 8 semana ¢ o necessario para conferir prote¢do, porém, for usada
para o tratamento, a dose diminui pela metade e a administragdo tem duragdo de 3 semanas,
atingindo bons resultados. Apesar desses fatos, Jaarin et al. (2002) conseguiu citoprote¢do no
modelo de lesdo causada por aspirina com uma dose de 30 mg/kg de a-tocoferol, incluso na
dieta dos animais por 4 semanas. Portanto, outro experimento, como citado nos resultados,
com administracdo mais longa (>2 semanas) com outras doses, com um espectro maior (50
mg/kg, 200 mg/kg ... até 400 mg/kg) seria interessante, para que se pudesse checar se existe
uma curva dose-resposta ascendente e se periodos maiores sdo realmente mais efetivos ou a
diferenca entre eles acaba se tornando irrelevante.

Quanto aos mecanismos que levam a protecdo gerada, ndo se mostraram relacionados
com aumento da enzima COX; ou do NO apresentados. O fato da area marcada para COX; no

grupo do controle positivo, carbenoxonolona, ter se apresentado igual a zero pode ter ocorrido
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por um erro de procedimento ou por essa droga oferecer uma camada protetora de muco ao
estdmago, o que levaria a sequer ativar a atividade da enzima. Outros mecanismos precisam
ser estudados, como a influéncia no muco ou na agdo anti-secretoria (Al-Moutairy & Tariq,
1996 apud Azlina et al., 2005) como descrita na literatura, apesar do estudo de Azlina (2005)
ndo ser totalmente de acordo e sugerir que o tocotrienol € mais satisfatorio em relacdo a este
efeito, ja que o estudo de Al-Moutary & Tariq (1996) utilizou uma grande dose de tocoferol
(300mg/kg) para conseguir efeito semelhante ao atingido com 60 mg/kg de tocotrienol do
trabalho de Azlina et al. (2005). Sendo necessario aprofundarmos o estudo das duas
moléculas com delineamentos mais especificos, usando diferentes desafiantes, como AINES e
inibidores de NO, como o NEM. Também seria valido que fossem realizados ensaios
bioquimicos. Porém, esses resultados nos levam a crer que o maior mecanismo de acdo da
vitamina E seja mesmo o de antioxidante, idéia apoiada em varios trabalhos como o de Suzuki

et al. (1998) e Odabasoglu et al. (2008).

Conclusao

Podemos concluir, através dos resultados obtidos e dos dados existentes na literatura
que o a-tocoferol confere gastrocitoprote¢do em determinadas doses, mas ndo parece haver
um efeito quanto maior a dose, maior o efeito. A citoprote¢do nio se da através do d6xido
nitrico nem pela ciclooxigenase dois, apesar de ter se observado um aumento desses
pardmetros. Mais estudos serdo necessarios envolvendo o 6xido nitrico e a ciclooxigenase
dois. E por fim, foi verificado que a forma natural e a forma sintética ndo diferem em seus

efeitos em relacdo a citoproteg¢do gastrica.
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