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PROLOGO

A finalizacdo da presente dissertacao simboliza o aprendizado adquirido
durante o curso de poés-graduacdo em Ciéncias Biolégicas na sub-area de
Farmacologia, que vao além dos resultados aqui apresentados. As atividades
realizadas neste periodo permitiram que fossem acrescentadas a formacao
conhecimentos mais aprofundados principalmente de farmacologia e metodologia
cientifica, mas néo ficando limitados a estes, visto o carater multidisciplinar do
programa de pos-graduacdo e dos estudos em farmacologia. A seguir estdo

apresentadas as atividade realizadas durante o curso:

Trabalhos apresentados em congressos nacionais e internacionais
e Angelis, C.D.; Rocha, L.R.M.; Sousa, D.; Hiruma-Lima, C.A.

Gastroprotective effect of monoterpene Nerol in Rats. 8° Congresso Internacional de

Ciéncias Farmacéuticas — CIFARP realizado em Ribeirdo Preto de 21 a 24 de
agosto de 2011.

e Angelis, C.D., Rocha, L.R.M., Sousa, D.P., Hiruma-Lima, C.A.
Avaliacdo dos mecanismos gastroprotetores e da atividade cicatrizante do

monoterpeno nerol em ratos Wistar. no | Simpodsio de Farmacologia da Unesp
(SIMFAR) realizados em Botucatu-SP nos dias 3 e 4 de junho de 2011

e Silva, L.P.; Angelis, C.D., Rinaldo, D.; Vilegas, W.; Hiruma-Lima, C.A,;
Toma, W. Phytochemical analysis of ethanolic extract from Terminalia catappa L.

leaves and its correlation with gastroprotection. 42° Congresso Brasileiro de

Farmacologia e Terapéutica Experimental realizado em Ribeirdo Preto-SP de 18 a
21 de outubro de 2010.

e Silva, L.P.; Angelis, C.D.; Carvalho, K.I.M.; Bonamin, F.; Rocha, L.M.R.;
Toma, W.; Hiruma-Lima, C.A. Gastroprotective action of fractions obtained from

Terminalia catappa L. (Combretaceae) leaves ethanolic _extract. 8° Congresso

Internacional de Ciéncias Farmacéuticas — CIFARP realizado em Ribeirdo Preto de
21 a 24 de agosto de 2011.
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RESUMO

Este projeto se propds a avaliar a acdo farmacologica do nerol na
prevencdo de Ulcera péptica. Nerol na dose de 60 mg/Kg por via oral exerceu
protecdo contra lesdo gastrica induzida por etanol e por droga anti-inflamatéria ndo
esterdide (DAINE) em ratos, mas ndo protegeu contra Ulcera duodenal induzida por
cisteamina. Experimentos foram realizados para a elucidagcdo dos mecanismos acéo
e verificou-se que a protecdo exercida pelo Nerol ndo é por bloqueio dos radicais
livres, por reducdo da secrecao gastrica ou por aumento de muco, sua agao também
nao ocorre por formagdo de barreira mecanica. Verificou-se, contudo, que houve
reducdo da motilidade gastrointestinal, o que pode ser um indicativo de reducédo do
esvaziamento gastrico, o que contribui para o efeito gastroprotetor. A reducdo da
motilidade gastrointestinal assim como a redugdo do acumulo intestinal exercido
pelo nerol foi revertida pela administracdo de naloxona (antagonista de receptores
opibides), indicando, portanto, o envolvimento destes receptores. Através do
bloqueio de fatores protetores da mucosa gastrica, verificou-se que a gastroprotecao
exercida pelo nerol é independente da via do 6xido nitrico, de prostaglandinas e dos
receptores mu opibides, porém, é dependente de compostos sulfidrilicos. Mostrou-se
através da quantificacdo dos niveis de glutationa (GSH) e da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) que o tratamento com nerol mantém os niveis de compostos
sulfidrilicos ndo-protéicos e reduz a infiltragcdo de neutréfilos na mucosa gastrica em
animais com lesdo gastrica induzida por etanol. A administracdo aguda de nerol
(doses de 60, 300, 600, 1250, 2500 ou 5000 mg/Kg) ndo provocou mortes nem
alteracdes significantes nos parametros comportamentais até a dose de 600 mg/Kg.
Neste trabalho portanto, ficou evidenciado o efeito gastroprotetor do nerol frente a
Ulcera géstrica induzida por etanol e por DAINE, e a dependéncia de compostos
sulfidrilicos. O envolvimento de receptores opidides e a redugdo da motilidade
gastrointestinal na gastroprotecdo necessitam ser investigados de maneira mais
especificas uma vez que o antagonista opidide utilizado é mais seletivo para
receptores mu (J) e ndo foi possivel afirmar com os métodos utilizados em qual

regiao do trato gastrointestinal houve reducéo da motilidade.

Palavras chave: nerol; gastroprotecéo; Ulcera gastrica; droga anti-inflamatéria néao-

esteroide; compostos sulfidrilicos; mieloperoxidase; glutationa.



ABSTRACT

The present project proposed to evaluate the pharmacologic action of nerol in
the prevection of peptic ulcer. It was seen that 60 mg/kg (p.o.) of nerol prevented
gastric lesions induced by ethanol and no steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
in rats, however nerol did not have protected duodenal mucosa against cysteamine.
Assays were performed to elucidation of the mechanisms of action and it was found
that protection exerted by Nerol does not by block of free radicals, nor decrease
gastric acid secretion nor increase mucus, its action is not by create a mechanical
barrier. However It was found that nerol reduced gastrointestinal motility, this might
be an indicative of slower gastric emptying that contribute to the gastric protective
effect. Reduction of gastrointestinal motility, as well as the reduction of intestinal
accumulation exerted by nerol was reverted by naloxone administration (antagonist
of opioid receptors), therefore indicating involvement of the cited receptors. By
blocking protective factors of gastric mucosa, it was verified that nerol's
gastroprotective effect does not involve nitric oxide, prostaglandin nor mu opioid
receptors, but is dependent of sulfhydryl compounds. It was shown by quantifying
glutathione levels (GSH) and myeloperoxidase (MPO) action that treatment with nerol
keeps the levels of non proteic sulfhydryl compounds and decreases the neutrophil
infiltration into the gastric mucosa in animals with ethanol-induced gastric damage.
Acute administration of nerol (60, 300, 600, 1250, 2500 and 5000 mg/Kg) presented
no deaths, neither significant behavior changes to doses of 60, 300 and 600 mg/kg.
In this work, nerol showed a gastroprotective effect against ethanol- and
indomethacin-induced lesions, and the depence of sulfhydryl compounds. The
involvement of opioid receptors and the gastrointestinal motility reduction need to be
investigated more specifically because the opioid antagonist used are more selective
to mu (u) receptors and It can not tell by methods used the region of the
gastrointestinal tract that there was motility reduction.

Key words: nerol, gastroprotection, gastric ulcer, no steroidal anti-inflammatory

drugs, sulfhydryl compounds, myeloperoxidase, glutathione.
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| - INTRODUCAO

O estbmago é continuamente exposto a substancias de diferentes
temperaturas, pH e osmolaridade, além de substancias com acfes detergentes ou
citotéxicas, como exemplo componentes bacterianos capazes de causar reacdo
inflamatoria local e sistémica (Wallace, 2008). Contudo, a mucosa gastrica possui
diversos niveis de defesa que vao desde o limen até as camadas mais profundas
do tecido, que impedem que estes fatores danifiquem a mucosa ao ponto de causar
uma alteracdo de importancia clinica (Wallace, 2008). Por outro lado, quando os
fatores nocivos sobrepdem as defesas da mucosa ou quando os mecanismos de
defesa da mucosa estdo reduzidos, as lesdes se instalam no local (Laine et al.,
2008) e quando a defesa da mucosa € insuficiente para limitar estas lesdes pode
ocorrer uma rapida evolucdo para formacédo de Ulceras (Wallace, 2008), que sdo
lesbes profundas que atingem a camada muscular da mucosa (Szabo e Szelenyi,
1987).

Fatores ligados ao ambiente ou ao hospedeiro contribuem para o
aumento da secrecdo de acido gastrico, pepsina ou enfraquecimento da barreira
mucosa, sendo a formacao de Ulcera péptica (gastricas ou duodenais) associada a
hipersecrecado gastrica, estresse psicolédgico, fumo, consumo de alcool, uso de droga
anti-inflamatéria ndo-esterdide (DAINE), bifosfonatos orais, cloridrato de potassio,
medicamentos imunossupressores, idade e infeccao pela bactéria H.pylori (Yuan et
al., 2006, Malfertheiner et al., 2009).

As Ulceras pépticas tém sido uma grande ameaca para a populacéo
mundial nos ultimos dois séculos causando morbidade e alta taxa mortalidade
(Malfertheiner et al., 2009). Podem apresentar complicacbfes severas como
hemorragias, perfuracéo e raramente causar penetracdo nos 0rgaos retroperitoneais
causando dores severas. (Malfertheiner et al., 2009).

Dados epidemiolégicos mostram que existe uma grande variabilidade da
prevaléncia desta doenca de acordo com a regido geografica (Malfertheiner et al.,
2009). Um estudo realizado na China entre os anos de 2000 e 2005 mostra que
entre os pacientes dispépticos avaliados, 7,47% apresentaram Ulcera duodenal e
7,07% ulcera gastrica (Wu et al., 2008). Nos paises ocidentais, a Ulcera gastrica é
mais comumente associada com a ingestdo de DAINE, embora infec¢éo por H.pylori

possa também estar presente (Yuan et al., 2006). Aproximadamente 1 em 10
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americanos sdo afetados com Ulcera péptica (Yuan et al., 2006). Estima-se que o
financiamento anual com Ulcera péptica nos Estados Unidos, incluindo custos diretos
e indiretos, € de 3,4 bilhdes de dolares (Yuan et al., 2006). Em estudo realizado no
Hospital das Clinicas na cidade de Sao Paulo em 2005, foi diagnosticada a presenca
de Ulcera péptica em 33,4% dos pacientes com dispepsia submetidos a endoscopia,
sendo 26,5% com Ulceras duodenais e 7% com Ulceras gastricas (Marques et al.,
2011). Considerando que as Ulceras pépticas sdo comuns, principalmente entre os
idosos, uma vez que as defesas gastricas estao reduzidas no envelhecimento (Laine
et al.,, 2008), especula-se que seu impacto na salude e na economia continuara
sendo um fator importante no futuro (Yuan et al., 2006).

Segundo Chan e Leung (2002), embora admissbes hospitalares por
Ulcera péptica ndo-complicada comecaram a decair a partir de 1950 nos paises em
desenvolvimento, ha um significante aumento nas admissGes por Ulcera
hemorragicas e perfurantes entre os idosos e este aumento é atribuido ao aumento
do uso de DAINE e a indicacéo terapéutica do uso de baixas doses de aspirina para
prevencdo de infarto do miocardio. Nos Estados Unidos, em torno de 25% das
reagOes adversas aos medicamentos sao devidos a prescricdo de DAINE (Chan e
Leung, 2002). Estima-se que 16500 pacientes que possuem artrite morrem todo ano
por toxicidade gastrointestinal causada dos DAINE (Chan e Leung, 2002).

Entre os farmacos que possuem atividade antitlcera estdo aqueles que
inbbem a secrecdo gastrica como 0s antagonistas de receptores H, e o0s
bloqueadores da enzima H*/K*/ATPase e os que reforcam a barreira mucosa, como
o0 misoprostol, sucralfato e sais de bismuto (Malfertheiner et al., 2009).
A terapia atual para pacientes com Helicobacter pylori consiste na erradicacdo da
bactéria com antibioticoterapia e a introducdo de inibidores da H*/K'/ATPase para
pacientes com Ulceras pépticas (Malfertheiner et al.,, 2009). Os inibidores da
H'/K*/ATPase estdo entre os farmacos mais vendidos no mundo, porém seu uso
continuo pode gerar efeitos adversos relacionados a inibicdo da secre¢édo de acido
gastrico (Katzung, 2010).

O conhecimento dos mecanismos de defesa gastrica tem levado ao
desenvolvimento de medicamentos com atividade antiinflamatéria, porém que
também reduzam os efeitos lesivos causados pelos DAINE, como por exemplo, o
oxido nitrico ou sulfeto de hidrogénio complexados ao DAINE, NO-DAINE e H,S-
DAINE respectivamente (Laine et al., 2008). Edris (2007) destaca o potencial
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terapéutico dos 6leos essenciais e seus componentes na prevengao ou tratamento
de doencas. Os 6leos essenciais possuem diversas atividades farmacoldgicas, entre
elas destaca-se a atividade antibacteriana (Edris, 2007), antitlcera (Hiruma-Lima et
al., 2000a) e anti-inflamatoria (Bighetti et al., 1999, Esteves et al., 2005).

Os dleos essenciais sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas
aromaticas, compostos principalmente por terpenos e terpendides e sua atividade
pode ser atribuida a acdo individual de cada componente, embora possa haver
sinergismo entre os elementos que os compdem. Os terpenos sao formados pela
unido moléculas de isopreno e dependendo do nimero de moléculas combinadas
sdo classificados como monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno, triterpeno ou
tetraterpeno que adquirem diferentes propriedades funcionais (Bakkali et al., 2008).

Os monoterpenos sdo as moléculas mais representativas dentro da
classe constituindo 90% dos 6leos essenciais (Bakkali et al., 2008) e a atividade
gastroprotetora de Oleos essenciais contra Ulcera induzida por etanol e por DAINE
tem sido muitas vezes atribuida a diferentes representantes desta classe que séo
encontradas em maior concentracdo na sua composicdo (Takayama et al., 2011;
Moraes et al., 2009; Rozza et al.,, 2011). Estudo desenvolvido em parceria com
nosso laboratério evidenciou efeito gastroprotetor contra Glcera gastrica induzida por
etanol e por DAINE para um dos monoterpenos mais abundantes na composicao do
Oleo essencial das cascas do fruto de Citrus lemon (Rozza et al., 2011). Contudo,
em estudos prévios em nosso laboratério foi verificado que o monoterpeno que esta
presente em menor quantidade no 6leo essencial do C. lemon, o B-mirceno, também
possui atividade gastroprotetora. A partir destes resultados, temos estudado os
efeitos de outros monoterpenos de estrutura similar ao 3-mirceno, como o Nerol (cis-
2,6-dimetil-2,6-octadien-8-ol), um alcool primario aciclico cuja estrutura quimica esta
representada na figura 1, que é utilizado como compostos de fragrancia em
perfumaria (Lapczynski et al., 2008). Nerol ja foi evidenciado na composicéo do o6leo
essencial de Pelargonium graveolens, utilizado pela comunidade francesa para
tratamento de Ulcera gastrica (Peterson et al., 2006) e no Oleo essencial de
Mangifera indica, espécie que possui atividade anti-inflamatéria e gastroprotetora
nos modelos de Ulcera induzida por etanol e por DAINE (Shah et al., 2010; Lima et
al., 2006). Outros estudos também ja demonstraram atividade gastroprotetora para
outros monoterpenos alcodlicos como o terpinen-4-ol (Matsunaga et al., 2000),

isopulegol (Silva et al., 2009) e o a-terpineol (Souza et al., 2011).
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Bergonzelli et al. (2003) mostram em seus resultados que, apds avaliar a
acao inibitéria de diversos Oleos essenciais, de sete 0leos essenciais que reduziram
a viabilidade de uma cepa de Helicobacter pylori, 0 mais efetivo foi o 6leo essencial
de semente de cenoura, o Unico que foi encontrado nerol em sua composicdo e
apesar de estar presente em pequena quantidade, quando avaliado isoladamente o
nerol apresentou atividade potente contra a mesma cepa. Estudo prévio em nosso
laboratorio verificou que nerol possui atividade antinociceptiva na fase inflamatoria
da dor, sugerindo para o mesmo uma possivel atividade antiinflamatoria (Catarine M.
Nishijima, comunicacao pessoal).

Visto a natureza multifatorial da formacéo de Ulcera péptica, das quais as
principais causadoras da doencga sao o uso de DAINE e a infeccéo por Helicobacter
pylori, substancias que atuem sobre as diversas causas desta doenca auxiliariam na
prevencao da doenca. A literatura descreve diversas vias pelas quais substancias
poderiam atuar como gastroprotetora, por exemplo: através da via do éxido nitrico
(Matsuda et al., 1999), da prostaglandina (Matsuda et al., 1999), dos receptores
opibdides (Gyires, 1990), dentre outros. Tendo em vista que o nerol € classificado
como monoterpeno, classe de substancias para as quais tem sido evidenciado efeito
gastroprotetor e que este monoterpeno esta presente em algumas espécies vegetais
com acgao gastroprotetora, o trabalho desenvolvido se propds a avaliar o potencial
efeito farmacolégico do nerol como gastroprotetor e estudar por quais mecanismos

antitlcera o mesmo atua.

Fig.1 : Estrutura quimica do Nerol (Lapczynski et al., 2008)
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I1-OBJETIVO

1.1 - GERAL

Encontrar uma substancia farmacologicamente ativa e segura com
potencial terapéutico para a prevencao de Ulceras pépticas e oferecer uma opc¢éo de
monoterapia que atue sobre os principais causadores desta doenca na populagéao

mundial simplificando desta forma o tratamento atual.

1.2 - ESPECIFICOS

1) Avaliar a atividade gastroprotetora do monoterpeno nerol em modelos
experimentais agudos de Ulcera gastrica e duodenal induzida por diferentes agentes
em roedores;

2) Estudar os mecanismos envolvidos na agao gastroprotetora do nerol
através da avaliacdo da participacdo de: formacdo de barreira local, atividade
antisecretodria, muco aderido, prostaglandinas, 6xido nitrico, compostos sulfidrilicos,
glutationa, mieloperoxidase, motilidade gastrointestinal e receptores opioides;

3) Avaliar a relagdo entre a dose de nerol que possui atividade
antinociceptiva e a dose de nerol gastroprotetora.

4) Avaliar alteracbes de parametros de toxicolégicos provocados por

doses elevadas de nerol.
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Il - MATERIAIS E METODOS

[11.1 - ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e ratos Wistar
albinos machos provenientes do Biotério Central da UNESP/Botucatu para 0s
ensaios de gastroprotegao e para toxicidade foram utilizados machos e fémeas de
camundongos Swiss. Para o teste de formalina, que avalia analgesia, foram
utilizados camundongos Swiss albinos machos provenientes da empresa Anilab
Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda (Paulinea, SP). Os animais foram
aclimatados as condi¢bes do biotério setorial por pelo menos sete dias antes da
manipulacdo experimental, sob temperatura (23 + 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12
horas controlado e alimentados com ragdo (Nuvital®) e agua ad libitum. Em anexo
segue o certificado de aprovacéo pela Comissao de ética do Instituto de Biociencias
da UNESP - Botucatu sob nimero 354-CEUA.

1.2 — DROGAS UTILIZADAS

O monoterpeno nerol utilizado neste trabalho foi o comercializado pela
empresa Sigma-Aldrich (ref.268909, USA) com grau de pureza de 97%. De acordo
com o protocolo experimental, as drogas utilizadas como controle positivo foram
carbenoxolona (Sigma, USA), cimetidina (Sigma, USA), lanzoprasol (comercializado
pela Farmacia Cruz Vermelha Manipulacfes, Brasil), sulfato de morfina (Cristalia,
Brasil) ou cloridrato de loperamida (Sandoz, Brasil) e para avaliar as vias envolvidas
foram Indometacina (Sigma, USA), L-NAME (Sigma, USA), NEM (Sigma, USA) ou
naloxona (Aldrich, USA). O veiculo utilizado para a diluicdo do nerol foi uma solugéo
na proporcao de 8g Tween® 80 para 100 ml de 4gua deionizada e a mesma solucao
foi utilizada como controle negativo. No teste de formalina, o veiculo utilizado foi
solucéo de Tween® 80 a 0,01%.

1.3 - AVALIACAO FARMACOLOGICA

[1.3.1 - ATIVIDADE GASTROPROTETORA
Os animais foram divididos em grupos que foram tratados com veiculo
(controle negativo), droga com atividade protetora (controle positivo) ou com Nerol.

Nos experimentos de inducdo de lesdo gastrica ou duodenal, apés a morte dos
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animais, estdbmago ou duodeno foram abertos, prensados entre placas de vidro e a
imagem captada por um scanner e, através do software AVSoft Bioview® foi

realizada a medida da area de lesao.

111.3.1.A - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

Ratos Wistar machos (n=5), apds aproximadamente 18 horas de jejum
foram tratados por via oral com veiculo, carbenoxolona (100 mg/Kg) ou Nerol nas
doses de 15, 30 ou 60 mg/Kg. Uma hora apés os pré-tratamentos, foi administrado
em todos os grupos 1 ml de etanol absoluto por via oral. Uma hora apos receberem
0 etanol, os animais foram mortos em camera de CO, e 0s estdmagos abertos para

mensuracao da area de lesao (Robert et al., 1979 com modificacdes).

111.3.1.B - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR DROGA ANTI-INFLAMATORIA
NAO-ESTEROIDE (DAINE)

Ratos Wistar machos (n=5-6), apos aproximadamente 18 horas de jejum
foram tratados por via oral com veiculo, cimetidina (100 mg/Kg) ou Nerol nas doses
de 15, 30, 60 ou 200 mg/Kg.Transcorridos 30 minutos apds os tratamentos orais foi
administrado Indometacina (DAINE) 50mg/Kg por via oral. Apdés 6 horas da
administragdo de Indometacina os animais foram mortos e 0os estdbmagos abertos

para mensuracao da area da lesao (Rainsford, 1987).

[11.3.1.C - TESTE DE FORMALINA

Camundondos Swiss machos (n=6), apos 2 horas de jejum foram tratados
oralmente com veiculo ou nerol na dose de 60 mg/Kg. Apés uma hora foi
administrado nos dois grupos 20 pl de solucéo de formalina 2,5% em tampao fosfato
(PBS), via intraplantar. Logo ap6s a injecdo de formalina, os animais foram
observados individualmente durante 30 minutos em duas etapas: 1) Fase inicial:
inicia-se logo apl6s a administracdo da formalina e desaparece apos
aproximadamente 5 minutos. 2) Fase tardia: 15-30min apo0s administracdo de
formalina. O tempo, em segundos, que o animal lambeu a pata foi registrado e

considerado como indicativo de dor (Hunskaar e Hole, 1987 com modificacdes)
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[11.3.1.D - LESAO DUODENAL INDUZIDA POR CISTEAMINA

Ratos Wistar machos (n=5), apés 2 horas de horas de jejum foram
tratados por via oral com veiculo, lansoprazol (30 mg/Kg) ou Nerol (60 mg/Kg). Apos
30 minutos foi iniciada a inducdo de ulcera duodenal por administracdo oral de
cisteamina em duas doses de 300 mg/Kg com intervalo de 4 horas entre elas.
Transcorridas 22 horas ap0ds o tratamento com nerol e com os controles, 0s animais

foram mortos e o duodeno retirado para mensuracao das lesées (Szabo, 1978).

111.3.1.E - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO
Ratos Wistar machos (n=6-8), apds aproximadamente 18 horas de jejum
foram tratados por via oral com veiculo, lansoprazol (30 mg/Kg) ou (Nerol 60 mg/Kg).
Para o acesso a artéria celiaca foi realizada uma incisdo abdominal sob anestesia
com xilazina (8 mg/Kg, im) e ketamina (8 mg/Kg, im) que foi mantida durante todo o
procedimento. Apdés 30 minutos dos tratamentos, foi realizada a oclusdo da artéria
celiaca por meio de um clamp. O clamp foi retirado ap6s 30 minutos e transcorridos
1 hora de reperfusdo sanguinea os animais foram mortos e os estbmagos abertos

para mensuragao da lesdo. (Ueda et al., 1989).

111.3.2 - CARACTERIZACAO DO MECANISMO GASTROPROTETOR

111.3.2.A - AVALIACAO DA ATIVIDADE SISTEMICA

Camundongos Swiss machos (n=4), apos aproximadamente 18 horas de
jejum, foram tratados por via intraperitoneal com veiculo, carbenoxolona (100
mg/Kg) ou Nerol (60 mg/Kg). Ap6s 30 minutos do pré-tratamento foi administrado
oralmente 0,2ml de uma solucdo de HCI 0,3M e etanol (40 e 60% respectivamente)
e transcorrido um periodo de 1 hora da administracdo de HCl/etanol os animais
foram mortos e 0s estdbmagos retirados para mensuracdo das lesdes (Mizui &

Doteuchi, 1983 com modificagdes).

111.3.2.B - AVALIACAO DE PARAMETROS GASTRICOS APOS LIGADURA DO
PILORO

Ratos Wistar machos (n=5-7), apos aproximadamente 18 horas de jejum
foram anestesiados e submetidos a uma incisdo abdominal para ser realizada a

ligadura do piloro. Os tratamentos com veiculo, cimetidina (100 mg/Kg) ou Nerol (60
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mg/Kg) foram administrados 30 minutos antes (via oral) ou imediatamente apds a
ligadura do piloro (via intraduodenal). Apds 4 horas da ligadura, os animais foram
mortos e o conteudo gastrico coletado. Foi entdo determinado: o conteddo gastrico
em balanca analitica; o pH por meio de fita indicadora e a concentracéo de ions H*
através de titulagdo com NaOH 0,01N utilizando fenolftaleina como indicador (Shay
et al., 1945).

111.3.2.C - DETERMINACAO DE MUCO ADERIDO

Ratos Wistar machos (n=5-6), apés aproximadamente 18 horas de jejum,
foram tratados com veiculo, carbenoxolona (200 mg/kg) ou (Nerol 60 mg/Kg). Apos 1
hora do tratamento fez-se uma incisdo abdominal e foi realizada a ligadura do piloro.
Transcorridas 4hs da ligadura do piloro os animais foram mortos e a regido glandular
dos estdmagos foi colocada em solugdo de Alcian Blue (Alcian blue w/v 0,1%,
sacarose 0,16 mol/l, acetato de sdédio 0,05 mol/l, pH 5,8) por duas horas. Os
estdbmagos foram lavados em solucéo de sacarose 0,25M e mantidos em solucao de
Cloreto de Magnésio 0,5M por 2 horas agitando-os periodicamente. Os estbmagos
foram retirados e pesados e sobre a solucdo foi adicionado éter dietilico na
proporcdo 1:1, apOs agitacdo e centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e a
concentracédo de Alcian Blue mensurada em espectrofotdbmetro por absorbancia em
A=598 nm. A producdo de muco foi expressa pela relacdo entre a quantidade de

alcian blue e a massa da regiao glandular do estémago (Rafatullah et al., 1990).

[11.3.2.D - ENVOLVIMENTO DE PROSTAGLANDINA

Ratos Wistar machos (n=5-7), apos aproximadamente 18 horas de jejum
foram pré-tratados com salina 0,9% ou com inibidor da sintese de prostaglandina
(indometacina 30 mg/Kg) por via sub-cutanea, ap6s 30 minutos os animais foram
tratados por via oral com veiculo, carbenoxolona (100 mg/Kg) ou Nerol (60 mg/Kg).
Apos 1 hora dos tratamentos foi induzida lesdo gastrica com 1 ml de etanol absoluto
por via oral e ap6s 1 hora do etanol os animais foram mortos e retirados 0s

estbmagos para mensuragao das les6es (Matsuda et al., 1999).

111.3.2.E - ENVOLVIMENTO DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO
Ratos Wistar machos (n=5-6), apos aproximadamente 18 horas de jejum

foram pré- tratados com salina 0,9% ou com um inibidor da sintese de 6xido nitrico



24

[L-NAME (w-Nitro-L-arginine methyl éster) 70 mg/Kg] por via intraperitoneal. Apés 30
minutos os animais foram tratados por via oral com veiculo, carbenoxolona 100
mg/Kg) ou nerol (60 mg/Kg). Apdés 1 hora dos tratamentos, foi induzida leséo
géastrica com 1 ml de etanol absoluto por via oral e ap6s 1 hora os animais foram
mortos e retirados os estbmagos para mensuracdo das lesbes (Matsuda et al.,
1999).

11.3.2.F - ENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS SULFIDRILICOS

Ratos Wistar machos (n= 5), ap0s aproximadamente 18 horas de jejum
foram pré-tratados com veiculo ou com um bloqueador de compostos sulfidrilicos
[NEM (N-metilmaleinida) 10 mg/Kg] por via intraperitoneal. Apds 30 minutos o0s
animais foram tratados por via oral com veiculo, carbenoxolona (100 mg/Kg) ou
Nerol (60 mg/Kg). Apds 1 hora dos tratamentos foi induzida leséo gastrica nos ratos
com 1 ml de etanol absoluto por via oral e ap6s 1 hora de terem recebido etanol os
animais foram mortos e retirados os estdbmagos para mensuracdo das lesdes
(Matsuda et al. 1999).

[11.3.2.F.1 - DOSAGEM DE GLUTATIONA

Amostras de tecido gastrico retiradas do experimento que avaliou o
envolvimento dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecao foram homogeneizadas
em acido tricloroacético (TCA) 5% e centrifugadas. O sobrenadante foi incubado a
30 °C com NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e 5,5'ditio-bis (2-
acido nitrobenzéico) (DTNB) preparados em tampao fosfato, apdés 5 minutos foi
adicionado a enzima glutationa redutase e determinada em espectrofotbmetro a

concentragéo por absorbéancia em A=412 nm (Anderson, 1985).

[11.3.2.F.2 - ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Amostras de tecido gastrico retiradas do experimento que avaliou o
envolvimento dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecéo foram homogeneizadas
em tampdo HTAB (Brometo de hexadeciltrimetilamonio) preparado em tampéo
fosfato so6dico 50mM pH 6 e submetidas a um triplo congelamento e
descongelamento (primeiro congelamento ocorreu no dia de processamento das
amostras e descongelado no dia da dosagem das amostras para os dois seguintes

congelamentos que ocorrem apenas pelo tempo suficiente para que ocorresse 0
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congelamento). ApGs o ultimo descongelamento, as amostras foram centrifugadas e
sobre 50 pl do sobrenadante foi adicionado tampédo de reacdo composto por
peréxido de hidrogénio e o-dianisidina preparados em tampéao fosfato. A atividade
da enzima mieloperoxidase foi determinada em espectrofotémetro por absorbancia
em A=450 nm (Krawisz et al., 1984).

111.3.2.G - MOTILIDADE GASTROINTESTINAL

Camundongos Swiss machos (n=5-6), apds aproximadamente 6 horas de
jejum, foram tratados com veiculo, morfina 2,5 mg/Kg por via subcutanea ou Nerol
(60 mg/Kg) via oral, apds 1 hora foi administrado por via oral o carvao ativado (1
g/Kg) e apds 30 minutos os animais foram mortos e feita a relacdo entre a distancia
percorrida pelo carvao ativado e o tamanho total do intestino delgado (Stickney e

Northup, 1959 com modificacdes).

11.3.2.G.1 - DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RICINO

Camundongos Swiss machos (N=7-8), apds aproximadamente 18 horas
de jejum, foram tratados por via oral com veiculo, nerol (60 mg/Kg) ou loperamida (5
mg/Kg). Apds 1 hora foi administrado por via oral 0,2 ml de 6leo de ricino (agente
indutor de diarréia) e cada animal foi colocado em caixas individuais forradas com
papel filtro e observados durante 4 horas. Foram avaliados o tempo inicial de
evacuacao aquosas e a consisténcia das fezes (Awounters et al., 1978 modificado
por Mukherjee et al., 1998).

111.3.2.G.2 - BLOQUEIO DE CANAIS DE CALCIO VOLTAGEM DEPENDENTES
Ratos Wistar machos (n=3) foram mortos, coletada a porcéo epididimal do
ducto deferente e colocada sob tensdo em cuba com solugéo nutritiva isenta de ions
calcio composta de NaCl 138 mM, KCI 5,7 mM, NaH,PO,4 0,36 mM, NaHCO3 15 mM
e dextrose 5,5 mM mantida a 30°C, pH 7,4 e continuamente borbulhada com
95%0,/5%C0,. Foram adicionados a cuba o veiculo onde foi solubilizado o nerol
(solucdo de Tween®) ou nerol de forma que as concentragcdes na cuba foram de 1,
3, 10 ou 30uM. Apods 30 minutos foi adicionado KCI 74,3 mM para despolarizacéo
celular e apdés 1 minuto foi obtida a curva concentracdo-resposta pela adicdo de

CaCl,. As alteragcdes na tensdo do ducto deferente foram registradas usando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krawisz%20JE%22%5BAuthor%5D
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transdutor de forca isométrico conectado a um amplificador e analisados através do
software AcgKnowledge 3.5.7 (Biopac Systems Inc., U.S.A.) (Nojimoto et al., 2009).

111.3.2.G.3 - ACUMULO DE FLUIDO INTESTINAL

Camundongos Swiss machos (n=6-7), apds aproximadamente 6 horas de
jejum, foram pré-tratados com salina ou com naloxona (30 mg/Kg). Apds 15 minutos,
0os animais foram tratados com veiculo por via oral, morfina (10 mg/Kg) por via
subcutéanea ou com nerol (60 mg/Kg) por via oral. Apds 1 hora cada animal recebeu
0,2 ml de dleo de ricino e 30 minutos depois foram mortos. O intestino delgado foi
retirado e coletado o conteudo intestinal para pesagem (Robert et al., 1976).

111.3.2.G.4 — ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA REDUCAO DA
MOTILIDADE GASTROINTESTINAL

Camundongos Swiss machos (n=4-5), apds aproximadamente 6 horas de
jejum, foram pré-tratados com solucdo salina 0,9% ou com um antagonista de
receptores opioides (naloxona 15 mg/Kg) por via intraperitoneal, apés 15 minutos
foram tratados com veiculo, morfina 2,5 mg/Kg por via sub-cutdnea ou Nerol 60
mg/Kg via oral. Decorridos 1 hora do pré-tratamento foi administrado por via oral 1
g/Kg de carvéo ativado e apds 30 minutos os animais foram mortos e feita a relagéo
entre a distancia percorrida pelo carvdo ativado e o tamanho total do intestino

delgado (Baggio et al., 2003, modificado).

.3.2.H - ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA
GASTROPROTECAO

Ratos Wistar machos (n=7-8), apds aproximadamente 18 horas de jejum,
foram pré-tratados com salina 0,9% ou naloxona 1,5 mg/Kg por via intraperitoneal,
apos 30 minutos os animais foram tratados com veiculo por via oral, morfina 0,4
mg/Kg por via intra-peritoneal ou nerol (60 mg/Kg) por via oral. Decorridos 30
minutos do tratamento com morfina e 1 hora do tratamento com veiculo ou nerol,
todos os animais receberam 1 ml de etanol absoluto e apds 1 hora da administracéo
do etanol os animais foram mortos e mensurada a area de lesdo (Bhounsule et al.
1994).
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111.3.2.1 - ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA LESAO
GASTRICA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO

Ratos Wistar machos (n=5), apos aproximadamente 18 horas de jejum,
foram tratados por via oral apenas com o veiculo propilenoglicol 10%(v/v) ou com
sulfato de morfina (2 mg/Kg) diluido em propilenoglicol 10% (v/v). Para o acesso a
artéria celiaca foi realizada uma incisdo abdominal sob anestesia com xilazina (6
mg/Kg, im) e ketamina (6 mg/Kg, im) que foi mantida durante todo o procedimento.
Apos 30 minutos dos tratamentos, foi realizada a ocluséo da artéria celiaca por meio
de um clamp. O clamp foi retirado apdés 30 minutos e transcorridos 1 hora de
reperfusdo sanguinea os animais foram mortos e os estdbmagos abertos para

mensuracao da lesdo. (Ueda et al., 1989).

l11.4 - TOXICIDADE AGUDA E SCREENING HIPOCRATICO

Camundongos Swiss machos e fémeas (n=8-11) em torno de 60 dias,
apos aproximadamente 3 horas de jejum, foram tratados por via oral com veiculo ou
com nerol nas doses de 60, 300, 600, 1250, 2500 ou 5000 mg/Kg e avaliados os
parametros comportamentais durante o periodo de 6 horas. Em cada momentos de
avaliacdo eram analisados 2 animais de cada grupo. A partir do dia seguinte ao
tratamento, os animais foram pesados diariamente durante 14 dias. No 14° dia,
apos a pesagem, os animais foram mortos e figado, rins, coracéo, baco e pulméo
foram pesados e realizados a relacéo entre o peso dos 6rgdos e o peso dos animais
(Malone e Robichaud,1962 e Souza Brito, 1994).

Os parametros comportamentais avaliados foram:

e Aparéncia geral: Observacdo do comportamento geral dos animais, como nivel
de agitacédo, brigas e movimentacao

e Frénito vocal: Emisséao frequente de ruidos, vocalizacdo

e [rritabilidade: Reacédo ao individuo que esta ao lado ou ao manusea-lo

e Resposta ao toque: Capacidade do animal desviar de um objeto (pin¢a)
direcionado ao seu focinho

e Aperto da cauda: Reacdo do animal ao pressionar a ponta da cauda com uma
pinca

e Contorgcédo: Observagédo de movimentos Sinuosos

e Trem posterior: Observacdo do grau de relaxamento das patas posteriores dos
animais

e Endireitamento: Capacidade do animal de reconhecer a alteracdo espacial
causada por movimentos que projetam o animal em diferentes posicionamentos
do corpo
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e Tbénus muscular: Capacidade da pele do animal retornar & condicdo normal apés
ser puxada

e Forca de agarrar: Avaliacdo da forca com que o animal resiste ao ser puxado
contra uma grade

e Ataxia: Capacidade do animal em caminhar em linha reta sobre uma superficie
estreita

e Reflexo auricular: Reacao do animal ao estimular sua orelha com uma pinga

Reflexo corneal: Avaliar a rapidez do fechamento dos olhos ao levar uma pinga

em direcao ao olho do animal

Tremores: Observagéo da presenca de tremores

Straub: Observacao da elevagao da cauda

Hipnose: Observacgéo se os animais dormem agrupados

Anestesia: Rapidez de rejeicdo do animal ao pressionar sua pata com uma pinga

Lacrimacéo: Observacao da presenca de lacrimacéo

Ptose: olhos cerrados

Piloerecdo: Observacéo da elevacao dos pelos

Defecacgéo: Observacéo da quantidade e consisténcia das fezes

Hipotermia: Observacédo de alteracdo na temperatura dos animais ao tocar em

suas patas

e Respiracdo: Observacédo da funcéo respiratoria

o Cianose: Observacao se as patas e cauda dos animais estariam azuladas

111.5 - ANALISE ESTATISTICA

A significAncia estatistica foi determinada por teste t-student quando
havia apenas 2 grupos experimentais. Quando o nimero de grupos experimentais
era maior que 2 foi utilizado andlise de variancia (ANOVA) com teste posterior de
Dunnett ou Tukey para analise paramétrica, ou Kruskal Wallis com teste posterior de
Dunn para analises ndo paramétricas. As analises foram realizadas através do

software Graphpad Prism 5, sendo a significancia minima considerada p<0,05.
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IV - RESULTADOS
IV.1-ATIVIDADE GASTROPROTETORA

IV.1.A - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

Todos os grupos de animais tratados com diferentes doses de Nerol
tiveram reducdo na area de lesdo quando comparados com 0 grupo que recebeu
apenas veiculo ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos. Destaca-se
a média da &rea de lesdo do grupo tratado com nerol a 60mg/Kg onde a média da
area de lesdo foi menor que a média do grupo tratado com o controle positivo

carbenoxolona na dose de 100 mg/Kg, porém ndo ha diferenca estatistica entre
estes dois grupos (fig.2).
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Fig.2: Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos. Valores expressos em média + erro padrdo da
média (n=5). Os nUumeros em porcentagem indicam protecdo em relacdo ao veiculo. Andlise
estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagcao com o veiculo, *p<0,05; **p<0,01;
***pn<0,001 e Tukey para comparacgédo entre os grupos. (ns= diferenga néo significativa)
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IV.1.B - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR DAINE

Dos grupos tratados com Nerol em trés diferentes doses, apenas aquele

tratado com a dose de 60 mg/Kg teve reducédo na area de lesdo comparado com o
grupo tratado com veiculo (fig. 3).
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Fig.3: Ulcera gastrica induzida por DAINE. Valores expressos em média + erro padrédo da média (n=5-
6). Os nUmeros em porcentagem indicam protecdo em relacdo ao veiculo. Andlise estatistica: ANOVA
seguido de Dunnett. **p<0,01; ***p<0,001. (ns= diferenca nao significativa)
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Estudos do grupo tém apontado a dose de 200 mg/Kg de nerol como
detentora de atividade antinociceptiva na fase Il do teste de formalina (47% de
reducdo), para tanto avaliou-se também esta mesma dose do nerol na acao

gastroprotetora e se observou que a mesma apresentou atividade gastroprotetora
contra as lesdes provocadas por DAINE (fig.4).
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Fig.4: Ulcera gastrica induzida por DAINE. Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=5-

6). Niumeros em porcentagem indicam protecdo em relacdo ao veiculo. Andlise estatistica: ANOVA
seguido de Dunnett. ***p<0,001
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IV.1.C - TESTE DE FORMALINA

Porém, diferente da dose de 200 mg/Kg do nerol que possui acao
gastroprotetora e também antinociceptiva, na dose de 60 mg/Kg o nerol ndo reduziu
o tempo de lambida nas fases | e Il do teste de formalina indicando a auséncia de

acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria (fig.5).
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Fig.5: Teste de formalina em camundongos. Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=
6). Os numeros em porcentagem indicam o aumento ou a reducdo do tempo de lambida em relacao
ao grupo tratado com veiculo. Andlise estatistica: teste t-studant. (ns= diferenca néo significativa)
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IV.1.D - LESAO DUODENAL INDUZIDA POR CISTEAMINA
O grupo tratado com nerol 60 mg/Kg (dose selecionada a partir dos
resultados obtidos no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol e por DAINE),
nao reduziu de forma significativa a area de leséo provocada pela administracéo oral

de cisteamina quando comparado com o grupo tratado com veiculo (fig.6).
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Fig.6: Ulcera duodenal induzida por cisteamina. Valores expressos em média + erro padrdo da média

(n=5). Numeros em porcentagem indicam a protecdo em relagdo ao veiculo. Andlise estatistica:
ANOVA seguido do teste de Dunnett. **p<0,01. (ns=diferen¢a ndo significativa)
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IV.1.E - LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO
O grupo tratado com nerol na dose de 60 mg/Kg néo reduziu a area de
lesédo provocada pela isquemia e reperfusdo da artéria celiaca quando comparado

com o grupo tratado com veiculo, mas pelo contrario, aumentou a area de lesao de

maneira significativa (fig.7).
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Fig.7: Ulcera gastrica induzida por Isquemia e reperfusdo. Nimeros em porcentagem indicam
reducdo ou aumento da lesdo em relacdo ao veiculo. Valores expressos em média + erro padrédo da
média (e.p.m) (n=6-8). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett. **p<0,01; ***p<0,001
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IV.2 - CARACTERIZACAO DE MECANISMO GASTROPROTETOR

IV.2.A - AVALIACAO DA ATIVIDADE SISTEMICA

Para avaliar se o efeito do nerol é por uma ac¢éo local como, por exemplo,
formando um revestimento na superficie da mucosa ou por atuacao sistémica, foi
administrado nerol pela via intraperitoneal e se observou que camundongos tratados

com nerol por esta via apresentaram 67% de protecdo em relacdo ao grupo tratado
com veiculo (fig. 8).
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Fig.8: Ulcera gastrica induzida por HCI/Etanol. Valores expressos em média + erro padrdo da média
(e.pm.) (n=4).0s numeros em porcentagem indicam protecdo em relacdo ao veiculo. Andlise
estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p<0,05.



IV.2.B - LIGADURA DO PILORO

Os animais tratados com nerol, administrados tanto por via intraduodenal
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quanto por via oral, ndo apresentaram alteracGes significativas dos parametros

avaliados apresentados na tabela 1, diferentemente da cimetidina que aumentou o

pH e reduziu concentracdo de fons H* nas duas vias de administragdo e também

reduziu o contetdo géstrico do grupo tratado por via oral (tabela 1).

Os resultados apresentados pela tabela 1 demonstram a auséncia de

acao antisecretoria do nerol.

Tabela 1 - Andlise de parametros gastricos 4 horas ap6és ligadura do piloro

Tratamento Grupos n pH conteudo gastrico (Q) [H+]mEqg/g/4hs
Duodenal Veiculo 7 2,0+0,3 2,84 + 0,69 6,06 + 0,67
Cimetidina
100mg/Kg 5 4,6+0,4% 2,31+0,25™ 1,99 + 0,52 **
Nerol
60mg/Kg 7 1,7+02"™ 3,64+0,79 "™ 7,51+0,72"™
Oral Veiculo 7 1,1+0,1 6,60 = 0,58 6,58 £ 0,28
Cimetidina
100mg/Kg 6 3,8 £ 0,4*%** 3,26 + 0,43 *** 2,27 £ 0,37 ***
Nerol
60mg/Kg 6 1,5+02"™ 5,88+0,36 "™ 6,28+0,4"™

Valores expressos como média + e.p.m. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (ns = diferenca néo significativa)
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IV.2.C - MUCO ADERIDO A MUCOSA GASTRICA

O grupo de animais tratado com carbenoxolona apresentou maior
concentracdo de muco aderido quando comparado com o veiculo. Diferentemente, 0
grupo tratado com Nerol ndo apresentou diferenca na concentracdo de muco
quando comparado com o grupo tratado com veiculo (fig.9). Estes resultados
indicam que o nerol ndo atua na alteracdo da camada de muco para exercer sua

acdo gastroprotetora.
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Fig.9:.Quantificacdo de muco aderido. Valores expressos em média + e.p.m (n=5-6). NUmeros em
porcentagem indicam o aumento ou reducdo de muco aderido em relacdo ao veiculo. Analise
estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p<0,01 (ns = diferenca néo significativa)



38

IV.2.D - ENVOLVIMENTO DE PROSTAGLANDINA

Os grupos de animais tratados com nerol ou com carbenoxolona
mantiveram a reducéo na area de lesdo em relacdo ao veiculo quando pré-tratados
com solucéo salina e continuaram apresentando gastroprotecdo quando 0s grupos
foram pré-tratados com Indometacina. O grupo Indometacina/veiculo apresentou
aumento na area de lesdo quando comparado com o grupo salina/veiculo, porém
ndo houve diferenca na éarea de lesdo entre o0s grupos salina/nerol e
Indometacina/nerol e entre 0s grupos salina/carbenoxolona e
indometacina/carbenoxolona demonstrando, portanto, que o efeito do nerol nao

ocorre pela modulacgdo de prostaglandina (fig.10).
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Fig.10: ulcera gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com DAINE. Valores expressos em
média + e.p.m. (n=5-7). Os niumeros em porcentagem indicam a protecéo em rela¢éo ao veiculo com
0 mesmo pré-tratamento. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para analise entre os
grupos com mesmo pré-tratamento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e seguido de Tukey para analise
entre os pré-tratamentos. ### p<0,001. (ns = diferenga nao significativa)



39

IV.2.E - ENVOLVIMENTO DA VIA DO OXIDO NITRICO

Os grupos de animais tratados com nerol ou com carbenoxolona tiveram
a area de leséo reduzida em relacdo ao veiculo quando pré-tratados com solucéo
salina 0,9% e continuaram apresentando suas acdes gastroprotetoras quando os
grupos foram pré-tratados com L-name. O grupo pré-tratado com L-name e tratado
com veiculo (L-name/veiculo), apresentou aumento na area de lesdo quando
comparado com o grupo salina/veiculo, porém ndo houve diferenca na area de leséao
entre 0s grupos salina/nerol e L-name/nerol e entre 0os grupos salina/carbenoxolona
e L-name/carbenoxolona indicando portanto que nerol também n&o utiliza

diretamente o 6xido nitrico para sua a¢éo gastroprotetora (fig.11).
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Fig.11: dlcera gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com L-name. Valores expressos em
média = e.p.m. (n=5-6). Os nUmeros em porcentagem indicam a prote¢do em relacdo ao veiculo com
0 mesmo pré-tratamento. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para andlise entre os
grupos com mesmo pré-tratamento. *p<0,05, ***p<0,001 e seguido de Tukey para andlise entre os
pré-tratamentos. ## p<0,01. (ns= diferenca néo significativa)
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IV.2.F - ENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS SULFIDRILICOS

Os grupos de animais tratados com nerol ou com carbenoxolona tiveram
a area de lesdo reduzida em relacdo ao veiculo quando pré-tratados com solucéo
salina 0,9% porém nao apresentaram reducéo significativa da area de lesdo quando
pré-tratados com NEM. Todos os grupos pré-tratados com NEM tiveram aumento
significativo da area de lesdo quando comparados com 0s grupos pré-tratados com
solucéo salina. Estes resultados indicam que a gastroprotecao exercida pelo nerol &

dependente da integridade dos compostos sulfidrilicos (fig.12).
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Fig.12: Ulcera géstrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com NEM. Valores expressos em
média = e.p.m. (n=5). Os numeros em porcentagem indicam a protecdo em relagdo ao veiculo com o
mesmo pré-tratamento. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para andlise entre os grupos
com mesmo pré-tratamento. ***p<0,001 e seguido de Tukey para analise entre os pré-tratamentos.
#p<0,05; ## p<0,01. (ns= diferenca ndo significativa).
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IV.2.F.1 - DOSAGEM DE GLUTATIONA

Os grupos de animais tratados com nerol ou com carbenoxolona
apresentaram maior concentracdo de glutationa em relacdo ao grupo tratado com
veiculo entre os grupos pré-tratados com solucdo salina 0,9%. Quando 0s grupos
foram pré-tratados com NEM, a diferenca na concentracdo de glutationa entre os
tratamentos ndo foi significativa. Comparando-se o0s pré-tratamentos, todos o0s
grupos pré-tratados com NEM apresentaram reducéo significativa na concentracao
de glutationa em relacdo aos grupos pré-tratados com solucédo salina 0,9% (fig.13).
Estes resultados indicam portanto o papel da glutationa na agéo gastroprotetora do

nerol 60 mg/Kg.
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Fig.13: quantificacédo de glutationa do tecido gastrico de ratos com Ulcera gastrica induzida por etanol
pré-tratados com NEM. Valores expressos em média + e.p.m. (n=5). Os nimeros em porcentagem
indicam o aumento da concentracdo de glutationa em relacdo ao veiculo com o mesmo pré-
tratamento. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para analise entre 0s grupos com mesmo
pré-tratamento. *p<0,05; **p<0,01 e seguido de Tukey para analise entre os pré-tratamentos. ###
p<0,001. (ns= diferenca nao significativa)
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IV.2.F.2 - ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Grupos tratados com nerol ou com carbenoxolona apresentaram menor
concentracdo de mieloperoxidase em relacdo ao grupo tratado com veiculo nos
grupos preé-tratados com solucao salina 0,9%. Quando os grupos foram pré-tratados
com NEM, o grupo tratado com nerol ndo apresentou reducdo significativa na
concentracdo de mieloperoxidase em relacdo ao grupo tratado com o veiculo. Da
mesma forma que o grupo tratado com veiculo, o grupo tratado com nerol
apresentou aumento na concentracdo de mieloperoxidade quando pré-tratado com

NEM comparando-se com 0s grupos pré-tratados com solucéo salina (fig.14).
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Fig.14: Atividade da mieloperoxidase de tecido gastrico de ratos com Ulcera gastrica induzida por
etanol pré-tratados com NEM. Valores expressos em média + e.p.m. (n=5). Os numeros em
porcentagem indicam a redugdo da concentragdo de mieloperoxidase em relagdo ao veiculo com o
mesmo pré-tratamento. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para andlise entre os grupos
com mesmo pré-tratamento. *p<0,05; ***p<0,001 e seguido de Tukey para analise entre o0s pré-
tratamentos. # p<0,05; ## p<0,01. (ns= diferen¢a nédo significativa)
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IV.2.G - MOTILIDADE GASTROINTESTINAL

Animais que foram tratados com nerol apresentaram reducao significativa
na relacdo entre a distancia percorrida pelo carvdo ativado na luz intestinal e o
comprimento total do intestino delgado quando comparados com os animais tratados

com veiculo (fig.15).
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Fig.15: Motilidade gastrointestinal. Valores expressos em média + e.p.m. (n=5-6). Os ndmeros em
porcentagem indicam a reducdo da motilidade gastrointestinal em relacdo ao veiculo. Analise
estatistica: ANOVA seguido de Dunnett *** p<0,001.

IV.2.G.1 - DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RICINO
Camundongos tratados com nerol apresentaram reducdo na quantidade e
no tempo de inicio de evacuacfes aquosa quando comparados com camundongos

tratados com veiculo (tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacdo das evacuacdes de camundongos.

atividade antidiarréica em camundongos com diarréia induzida por éleo de ricino

dose tempo inicial evacuacéo quantidade de evacuacdes
Tratamento (mg/Kg) n aguosa (minutos) normal semi-solida liquida
Veiculo 8 92+11 09+0/4 1,1+0,2 49+0,8
Loperamida 5 7 240 + 0*** 0,1+0,1" | 0,0+0,0+ | 0,0+0,0%*
nerol 60 8 185 + 21*** 1,8+06™| 1,4+06"™ | 1,1+0,4**

Valores expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m). Andlise estatistica: ANOVA seguido de
Dunnett para o tempo de inicio das evacuacdes aquosas e Kruskal-Wallis seguido de Dunn para a
quantidade de evacuacdes. *p<0,05; ***p<0,001. (ns= diferenca néo significativa)



IV.2.G.2 - BLOQUEIO DE CANAIS DE CALCIO

A porcéo epididimal do ducto deferente de ratos, quando incubadas na
presenca de diferentes concentracdes de nerol, ndo apresentaram modificacdes na
tensdo maxima apods a adicado de cloreto de célcio se comparados com os ductos
encubados apenas com veiculo. Também néo foi alterada a quantidade de cloreto
de calcio necessaria para contrair o ducto deferente a 50% de sua tensdo maxima

(EC50) (tabela 2). A figura 16 representa a média da curva concentracao-resposta.

Tabela 2 - Efeito do nerol sobre a tenséo da porcéo epididimal do ducto deferente de

ratos provocada pela adicdo de cloreto de calcio

contracdo do ducto deferente epididimal de ratos Wistar na presenca de concentragdes crescente de

cloreto de célcio

Tratamento tensdo maxima (g) pECCf 50
Veiculo 1,327 + 0,081 2,423 £ 0,097
nerol 1uM 1,214 + 0,143 2,468 £ 0,188
nerol 3uM 1,593 + 0,129 2,165 + 0,124
nerol 10uM 1,560 + 0,178 2,438 £ 0,215
nerol 30uM 1,507 + 0,070 2,525 + 0,093

Valores expressos em média + e.p.m (n=3). Analise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett
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Fig.16: Tensédo da porcao epididimal do ducto deferente induzida pela a adi¢do de cloreto de célcio.
Média da curva concentracao-resposta. Os simbolos representam a média da tensdo e as barras

verticais * erro padrédo da média (e.p.m).
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IV.2.G.3 - ACUMULO FLUIDO INTESTINAL

Grupo tratado com Nerol 60 mg/Kg apresentou reducdo do peso do
conteudo intestinal em relagcdo ao grupo tratado com veiculo, porém quando os
animais foram pré-tratados com naloxona o nerol ndo alterou o conteudo intestinal
em relacdo ao veiculo e aumentou o conteddo intestinal em relacdo ao grupo tratado

com nerol e pré-tratado com salina (fig.17).
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fig.:17. Acimulo de fluido intestinal. Valores expressos em média + epm. (n=6-7). Os ndmeros em
porcentagem indicam a reducdo do acumulo intestinal em relacdo ao veiculo com o mesmo pré-
tratamento. Analise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett para andalise entre 0s grupos com mesmo
pré-tratamento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e seguido de Tukey para andlise entre os pré-
tratamentos. ### p<0,01.
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IV.2.G.4 - ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA MOTILIDADE
GASTROINTESTINAL

A reducdo da motilidade gastrointestinal do grupo tratado com nerol nao
foi verificada quando faz-se a comparacdo entre 0S grupos pré-tratados com
naloxona, além disso, o grupo tratado com nerol e pré-tratado com naloxona
apresentou aumento na motilidade gastrointestinal qguando comparando com o grupo

tratado com nerol que nao recebeu pré-tratamento. (fig.18)
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Fig. 18: Envolvimento de receptores opidides na motilidade gastrointestinal em camundongos Swiss.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=4-5). Numeros percentuais indicam a reducdo da
motilidade gastrointestinal em rela¢éo ao veiculo. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett
entre 0s grupos com mesmo 0 mesmo pré-tratamento *** p<0,001 e seguido de Tukey para anélise
entre os pré-tratamentos. #p<0,05; ###p<0,001.
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IV.2.H - ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA
GASTROPROTECAO

Entre os grupos pré-tratados com salina 0,9%, os animais tratados com
nerol ou com morfina apresentaram reducao significativa na area de lesédo. O pré-
tratamento com naloxona reverteu a protecdo exercida pela morfina porém, néo
alterou a protecdo exercida pelo nerol. Comparando entre 0s grupos pré-tratados
com naloxona, nerol também exerceu gastroprotecdo em relacdo ao grupo tratado
com veiculo (fig.19).
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Fig. 19: Envolvimento de receptores opidides na gastroprotecdo. Valores expressos como média +
e.p.m. (n=7-8). Nimeros percentuais indicam o aumento ou a reducdo na area de lesdo em relagao
aos veiculos. Analise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett entre 0s grupos com mesmo 0 mesmo
pré-tratamento *p<0,05; ***p<0,001 e seguido de Tukey para andlise entre os pré-tratamentos.
#p<0,05. (ns= diferenca néo significativa)
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IV.2.I. ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES OPIOIDES NA LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO

O grupo de animais tratado com sulfato de morfina apresentou aumento
na meédia da area de lesdo gastrica provocada pela isquemia e reperfusdo da artéria
celiaca quando comparado com o grupo tratado apenas com o veiculo utilizado para
diluicho do sulfato de morfina (propilenoglicol 10%), sugerindo desta forma, a
participacdo de receptores opidides no agravamento de lesdes gastricas induzidas

pelo processo de isquemia e reperfusédo da artéria celiaca (fig.20).
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Fig.20: Ulcera gastrica induzida por Isquemia e reperfusdo. Valores expressos em média + erro
padrdo da média (e.p.m) (n=6-8). Analise estatistica: teste t-student. (ns= diferenca nao significativa)
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IV.3 - TOXICIDADE AGUDA E SCREENING HIPOCRATICO
Apenas os grupos de animais tratados com doses muito superiores da
que possui atividade farmacoldgica apresentaram mortes no periodo de 14 dias

apos tratamento com Nerol (tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade 14 dias ap6s o tratamento com diferentes doses de nerol

indice de mortes ap6s o tratamento

Dose nerol Machos Fémeas

( mg/Kg) mortalidade (%) Mortes n mortalidade mortes n
5000 100 10 10 100 10 10

2500 90 9 10 56 5 9

1250 56 5 9 44 4 9

600 0 0 11 0 0 9

300 0 0 10 0 0 11

60 0 0 8 0 0 8

Os camundongos tratados com doses letais de nerol apresentaram
alteracdes na maioria dos parametros avaliados dentro do periodo de 6 horas apés
os tratamentos. Nas doses de 60, 300 e 600 mg/Kg poucos parametros
apresentaram alterados no grupo, porém algumas alteracbes foram observadas
individualmente como: alteracdes na aparéncia geral, frénito vocal, aperto de cauda
e ataxia. Os quadros 1 e 2 apresentam apenas 0s parametros alterados em algum
representante dos  grupos avaliados. Para o0s parametros que nao estao
apresentados na tabela, ndo foi verificada alteracdo em nenhum dos animais

avaliados.
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Quadro 1 - Screening hipocratico avaliados durante o periodo de 6 horas apds o
tratamento com veiculo ou nerol nas doses de 2500, 1250 e 60 mg/Kg.

vefianls nerol nerol nerol
sinais e sintomas 2500 mg/Kg 1250 mg/Kg 60 mg/Kg
Classificagao
. fémeas 0O 4/, 0 0] 0 2| 0 0l 3 3|4 4
aparéncia geral 4
machos 0O Ol 0O 4] 1 1| 3 3| 4 4| 4 4
. fémeas 0O 1/ 0 0] 0O 2, 0 0Ol 3 0Ol 0 O
frénito vocal 0
machos 0O 0| 0O 0] O O/0O0 OLO0 O[O0 O
fémeas 0O 4/, 0 0] 1 4, 0 0| 4 4| 4 4
resposta ao toque 4
machos 0O 0| O 4] 4 3| 3 3| 4 4| 4 4
fémeas 3 4| 3 3|1 3 4|, 2 0| 4 4| 4 4
aperto de cauda 4
machos 4 0| 0 4] 3 2| 0 2|1 4 4, 4 4
) fémeas 2 0/ 0 0] 2 0| 2 0|0 O[O0 O
trem posterior 0
machos 4 4| 4 0] 0 0| O O]l O 0| O O
o fémeas 4 4, 0 0| 4 4| 3 0 4 4| 4 4
endireitamento 4
machos 2 2| 0 41 4 4| 4 41 4 4| 4 4
. fémeas 2 4] 2 3| 2 4| 3 1| 4 4| 4 4
tdbnus muscular 4
machos 2 1| 1 4 4 3| 4 4| 4 4| 4 4
fémeas 4 1, 0 1| 2 4| 3 0| 4 4| 4 4
forca de agarrar 4
machos 2 2| 0 4] 3 4| 4 3| 4 4| 4 4
. fémeas 3 1| 4 4] 3 0| 4 4], 0 1| 0 O
Ataxia 0
machos 4 4| 4 0] 1 2| 0 0] 0O 0] O O
) fémeas 4 0| 0 Ol 0O 4, 0 0| 4 4| 4 4
reflexo auricular 4
machos O Ol O 41 4 0| 0 4|1 4 4| 4 4
fémeas 0O 4/, 0 0] 0O 4|, 1 0| 4 4| 4 4
reflexo corneal 4
machos O 0| 1 4 2 0| 2 3| 4 4| 4 4
. " fémeas 0O 4/, 0 0] O 4|, 0 0O 4 4| 4 4
estimulacdes 4
machos 0O O] O 4 2 1| 2 4| 4 4| 4 4
. fémeas 0O 0/ O O] O Ol 0 OlO OO0 O
Hipnose 0
machos 0O 0/ 0O Of1 1 0 0] O O[O0 O
. fémeas 0O 0/ 0O O] 1 0/, 0 4,0 00 O
Anestesia 0
machos 0O 0/ 0O 0] O O/ 0 OlO O[O0 O
fémeas 1 o1 11 1y 2 0Of 0 O] 0O O
Ptose 0
machos 2 2| 0 0] 1 0|2 00 O[O0 O
. 5 fémeas 2 0/ 0 2/ 1 0|1 0[O0 O[O0 O
Piloerecao 0
machos 0O 11 of 0 2y 0 11 0 0| O 1
» fémeas 4 0 0 0 4 4
Defecacao 4
machos 0 0 1 1 4 4
. fémeas 3 4,1 2| 3 4 2 1| 4 4| 4 4
Respiragéo 4
Machos 1 1| 1 4| 4 3| 4 4|1 4 4| 4 4
. fémeas O 0|0 OO OO0 210 0j0 O
Cianose 0
machos O 0/ 0O OO OO OJO OO0 O

Os valores de expressos representam a classificagcdo do pardmetro para o animal avaliado. Testes
com anotacgao “0” para o veiculo, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4 e os testes com
anotagao “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer diminuigdo, 4 quando
igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
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Quadro 2 - Screening hipocratico avaliados durante o periodo de 6 horas apds o

tratamento com veiculo ou nerol nas doses de 600 e 300 mg/Kg.

veiculo nerol 600 mg/Kg nerol 300 mg/Kg
sinais e
sintomas tempo (min) 30 | 70 | 120 | 240 | 360 | 30 | 70 | 120 | 240 | 360
Classificagao
aparéncia |fémeas 4 4 4|14 4)4 4|1 4|4 4|4 414 4|4 4|4 4|14 4
geral Machos 4 4|14 4|4 4|4 4|4 4|4 414 4|4 4|4 4|14 4
o fémeas 0O 0|0 0|0 O|O O|O O|O O|O O|O 0|0 0|0 O
frénito vocal 0
machos 2 0|0 0|0 O|O O|O O|O O|O O|O 0|0 0|0 O
respostaaofémeas 4 4 414 414 4|13 414 4|14 4|4 4,4 4|4 4|4 4
toque machos 4 4|4 4)4 4|4 4|4 4|4 414 3|4 4|4 4|4 4
aperto de [fémeas 4 4 4|14 4)4 4|4 4|4 4|4 414 4|4 4|4 4|4 4
cauda machos 4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 414 3|4 4|4 4|4 4
forcade |fémeas 4 3 4|4 4|3 3|4 4|4 4|3 3|3 4(3 3|4 4|4 4
agarrar | machos 2 4|3 4|4 4|4 4|4 4|4 4|2 2|4 414 414 4
. fémeas 0 0|0 0|0 O|O O|O O|O O|O O|O 0|0 0|0 O
Ataxia 0
machos 0 0|0 0|1 0|0 O|O O|O O|O O|O 0|0 0|0 O
reflexo | fémeas 4 4 3|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4]4 414 4|4 4
auricular [ machos 3 4|4 4|4 2|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4
reflexo fémeas 4 4 3|4 4|4 4|3 4|4 4|4 414 4|4 4|4 4|4 4
corneal | machos 4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 414 4|4 4|4 4|14 4
: _ |fémeas 0 0|0 0|0 O|O O|O O|O O|O O|O 0|0 O|O0 O
Piloerecao 0
machos 1 0/1 0/{0 0|0 0|0 0|2 0|0 O|0O 0|0 O|0 O
_  |fémeas 1 2 6 5 4 4 2 0 6 3
Defecacéo 4
machos 0 3 2 4 1 1 3 1 3 2
_ _ |fémeas 4 4|4 4|4 4|4 4|5 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4
Respiragéo 4
machos 4 5|4 4|4 A4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4|4 4

Os valores expressos representam a classificagdo do pardmetro para o animal avaliado. Testes com
anotagao “0” para o veiculo, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4 e os testes com
anotagao “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer diminuigdo, 4 quando
igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
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A administragdo de dose Unica de nerol nas doses de 2500, 1250, 600,
300 ou 60 mg/Kg ndo alterou a relacdo entre os pesos dos Orgdos e 0S pesos
corporais dos animais avaliados 14 dias apds a administracdo em camundongos

fémeas (tabela 5) e machos (tabela 6).

Tabela 5 - Avaliacdo da relacdo peso do orgao/peso dos animais 14 dias apds o
tratamento em camundongos fémeas (n=4-11).

toxicidade fémeas — arcoseno da relacdo peso 6rgdos/ peso animais

Veiculo nerol 2,5g/Kg nerol 1,25g/Kg nerol 60mg/Kg
Coracéo 3,82+0,10 3,71+ 0,05 3,48+0,11 3,55+0,10
Figado 13,59 + 0,27 13,94 + 0,20 13,19+ 0,41 13,67 + 0,17
Baco 3,45+0,16 3,54+0,18 3,37+ 0,27 3,13+0,16
Rim 6,43 £ 0,22 6,16 £ 0,23 6,17 £ 0,12 5,83 +0,17
Pulméo 4,04 +0,13 4,36 + 0,05 3,94+0,11 4,19+0,11
toxicidade fémeas - arcoseno relagdo peso 6rgdos/ peso animais
veiculo nerol 300 mg/Kg nerol 600mg/Kg
Coracao 3,86 + 0,10 3,74+ 0,05 3,87+ 0,10
Figado 13,43+ 0,26 13,28 £ 0,30 14,05 £ 0,35
Baco 3,65+0,22 3,51+0,11 3,84+0,12
Rim 6,14 £ 0,10 6,13 £ 0,08 5,97 £ 0,17
Pulméo 452 +0,14 4,35+ 0,10 4,30 + 0,05

Valores expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) do arcoseno da relacdo peso do
Orgéo/peso dos animais. Andlise estatistica: ANOVA com teste posterior de Dunnett

Tabela 6: Avaliacdo da relacdo peso do 6rgao/peso dos animais 14 dias apos o
tratamento em camundongos machos (n=5-11).

toxicidade machos - relagédo peso 6rgdos/ peso animais

veiculo nerol 1,25g9/Kg nerol 60mg/Kg
Coracéo 3,76 £ 0,08 3,93+0,07 3,92+ 0,04
Figado 13,82 + 0,27 14,56 + 0,24 14,21 + 0,28
Baco 3,42+0,14 3,33+0,08 3,56 £ 0,29
Rim 6,72 £ 0,19 7,09 +£0,19 6,61+ 0,19
Pulméo 4,16 + 0,17 4,14+ 0,11 4,29 + 0,35
toxicidade machos - arcoseno relacao peso 6rgaos/ peso animais
veiculo nerol 300 mg/Kg nerol 600mg/Kg
Coracao 4,00 £ 0,12 4,02+0,12 4,13+0,10
Figado 14,35 + 0,27 15,07 £ 0,27 14,48 + 0,35
Baco 3,51+0,12 3,35+0,14 3,27+£0,11
Rim 6,79+£0,11 6,86 £ 0,13 6,86 £ 0,17
Pulméo 4,72 + 0,20 5,00+ 0,13 4,57 £ 0,35

Valores expressos em média + erro padrédo da média do arcoseno da relacéo peso do érgédo/peso dos
animais. Andlise estatistica: ANOVA com teste posterior de Dunnett
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A andlise dos pesos de camundongos fémeas e machos no primeiro,
sétimo e décimo quarto dia apds o tratamento ndo apresentou diferenca entre os

grupos tratados com nerol e o grupo tratado com veiculo (figuras 21 e 22),

Fig.21: Avaliacao do peso de camundongos fémeas durante 14 dias ap6s o tratamento.a) nerol 2500,
1250 e 60 mg/Kg; b)nerol 300 e 600 mg/Kg. Valores expressos em média + erro padrdo da média
(e.p.m). Andlise estatistica: ANOVA seguido de Dunnett

Fig.22: Avaliacdo do peso de camundongos machos durante 14 dias apés o tratamento. a) nerol
2500, 1250 e 60 mg/Kg; b)nerol 300 e 600 mg/Kg. Valores expressos em média = erro padrédo da
média (e.p.m). Andlise estatistica: Anova seguido de Dunnett
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V - DISCUSSAO

Visto que outros monoterpenos em estudo em nosso laboratério
apresentaram atividade gastroprotetora, inclusive um isémero do Nerol, o geraniol,
tomou-se como base a dose destes monoterpenos para avaliar a dose
gastroprotetora efetiva do nerol no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol.

O modelo de Uulcera gastrica induzida por etanol € um modelo
amplamente utilizado para avaliacdo de substancias com potencial atividade
gastroprotetora. Segundo mecanismo proposto por Szabo (1987), o etanol
administrado por via oral penetra rapidamente na mucosa gastrica e danifica a
membrana plasmatica causando morte celular e esfoliacdo do epitélio o que deixa as
estruturas da lamina propria e submucosa (mastocitos, macréfagos, vasos
sanguineos) expostas aos agentes lesivos presentes no limen géstrico, desta forma
0 etanol causa lesdo de forma direta e de forma indireta através da liberacdo de
produtos vasoativos. Nas trés doses avaliadas (15, 30 e 60 mg/Kg), o nerol
apresentou significativa atividade gastroprotetora (fig. 1). Foi também avaliado as
doses de 3,75 e 7 mg/Kg (resultados ndo apresentados) porém as mesmas nao
apresentaram atividade gastroprotetora. Nerol, portanto foi capaz de evitar os efeitos
lesivos do etanol sobre a mucosa gastrica.

A prevaléncia de Ulcera gastrica e duodenal apresenta diferente
distribuicio geografica e apresenta diferentes mecanismos de lesdo. Ulcera
duodenal esta essencialmente relacionada a bactéria H.pylori e € causada
principalmente pelo aumento da acidez e de pepsina e metaplasia gastrica no
duodeno (Yuan et al., 2006). O efeito protetor contra Ulcera duodenal pode ser
avaliado através da inducdo por cisteamina, substancia que pode provocar Ulcera
duodenal perfurante dentro de 24 horas (Szabo, 1987). Embora haja estudo que
demonstra 0 mecanismo citotéxico provocado pela cisteamina per si (Khomenko et
al., 2009), Szabo (1987), cita que o mecanismo de inducdo de Ulcera por cisteamina
esta relacionado basicamente ao aumento da secrecdo acida e a deficiéncia de
neutralizagéo por ions bicarbonato e reducéo do transporte do conteudo neutralizado
do duodeno para as regides distais do intestino. O nerol na dose de 60 mg/Kg nao
foi capaz de proteger a mucosa duodenal contra a lesdo provocada por cisteamina
mostrando que o mecanismo protetor pelo qual atua ndo é capaz de bloquear as

alteracOes provocadas pela cisteamina.
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A partir dos resultados da atividade gastroprotetora no modelo de Ulcera
induzida por etanol, foi estudada a atividade das trés doses do nerol no modelo de
Ulcera gastrica induzida por DAINE. Em contrapartida aos efeitos benéficos anti-
inflamatorios e analgésicos, o uso frequente de DAINE € provavelmente a causa
mais comum de lesdes na mucosa gastrointestinal nos paises ocidentais (Yuan et
al., 2006). Quando examinados endoscopicamente, 15 a 30% dos usuarios de
DAINE possui uma ou mais ulcera (Yuan et al.,, 2006). DAINE pode causar leséao
superficial por acédo topica devido a um acumulo do proprio DAINE por
aprisionamento idnico nas células do epitélio, porém, é por acdo sistémica que estes
agentes causam lesdes mais severas devido principalmente a inibicdo da sintese de
prostaglandina mediada pela enzima cicloxigenase (COX) (Laine et al., 2008). As
prostaglandinas sdo responsaveis pela manutencdo da integridade da mucosa
gastrica e a consequéncia de sua inibicdo resulta em efeitos como a hipermotilidade
gastrica, seguido por distarbios microvascular e ativacdo de neutrdfilos (Laine et al.,
2008). Além da auséncia de prostaglandina, a inibicdo da enzima cicloxigenase
provoca desvio do metabolismo do acido aracddnico para a via da 5-lipoxigenase
levando ao aumento da producé&o de leucotrienos (Laine et al.,, 2008). DAINE
também podem causar leséo por mecanismos relacionados a inibicdo da fosforilagéo
oxidativa na mitocondria, inibicdo de quinases ou ativagao de apoptose (Laine et al.,
2008). Foi verificado que as menores doses de nerol, que no modelo de lesdo
gastrica induzida por etanol exerceram protecdo, nao tiveram o mesmo efeito no
modelo de Ulcera induzida por DAINE. Neste modelo foi evidenciado atividade
gastroprotetora apenas na dose de 60 mg/Kg, porém em menor propor¢ao que no
modelo anterior. Desta forma presume-se que o nerol esteja atuando através de
algum mecanismo que esta sendo inibido em parte por DAINE ou o mecanismo pelo
qual atua tem maior relevancia na Uulcera induzida por etanol do que na Ulcera
induzida por indometacina ou ainda, que necessita de doses maiores para modificar
uma funcéo que esteja envolvida na protecdo contra Ulcera induzida por DAINE.

Visto que o Nerol, no teste de formalina realizado previamente em nosso
laboratodrio, apresentou atividade antinociceptiva relacionada a fase inflamatéria da
dor (Hunskaar e Hole, 1987) na dose de 200 mg/Kg, foi avaliado neste trabalho se a
dose de nerol com propriedade antinociceptiva, a exemplo dos DAINE, também seria
capaz de potencializar a lesdo gastrica induzida por Indometacina. Porém foi

verificado que o nerol manteve a protecdo gastrica mesmo na dose que possui
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atividade antinociceptiva, portanto o nerol apresenta-se como uma droga com acéo
antinociceptiva e também gastroprotetora. Foi avaliado também se na menor dose
gue possui acao gastroprotetora o nerol também apresentaria efeito antinociceptivo
no teste de formalina, como foi verificado na dose de 200 mg/Kg. Contudo, nerol ndo
apresentou atividade antinociceptiva na dose de 60 mg/Kg mostrando que a dose de
nerol com acao gastroprotetora é menor que a dose de nerol para sua acao
antinociceptiva.

Terano et al. (1989) verificou que sequestradores de espécies reativas de
oxigénio e o bloqueio de enzima pré-oxidante reduzem a formagdo de lesédo
provocada por etanol, mostrando que radicais livres derivados de oxigénio podem
estar envolvidos na patogénese da lesdo gastrica induzida por etanol.
Semelhantemente, Yoshikawa et al.(1993) verificaram que a administracdo de
sequestrador de radical hidroxila e enzimas antioxidantes inibiram as alteracdes
patolégicas induzidas por indometacina na mucosa gastrica. Um modelo
experimental que permite avaliar in vivo uma atividade gastroprotetora por
mecanismos antioxidantes é o modelo de inducédo de Ulcera gastrica induzida por
isquemia e reperfusdo (Sasaki e Joh, 2007). A isquemia provoca o acumulo de
hipoxantina e a conversédo de xantina dehidrogenase a xantina oxidase (Ueda et al.,
1989). Com a reperfusédo, xantina oxidase cataliza a reacdo entre hipoxantina e
oxigénio formando O e H,O, (Ueda et al., 1989). Subsequentemente 0% e H,0,
reagem na presenca de metal de transicdo para formar radical hidroxila reativo e
citotéxico (Ueda et al., 1989). Edris (2007), mostra em revisdo que diversos 0Oleos
essenciais possuem atividade antioxidante, podendo ser atribuida a participacédo de
alcodis monoterpenos nesta atividade. Contudo, nossos resultados demonstram que
o tratamento com nerol na dose 60 mg/Kg ndo protegeu a mucosa gastrica contra a
formacdo de lesdo sugerindo desta forma, que o nerol ndo atua por acéo
antioxidante ou por modular as defesas antioxidantes endogenas.

Farmacos como sucralfato, produzem polimeros viscosos que aderem a
mucosa gastrica formando um revestimento sobre a sua superficie (Brunton et al.,
2006). Portanto, para descartar a acdo local do nerol como revestimento e avaliar
sua possivel acao sistémica foi realizado tratamento com nerol por via intraperitoneal
antes da inducéo de lesdo gastrica por HCI/Etanol e foi verificado neste modelo que

o nerol manteve o efeito gastroprotetor, 0 que mostra que 0 mesmo possui acéo
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gastroprotetora sistémica, porém néo exclui também a possibilidade de atuar sobre
mecanismos locais.

O efeito gastroprotetor de diferentes agentes depende da manutencao
dos niveis de prostaglandina (Peskar et al., 2002). Areche et al.(2008) mostrou em
seus estudos que a atividade gastroprotetora do diterpeno ferruginol foi revertida
guando indometacina foi administrada antes do tratamento. Com o0 objetivo de
avaliar se os DAINE reduzem o potencial gastroprotetor do nerol, e se 0 mecanismo
do nerol é dependente da acdo de prostaglandinas, foi administrado previamente
indometacina que bloqueou assim a via da cicloxigenase. Mesmo nestas condigdes,
0 nerol manteve o0 mesmo potencial gastroprotetor que o grupo que foi pré-tratado
apenas com salina, indicando que a protecdo exercida pelo nerol ndo é dependente
da atividade da enzima cicloxigenase.

Acido cloridrico em altas concentracdes € capaz de induzir no estdbmago
severas lesdes hemorragicas (Osada et al., 1990). Hiruma-Lima et al.(2000b),
verificou que o diterpeno cordatina em estudo, além de apresentar protecdo contra
Ulcera gastrica induzida por HCl/etanol e por Indometacina/betanecol também
reduziu a secrecdo acida no modelo de ligadura do piloro inferindo que a atividade
antisecretéria pode ter participacdo na protecdo gastrica. O modelo de ligadura do
piloro permite que a secrecdo gastrica seja acumulada no estdmago, facilitando
desta forma, a analise do conteudo estomacal (Shay, 1945). Contudo foi verificado
neste trabalho que o Nerol ndo alterou a secrecdo de acido cloridrico (volume, pH e
concentracdo de HY), desta forma exclui-se a suposicdo de que o nerol atue por
mecanismos antisecretorios. Os resultados obtidos estdo em conformidade com
Souza et al. (2011) que evidenciou que o monoterpeno alcodlico a-terpineol possui
atividade gastroprotetora, porém néo € dependente de prostaglandina nem de efeito
antisecretorio.

A superficie da mucosa gastrica é coberta por uma camada formada de
gel mucoso, bicarbonato e fosfolipideo constituindo a primeira linha de defesa da
mucosa gastrica (Laine et al., 2008) e a administracdo de etanol é capaz de reduzir
a quantidade de muco gastrico (Twardowschy et al., 2008). O gel mucoso possui em
sua composicdo a glicoproteina mucina que formam polimeros essencias para a
formacao do gel (Laine et al., 2008), através da ligagdo da mucina ao corante Alcian
Blue o0 muco pode ser guantificado (Corne et al., 1974). Takayama et al. (2011)

verificou que o 6leo essencial de Hyptis spicigera, composto principalmente por
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monoterpenos, apresentou atividade gastroprotetora nos modelos de inducdo por
etanol e por indometacina e atribui esta prote¢cdo ao aumento da producdo de muco
verificado por meio da quantificacdo de Alcian Blue. Contudo foi verificado neste
estudo que o nerol ndo foi capaz de aumentar 0 muco gastrico em relacdo ao grupo
tratado com veiculo e, portanto, seu mecanismo de acdo ndo interfere nas vias
envolvidas na manutengdo do muco gastrico.

Um dos principais fatores na protecdo da mucosa gastrica € a
manutencao do fluxo sanguineo (Laine et al.,2008; Kawano e Tsuji, 2000) de forma
que, com uma adequada perfusdo vascular danos no epitélio gastrico geralmente
nao progridem para necrose das camadas mais profundas da mucosa (Wallace,
2008). A presenca de etanol na circulacdo estimula a liberacdo de substancias
vasoconstritoras pela vasculatura gastrica resultando em distarbios na
microcirculacdo e precede a formacdo de Ulcera géastrica (Kawano e Tsuji, 2000).
DAINE também reduzem o fluxo sanguineo na mucosa gastrica o suficiente para
deixa-la mais susceptivel a danos por causados por irritantes presentes no limen
(Wallace, 2008). Em contrapartida, substancias vasodilatadoras liberadas pelo
endotélio como o Oxido nitrico e prostaciclinas protegem a mucosa gastrica contra a
acao lesiva de vasoconstritores (Laine et al., 2008). Embora haja outras substancias
enddgenas, a protecdo gastrica mediada por modulacdo da circulagcdo na mucosa
tem sido atribuida principalmente ao 6xido nitrico (NO) (Laine et al., 2008; Kawano e
Tsuji, 2000). A acdo do oxido nitrico pode ser inibida por inibidores de sua sintese
como o L-NAME (N-nitro-L-arginina metil éster) (Matsuda et al., 1999) e desta forma
avaliar a participacdo dos efeitos mediados pelo éxido nitrico na gastroprotecao.
Para verificar se ha envolvimento da via do 6xido nitrico na gastroprotecédo conferida
pelo nerol, ratos foram pré-tratados com L-NAME antes do tratamento com Nerol e
mesmo assim o nerol continuou exercendo protecdo, ndo apresentando diferenca na
area de leséo entre o grupo tratado com L-NAME e o grupo pré-tratado com salina,
indicando que ndo ha participacdo das acdes do 6xido nitrico na gastroprotecao
exercida pelo nerol e que dessa forma o nerol ndo exerce seu efeito na modulagéo
do fluxo sanguineo. Esses resultados estdo em conformidade com Silva et al. (2009)
gue também verificou que o monoterpeno alcodlico isopulegol exerce gastroprotecao
nao mediada pela via do éxido nitrico.

A mucosa gastrica contém altas concentracdes de glutationa reduzida que

representa o principal componente do conjunto de sulfidrilas nao-protéicos
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enddgenos (Szabo et al., 1981). O principal efeito da citoprotecdo por compostos
sulfidrilicos é a preservagdo da microcirculacdo da mucosa através do sequestro de
radicais livres (Konturek, 1990). Compostos sulfidrilicos ndo protéicos sdo capazes
de ligar-se a radicais livres reativos blogueando seus efeitos lesivos e podem
influenciar as propriedades fisicas do muco, visto que estes sédo unidos por pontes
dissulfeto (Szabo et al., 1981). Allen e Flemstrom (2005) relatam que o gel mucoso é
dissolvido através da reducéo por agentes tiois que destroem a estrutura multimeérica
do componente mucina e a glutationa pode proteger da as pontes dissulfetos da
reducdo (Avila et al., 1996). A administracdo de etanol por via oral reduz as
concentracdes de sulfidrilas ndo-protéicas na mucosa gastrica (Szabo et al., 1981).
Também foi verificado que piroxicam (DAINE) reduz os niveis de compostos
sulfidrilicos ndo protéicos (Avila et al.,, 1996). A administracdo de agentes
bloqueadores de sulfidrilas reduz os niveis de sulfidrilas ndo-protéicos (Szabo et al.,
1981). Portanto, com o objetivo de avaliar o envolvimento de compostos sulfidrilicos
na gastroprotecdo, um procedimento amplamente utilizado é a administracdo de N-
etiimaleimida (NEM), um bloqueador dos compostos sulfidrilicos, antes do
tratamento com a substancia gastroprotetora (Matsuda et al., 1999). Desta forma foi
avaliada a participacdo de compostos sulfidrilicos no efeito gastroprotetor exercido
pelo nerol. Foi verificado que na presenca do bloqueador dos compostos sulfidrilicos
o nerol perdeu seu efeito gastroprotetor, indicando que o efeito gastroprotetor do
nerol € dependente da integridade de compostos sulfidrilicos endégenos.

Como descrito por Anderson (1985), os niveis de glutationa em amostras
biol6gicas podem ser medidos da seguinte forma: primeiramente mantém-se toda a
glutationa presente na amostra na forma oxidada, em seguida pela adicdo da
enzima glutationa redutase, toda glutationa presente no tecido é novamente
reduzida permitindo assim que os niveis de glutationa total sejam medidos pela
reacdo da glutationa reduzida com DTNB adicionado a amostra. Grupos tratados
com nerol apresentaram niveis de glutationa maiores que o0 grupo tratado com
veiculo mostrando que o nerol evitou a deplecdo de grupamentos sulfidrilicos
causado pelo etanol. Quando os grupos foram pré-tratados com depletores de
compostos sulfidrilicos, houve significativa reducéo de glutationa em todos os grupos
e o nerol ndo foi capaz de manter os niveis de glutationa. Silva et al.(2009) também
verificaram que os niveis de glutationa no grupo tratado com o0 monoterpeno

alcoolico isopulegol estavam elevados em relacdo ao grupo tratado apenas com
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salina. Porém o0s autores ndo conseguiram caracterizar se 0 tratamento com
isopulegol foi capaz de elevar os niveis de glutationa ou se 0 monoterpeno somente
evitou a deplecdo dos niveis basais deste. Contudo, no presente trabalho o
tratamento com nerol foi capaz de elevar os niveis de glutationa em relacdo ao
grupo controle negativo. Este efeito de aumento dos niveis de glutationa nao
representa necessariamente que houve uma maior produ¢cdo do mesmo. Mas que o
nerol foi capaz de evitar sua deplecdo. Este argumento da manutencdo dos niveis
de glutationa pode ser fundamentado nos resultados obtidos no modelo de isquemia
e reperfusdo no qual o nerol ndo foi capaz de proteger a mucosa gastrica das
espécies reativas de oxigénio produzido pelo procedimento. Compostos
antioxidantes, como a glutationa exercem acéo protetora no modelo de isquemia e
reperfusédo (Sasaki e Joh, 2007).

A formacdo de lesdes hemorragicas provocadas por DAINE estédo
diretamente relacionadas a aderéncia de neutrofilos no endotélio provocado pela
supressdo de prostaglandinas (Wallace, 2008). O recrutamento de neutrofilos tem
sido medido pela mensuracédo da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)
(La Casa et al., 2000). Estudos tem demonstrado aumento da atividade da enzima
mieloperoxidase nas lesdes induzidas por etanol (Rocha et al., 2011; Li et al., 2011)
e por indometacina (Akar et al., 1999) e substancias com efeito gastroprotetor nestes
modelos foram capazes de reduzir a atividade da mieloperoxidase. Animais tratados
com nerol apresentaram valores reduzidos da atividade da mieloperoxidade
indicando que houve reducéo de recrutamento de células inflamatérias, contudo na
presenca de NEM, houve aumento da atividade da MPO, mostrando assim por
parametros bioquimicos, que na presenca do nerol houve reducdo de lesdo e
guando a atividade gastroprotetora do nerol foi inibida por NEM houve aumento de
leséo.

Mersereau et al.(1988) propdem que a formacao de ulcera por DAINE é
consequéncia da atividade peristaltica vista neste modelo. Okada et al.(1989)
concluiram que na leséo gastrica induzida por indometacina, apenas o aumento na
motilidade géastrica é suficiente para causar a lesé@o e a deficiéncia de prostaglandina
€ necessaria para tornar a lesdo hemorragica. Verificou ainda pelos mesmos
autores que indometacina aumentou a motilidade gastrica acentuadamente e que
aumento da secrecdo acida e do fluxo sanguineo ocorreu apenas tardiamente.

Takeuchi et al.(1988) sugerem que a protecdo conferida por catecolaminas contra
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lesdo gastrica causada por etanol acidificado, seja devido a uma inibicdo da
atividade motora gastrica visto que apresentaram protecdo gastrica ha mesma dose
que reduziram a atividade gastrica motora. Ko et al.(1995) também mostraram que
aumento do volume gastrico basal, reducdo da area ocupada pelas dobras da
mucosa ou reducdo do esvaziamento gastrico s&o mecanismos protetores contra
lesédo gerada por etanol 100%. Desta forma, a reducdo da atividade gastrica motora
pode ser um mecanismo gastroprotetor contra lesdo provocada por DAINE e por
etanol. Através do experimento de ligadura do piloro ficou evidenciado que o nerol
ndo aumenta o volume gastrico. A exposi¢cdo prévia da mucosa gastrica de ratos ao
etanol 20%, um irritante suave, exerce gastroprotecao contra as lesbes provocadas
por etanol 100% (Ko et al., 1995). O etanol a 20% provoca uma resposta adaptativa
gue reduz o esvaziamento gastrico (Ko et al., 1995). O autor sugere que a reducao
do esvaziamento géstrico dilui o agente lesivo (etanol 100%) e desta forma contribui
para o efeito gastroprotetor (Ko et al., 1995). A atividade do nerol sobre o transito
gastrointestinal foi avaliado através da distancia percorrida do carvao ativado no
intestino delgado em camundongos. Nerol reduziu a relacdo entre a distancia
percorrida pelo carvdo e o comprimento total do intestino delgado, mostrando que o
nerol € capaz de reduzir o transito gastrointestinal. Segundo Chen et al.(1995), esta
técnica ndo discrimina se ocorre reducao na motilidade géastrica ou intestinal, mas
caracteriza uma acdao redutora no transito gastrointestinal. Neste trabalho, portanto
nao é possivel afirmar se o nerol reduz o transito gastrico e/ou intestinal, mas foi
possivel avaliar uma reducado deste transito.

Estudos complementares foram realizados com nerol para avaliar se a
reducdo da motilidade gastrointestinal iria refletir em uma atividade antidiarréica.
Neste trabalho verificou-se que o tratamento com nerol foi capaz de reduzir
significativamente a quantidade e a laténcia para a producao de fezes aquosas.

A motilidade gastrintestinal é dependente da atividade eletrofisiologica
das células musculares lisas, impulso neural do sistema nervoso intrinseco e
autondmico, interac6es hormonais e contracdo coordenada do musculo liso (Kurz e
Sessler, 2003). Para avaliar se o nerol inibe a contracdo do mduasculo liso
inespecificamente (Chen et al., 2009) por bloqueio de canais de calcio, ducto
deferente de ratos foram despolarizados com KCI permitindo que os canais de célcio
voltagem dependentes fossem abertos. Em seguida foi avaliada a contracéo

induzida pela adi¢éo de calcio e verificou-se que o nerol ndo modificou o padréo de
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contragdo obtido com o veiculo. Conclui-se com isso que o nerol ndo reduz a
motilidade gastrointestinal por bloqueio de canais de calcio. O controle da
excitabilidade do musculo liso do trato gastrointestinal pode ser modulado por
neurotransmissores, hormonios ou agentes farmacolégicos como os opidides, que a
semelhanca do nerol, sdo substancias que além de afetar as fun¢cées motoras do
trato gastrointestinal (Kurz e Sessler, 2003), também apresenta atividade
antinociceptiva na dor inflamatéria (Hunskaar e Hole, 1985) e atividade
gastroprotetora (Gyires, 1990). Os opidides no trato gastrointestinal provocam
reducdo da propulsdo intestinal, reduzem a motilidade gastrica e aumenta a
absorcao de fluidos e eletrdlitos (Beard et al., 2011).

Nerol reduziu o acumulo intestinal induzido pela administracdo oral de
oleo de ricino e este efeito foi revertido por naloxona indicando a participacdo dos
receptores opidides na reducdo de acumulo intestinal induzida pelo nerol e
sugerindo que também h& participacdo de receptores opidides na reducdo do
transito gastrointestinal induzida pelo nerol. Visto que entre os grupos pré-tratados
com naloxona, o nerol ndo reduziu a motilidade gastrointestinal quando comparado
com o grupo controle e que, o grupo tratado com nerol e pré-tratado com naloxona
apresentou aumento na motilidade gastrointestinal em relagdo ao grupo tratado
apenas com nerol, os resultados indicam a participacdo de receptores opidides na
reducdo da motilidade gastrointestinal.

Bhounsule et al.(1994) mostram que o efeito gastroprotetor de opidides
frente a lesdo induzida por etanol absoluto é revertido por naloxona, mostrando
desta forma a participacdo de receptores opidides na gastroprotecdo. Assim como o
nerol, Gyres (1990), verificou que a gastroprotecdo exercida pela morfina é

dependente de compostos sulfidrilicos.

Neste trabalho, apesar da naloxona ter revertido o efeito do nerol na
motilidade gastrointestinal e acumulo intestinal, a mesma néo foi capaz de reverter a
gastroprotecao exercida pelo nerol, indicando portanto a participacdo de outros vias
na agao gastroprotetora.

Pouco se sabe sobre o mecanismo dos opidides na gastroprotecao visto
gue ha diferentes receptores opidides centrais e periféricos e que podem proteger ou

agravar a formacao de ulcera nos diferentes modelos de inducdo de lesé@o gastrica.
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Segundo Beard et al. (2011) e Kurz e Sessler (2003), as funcdes do trato
gastrointestinal podem ser controlados pelos diferentes tipos de receptores opiodides
gue possuem agonistas com diferentes niveis de afinidade. A naloxona €& um
antagonista opioide com alta afinidade pelos receptores g e menor afinidade aos
receptores & e k (Katzung, 2010). J4 existem relatos da acdo gastroprotetora de
opidides mediado por receptores & (Gyires e Rénai, 2001). Portanto, os resultados
com obtidos com nerol indicam a necessidade de se avaliar sua participacdo sobre

outros receptores opidides, como por exemplo, os receptores 0.

Apesar dos relatos de acdo gastroprotetora de opidides descritos por
Gyires e Ronai, (2001), Till et al.(1988) também mostra a participacdo de agonistas
de receptores opidides no agravamento de lesdo gastrica induzida por estresse
causado por restricao e frio. Esta dualidade da acao opibéide pode justificar o fato do
nerol ter agravado a lesdo causada por isquemia e reperfusdo, pois, como discutido
por Gyires et al.(1997) os mecanismos de formacdo de lesdo gastrica por etanol,
indometacina e estresse sao diferentes, assim como o mecanismo de lesdo por
isquemia e reperfusao. Till et al. (1988), sugere ainda que o agravamento das lesdes
gastricas provocado pelos opidides seja devido a um processo de isquemia por
excessiva mobilizacdo de endorfina. Com base neste comportamento dual de
receptores opidides sobre o trato gastrointestinal, foi avaliado neste trabalho o
envolvimento dos receptores opidides no modelo de isquemia e reperfusdo através
do tratamento com morfina. Verificou-se que o grupo tratado com morfina
apresentou aumento da area de lesdo em relacdo ao grupo tratado apenas com o
veiculo (124%). Conclui-se, portanto, que 0s receptores opidides estdo envolvidos
no agravamento das lesGes géastricas através do modelo de isquemia e reperfusao.
Este resultado corrobora com os resultados obtidos pelo nerol no modelo de
isquemia e reperfusdo no qual observou-se um aumento de cerca de 190% da area

de lesao.

A seguranca do uso de nerol em condi¢cdes experimentais foi avaliada
através de teste de toxicidade aguda em camundongos. Foi observado mortalidade
de camundongos tratados com nerol nas doses de 1250, 2500 e 5000 mg/Kag.
Porém, ndo se observou mortalidade nos animais tratados com nerol na dose 10
vezes superior a gastroprotetora. No Screening hipocratico, 0s animais tratados

com nerol nas doses de 60, 300 e 600 mg/Kg nao apresentaram alteracoes
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expressivas pelo tratamento, apenas alguns casos isolados que requerem novos

estudos.
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VI - CONCLUSAO

Nerol possui atividade gastroprotetora nos modelos de Ulcera gastrica
induzida por etanol e por indometacina mas néo protege o duodeno contra lesbes
induzidas por cisteamina nem o estbmago contra lesdes induzidas por isquemia e
reperfusao

A dose de nerol que possui atividade antinociceptiva também apresenta
atividade gastroprotetora no modelo de ulcera induzida por DAINE.

A atividade gastroprotetora do nerol nos modelo de Ulcera induzida por
etanol € dependente de grupamentos sulfidrilicos

A gastroprotecdo conferida pelo nerol ndo esta associada a atividade
antisecretdria ou ao aumento da producdo de muco e € independente da via do
oxido nitrico e da presenca de prostaglandinas

O nerol atua sobre receptores opidides na reducdo da motilidade
gastrointestinal e do acumulo intestinal, porém néo é possivel afirmar se a atividade
gastroprotetora do nerol também é mediada por receptores opidides.

Doses de Nerol dez vezes maiores que a dose gastroprotetora e trés
vezes maiores a antinociceptiva ndo alteraram o0s paramentos de toxicidade
avaliados.

Desta forma, nerol mostra-se promissor na prevencao de Ulcera gastrica
contra um dos agentes mais prevalentes da lesdo gastrica, as DAINE. A associacdo
deste resultado com a descricdo da literatura de que o0 nerol possui acao
antibacteriana contra H. pylori destaca o nerol como uma opc¢ao de monoterapia na

prevencdo de Ulceras gastricas.
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