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1. RESUMO
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As tlceras gastricas, além de representarem eventos patoldogicos comuns na clinica médica, sdo
atualmente consideradas importantes desafios para a terapéutica, a medida que o tratamento e/ou
prevencdo dessa doenga ainda apresentam limitagdes, como os efeitos adversos e a baixa qualidade
de cicatrizagdo. Outro grande problema ¢ a dificil acessibilidade as terapias disponiveis pela
populacdo de baixa renda, devido ao seu alto custo. Considerando a problematica abordada, e
levando em consideracdo que estudos tém mostrado que terpenodides tém apresentado atividade
antitlcera bastante significativa, propusemos investigar o efeito gastroprotetor do monoterpeno
Citral em ulceras géstricas experimentais induzidas tanto por etanol quanto por antiinflamatorios nao
esteroidais (utilizando a Indometacina como agente indutor das ulcera¢des), bem como avaliar seu
efeito cicatrizante. O Citral mostrou ser gastroprotetor frente ao agente lesivo etanol, a partir da dose
de 25 mg/kg, em uma relagdo dose-dependente quando administrado oralmente, sendo mais potente
do que a Carbenoxolona, utilizada como controle positivo, a partir de uma dose duas vezes menor
[dose de 50 mg/kg, na qual o Citral apresentou 98 % de prote¢do em relagdo ao controle negativo
(Tween 80 a 8%), contra 85 % de prote¢do proporcionada pela Carbenoxolona na dose de 100
mg/kg]. No entanto, no modelo de inducdo de ulceras géstricas por Indometacina o Citral mostrou
um efeito dual, ao passo que em doses intermedidrias (25 e 50 mg/kg) apresentou efeito
gastroprotetor, e em doses extremas (100 e 200 mg/kg) apresentou uma significativa potencializagao
das lesdes, permitindo assim a hipdtese de um possivel efeito antiinflamatdrio e/ou antinociceptivo
nessas doses. Também foi verificado seu efeito cicatrizante na dose de 25 mg/kg, sendo tdo eficaz
quanto o Lansoprazol (controle positivo) na dose de 30 mg/kg. A influéncia do Citral na quantidade
de muco gastrico aderido, e o envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos e do 6xido nitrico em sua
acdo antitlcera também foram analisados. A a¢do antitlcera proporcionada pelo Citral, na dose de 25
mg/kg, parece estar relacionada com sua capacidade de aumentar a quantidade de muco aderido em
52 % em relagdo ao grupo controle negativo (animais tratados apenas com o solvente das drogas —
Tween 80 a 8%). No entanto, também depende da manutengdo dos niveis do 6xido nitrico e dos
grupamentos sulfidrilicos. Além disso, constatou-se auséncia de toxicidade em parametros
macroscopicos, sugerindo seguranca e eficacia em sua aplica¢do na terapia. Estes resultados indicam
que o Citral ¢ um efetivo agente de origem natural que possui agdo citoprotetora sobre a mucosa
gastrica ao combater agentes quimicos lesivos a mucosa gastrica como etanol e antiinflamatérios nao

esteroidais, e que ainda exerce efetiva acdo cicatrizante sobre a mucosa gastrica lesionada.
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Ulceras gastricas sio lesdes profundas que levam a necrose acometendo a mucosa e muscular
do estomago, podendo ocorrer tanto de forma aguda quanto cronica (Barreto, 2008).
Histologicamente a tlcera gastrica apresenta duas regides distintas: a margem da tlcera, formada
pela borda adjacente ndo necrosada, a qual delimita a area da lesdo, e a base da tulcera, que ¢ o tecido
necrosado propriamente dito (Moraes, 2008).

Segundo Bertges et al., (2006), as ulceras gastricas se localizam mais comumente no antro
(60%) e na jun¢ao do antro com o corpo na pequena curvatura (25%). Com relagdo a sua origem,
admite-se uma doenga heterogénea, e apesar dos grandes avangos ocorridos para desvenda-la, a sua
etiologia ainda ndo ¢ totalmente conhecida. As hipdteses mais provaveis da etiopatogénese da doenca
ulcerosa agrupam fatores genéticos, distirbios fisiopatoldgicos e fatores ambientais (Carvalho,
2000).

Independentemente de sua etiologia, assume-se que as doengas ulcerosas se desenvolvem
quando ha perda do balanco entre os fatores protetores e agressivos da mucosa, sendo que tais fatores
agressivos podem ter tanto origem endogena como exdgena. Dentre os principais fatores agressivos
endogenos tem-se: acido cloridrico, pepsina, refluxo de bile, O,, H,O,, OH', O;"; enquanto que entre
os fatores agressivos exogenos mais freqiientes estdo, o estresse, consumo cronico de alcool,
antiinflamatorios ndo esteroidais (AINESs), cigarros e infec¢do por Helicobacter pylori (Maity et al.,
2003).

Atualmente as doencas ulcerosas apresentam-se como eventos patoldgicos freqiientes na
clinica médica. Bertges et al., (2006) corroboram com isso ao afirmar que cerca de 20% dos
moradores das grandes cidades, na atualidade, convivem com algum problema no estdmago e/ou
duodeno, ou seja, duas em cada dez pessoas sofrem de problemas que vao desde a indisposi¢ao
passageira até a gastrite, tlcera e tumores. Aliado a isso, pesquisas recentes demonstram que o
tratamento e/ou prevencdo dessa doenca ainda constituem importantes desafios para a terapéutica
atual, a medida que os medicamentos disponiveis atualmente aplicadas para ambos os casos ainda
apresentam limitagdes.

A farmacoterapia empregada na tentativa de proteger a mucosa gastrica do acido géstrico,
aumentar a cicatrizacdo e prevenir a recorréncia da ulcera, segundo Aihara et al., (2003), geralmente
¢ direcionada a reducdo dos fatores de agressdo, promovendo a diminuicdo da secre¢do acida.
Segundo o autor, varios farmacos, como os antagonistas dos receptores histaminérgicos e
colinérgicos, inibidores da bomba protonica (H'/K ATPase) tém sido desenvolvidos, e muito deles
ativamente utilizados para o tratamento de doencas gastricas.

No entanto, de acordo com Higuchi et al., (2006), embora a introdugdo de antagonistas de
receptores H; e de inibidores de bomba protonica tenha sido associada a um aumento na taxa de cura

das ulceras, o alto indice de recidivas apos os tratamentos levou 4 uma investigagdo da qualidade da
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cicatrizagdo das ulceras tratadas com estas drogas, e hoje se sabe que a redu¢do dos fatores protetores
da mucosa ¢ um dos motivos responsaveis pela baixa qualidade de cicatrizacdo das tulceras
promovidas por tais substancias.

Fan et al. (2005) afirmam em seu trabalho que um dos maiores problemas relativo a ulcera
gastrica ¢ que, embora a taxa de cicatrizagdo com antagonistas H, e inibidor da bomba de protons
seja de 95% depois de uma terapia, a recorréncia da ulcera dentro de 1 ano depois do término do
tratamento esta entre 65-80% e cerca de 100% apds dois anos. Em adicdo, Szabo & Vincze (2000)
relatam que ulceras cicatrizadas espontaneamente ou depois do uso de cimetidina sdo precariamente
vascularizadas e tém de 2-3 vezes menos densidade de vasos sangiiineos novos do que no tecido
normal ao redor, acreditando-se ser uma das razoes da recorréncia.

Além disso, o uso disseminado e por tempo prolongado, como normalmente requer a
terapéutica com estes farmacos, tem permitido um acimulo de informacdes que revelam a presenga
de efeitos colaterais. Os inibidores da bomba de protons podem participar de interagdes com outros
farmacos interferindo negativamente na agao terapéutica dos mesmos. Estudos recentes indicam um
risco aumentado para o desenvolvimento de cancer gastrico apds o uso prolongado dos inibidores da
bomba de protons (Sousa et al., 2002; Marcolin et al., 2004; Ue et al., 2007). Somado a isso Zlabek
& Anderson, (2002) acusam reagdes adversas graves, como trombocitopenia, Ra & Tobe, (2004)
citam a nefrite intersticial aguda, Fisher & Le Couteur, (2001) a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade,
Gonzalez et al. (2002) reagoes anafilaticas e Sabesin, (1993) ginecomastia e impoténcia.

Outro fator relevante e atual ¢ o fato do mercado farmacéutico brasileiro ser composto por
empresas multinacionais (70%) que vendem predominantemente (cerca de 90%) produtos de marca,
originados a partir de pesquisas desenvolvidas em seus paises, encarecendo os medicamentos e
dificultando o seu uso pela populagdo com baixa renda.

O tratamento das tulceras pépticas, dessa forma, constitui ainda um grande desafio e torna-se
necessario o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos toxicos e de custo
mais baixo.

Segundo Schmeda-Hirschmann & Yesilada, (2005) e Mota et al., (2009) dentre as diversas
fontes de novas moléculas farmacologicamente ativas, as originarias de produtos naturais sdo
consideradas fontes importantes para o tratamento da ulcera gastrica. Aliado a isso, estudos tém
mostrado que substancias de origem vegetal, dentre elas os terpendides, t€ém apresentado atividade
antitilcera bastante significativa (Borrelli & Izzo, 2000; Rodriguez et al., 2004 ¢ Marques et al.,
2006).

Os terpenoides, assim designados devido ao fato de sua origem biossintética ser derivada de
unidades de isopreno, constituem uma grande variedade de substincias vegetais. Os compostos

terpénicos mais freqiientes sdo os monoterpenos (90 % dos dleos) e os sesquiterpenos (Cardoso et
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al., 2000). O Citral ¢ um aldeido monoterpénico que ocorre naturalmente em folhas e frutos de varias
espécies de plantas incluindo, limdes, limas, manjericdo africano, laranjas e tomates (Furia &
Bellanca, 1975; Opdyke, 1979). Ele ¢ uma mistura de dois isdmeros geométricos, geraniol e nerol, e
por causa de seu forte sabor e odor de limdo ¢ utilizado como condimento e aromatizante em
comidas e cosméticos. O Citral também ¢ utilizado como um intermediario quimico na sintese de
vitamina A, ionona ¢ metilionona (Budavari, 1989).

A média diaria de ingestdo de Citral pelos humanos foi estimada em 5 mg/Kg (Conselho da
Europa, 1974), e ele esta presente em gomas de mascar, adocantes, sorvetes de creme, € em bebidas
com concentracdes variando de 9 a 170 ppm (Opdyke, 1979).

O Citral tem demonstrado algumas atividades terapéuticas, tais como: a¢do antimicrobiana
(Onawunmi, 1989; Davidson & Naidu, 2000), atividade antifingica (Caccioni & Guizzardi, 1994),
relaxante (Sadraei et al., 2003) e anti-parasitaria (Leung & Foster, 1993; Dikshit & Husain, 1984) no
entanto, nada se tem a respeito de seu potencial antiulcerogénico.

Estudos tém mostrado que residuos de frutas com grande potencial para serem usados como
matéria prima de excelente qualidade pelas industrias farmacéuticas, alimenticias e de racdes estdo
sendo descartados. Um dos principais responsaveis pelo grande desperdicio da matéria prima em
questdo sdo as industrias de suco, que de acordo com Vilas Boas et al., (2001), descartam um volume
médio de 45% dos frutos durante a obtencao dos sucos.

O Oleo essencial de frutas citricas, constituido de uma mistura natural de diversos aldeidos,
dentre eles o Citral (Klavons et al., 1994), pode ser encontrado, de acordo com Mendonga et al.
(2006), nesse volume que ¢ descartado. No entanto, a falta de informagdo a respeito de suas
caracteristicas estd contribuindo para o desperdicio de matéria prima, assim como para a estagnacao
do conhecimento terapéutico de tais 6leos e seus compostos.

Por tanto, o desenvolvimento de pesquisas que oferegam uma alternativa para o tratamento de
doencas fazendo uso de um material que por sua vez ¢ descartado constitui uma importante
alternativa para aumentar o acesso da populacao aos medicamentos, bem com oferecer novas opgdes
terapéuticas, e também justificar e incentivar o aproveitamento dos residuos industriais, aumentando
deste modo o espectro do conhecimento das propriedades terapéuticas do Citral, e a qualidade de

vida da populagao.
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O objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito cicatrizante e gastroprotetor do monoterpeno
Citral em modelos experimentais in vivo, bem como avaliar a participagdo dos Grupamentos
Sulfidrilicos (SH), Oxido Nitrico (NO) e de muco aderido na gastroprote¢do deste composto.

Sendo assim, os objetivos especificos deste projeto foram:

1) Avaliacao da atividade antiulcerogénica do Citral em modelos experimentais de tlcera induzida
por dois diferentes agentes (AINEs e Etanol);

2) Estudo de alguns mecanismos de agdo antiulcerogénicos, em modelos experimentais in Vivo, os
quais caracterizam o efeito gastroprotetor do Citral, e

3) Avaliagdo do efeito cicatrizante e da eficicia e qualidade da cicatrizagdo do Citral em relacdo a

algumas drogas utilizadas na terapéutica atual.



4. MATERIAL E METODOS




Monografia Ganev, E.G., 2010

4.1 Drogas utilizadas

Cada pratica experimental apresentou seus respectivos grupos controles negativo (Tween 80
a 8%) e positivo (Carbenoxolona, Cimetidina ou Lansoprazol), e o grupo teste (tratados com Citral
em doses variadas), conforme o modelo. Todas as drogas foram solubilizadas em Tween 80 a 8% e
administradas em dose/volume de 10 mL/kg. As drogas utilizadas, incluindo o Tween, foram

adquiridas industrialmente pela empresa Sigma Aldrich.
4.2 Animais

Para os procedimentos experimentais foram utilizados ratos jovens (50 dias) Wistar machos
provenientes do Biotério Central da UNESP — Botucatu. Os animais foram divididos em grupos (n =
7 — 9) de acordo com o modelo experimental, mantidos em gaiolas metabolicas para evitar
coprofagia, e em sala climatizada sob temperatura de 23 + 2 OC ¢ ciclo de claro-escuro de 12 horas.
O regime alimentar foi efetuado com ragdo comercial padrao e agua fornecida ad libitum e, quando
em jejum os animais foram privados apenas de racdo por um periodo de no maximo 24 horas. Todas
as praticas experimentais foram executadas de acordo com os protocolos experimentais aprovados
pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP —

Botucatu através dos protocolos n. 227 — CEEA, n. 231 — CEEA e n. 18/05 — CEEA.

4.3 QuantificacOes das lesdes

As lesdes foram analisadas através do programa AVSoft Bioview Spectra, exceto no modelo
de indugdo de ulcera por acido acético (modelo cicatricial). No programa foi medida a area ulcerativa
e a area glandular total dos estdmagos analisados. Com os valores de area obtidos, foram entao
calculadas as propor¢des de lesdo (areas ulcerativas / area glandular total dos estdmagos), visto que
os estdmagos dos animais diferem em tamanho.

As areas ulcerativas induzidas por acido acético sdo provocadas de forma aproximadamente
circular. Para determinar essas areas, apOs os tratamentos, primeiramente sdo realizadas duas
medicdes (perpendiculares entre si) de seu diametro, utilizando para isso um paquimetro digital. A
média dessas medidas € entdo calculada, sendo que a metade desse valor médio representa o raio
médio da ulcera. Por fim, a area ulcerativa ¢ obtida multiplicando-se o quadrado do raio médio por ©

(aproximadamente 3,14).
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4.4 Descricao dos procedimentos experimentais

4.4.1 Avaliacdo da atividade gastroprotetora do Citral

a) Ulceras géstricas induzidas por Etanol (Morimoto et al., 1991)

Os ratos foram tratados oralmente, apos 12 h de jejum, com o Citral em doses varidveis (12.5,
25, 50, 100 e 200 mg/kg), com 100 mg/kg de carbenoxolona, ou Tween 80 a 8%, uma hora antes da
inducdo das lesdes gastricas pela administracdo, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto. Apoés 1 h
da indugdo, os animais foram mortos e os estomagos retirados e abertos ao longo da maior curvatura

para contagem da area ulcerativa.

b) Ulceras gastricas induzidas pelo uso de AINEs (Guidobono et al.. (1997) com modificacdes)

Apo6s 12 h de jejum, os ratos dos diferentes grupos experimentais, foram tratados com o Citral em
doses variaveis (12.5, 25, 50, 100 e 200 mg/kg), com 100 mg/kg de cimetidina ou Tween 80 a 8%. Trinta
minutos apos o tratamento, as lesdes foram induzidas por administragdo oral de 10 mL/kg da
Indometacina (AINESs), solubilizada em Carbonato de Sodio 0,5% na dose de 50 mg/kg. Os animais foram
mortos 6 h ap6s a administragdo da Indometacina e os estdomagos retirados e abertos ao longo da maior

curvatura e longitudinalmente para contagem das lesoes.

4.4.2 Estudo de alguns mecanismos de acdo antiulcerogénicos

a) Determinacio do papel do Oxido Nitrico (NO) na citoprotecio (Matsuda et al., (1999) com
modificacdes)

Ratos sob jejum de 12 h foram divididos em grupos de acordo com os pré-tratamentos +
tratamentos recebidos (Salina + Tween, L-NAME + Tween, Salina + Lansoprazol, L-NAME +
Lansoprazol, Salina + Citral e L-NAME + Citral). Os grupos controles abrangeram todos os animais
pré-tratados com solugdo salina (injecdo subcutanea de 10 mL/kg), e os grupos teste, todos os
animais pré-tratados com N®-nitro-L-arginina metil éster [(L-NAME), um inibidor da 6xido nitrico
sintase, andlogo da L-arginina] na dose de 70 mg/kg. Apds 30 minutos de realizado os pré-
tratamentos os grupos receberam por via oral os tratamentos Tween 80 a 8%, Lansoprazol (30
mg/Kg) ou Citral (25 mg/Kg). Depois de uma hora, os animais receberam por via oral 1mL de etanol
para inducao da ulceracao. Decorrida 1 hora da indugao da ulcera, os animais foram sacrificados e os

estdbmagos removidos para contagem das lesoes.
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b) Determinagdo do papel dos grupamentos sulfidrilicos na citoprotecdo (Matsuda et al.,1999 com

modificagdes)

Ratos sob jejum de 12 h foram divididos em grupos de acordo com os pré-tratamentos +
tratamentos recebidos (Salina + Tween, NEM + Tween, Salina + Lansoprazol, NEM + Lansoprazol,
Salina + Citral e NEM + Citral). Os grupos controles abrangeram todos os animais pré-tratados com
solugdo salina (inje¢do subcutanea de 10 mL/kg), e os grupos teste, todos os animais pré-tratados
com N-etilmaleimida [(NEM), um bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos] na dose de 10 mg/kg.
Apo6s 30 minutos de realizado os pré-tratamentos os grupos receberam por via oral os tratamentos
Tween 80 a 8%, Lansoprazol (30 mg/Kg) ou Citral (25 mg/Kg). Depois de uma hora, os animais
receberam por via oral ImL de etanol para inducdo da ulceracdo. Decorrida 1 hora da inducdo da

ulcera, os animais foram sacrificados e os estdmagos removidos para contagem das lesoes.

¢) Determinacdo de Muco aderido a parede gastrica (Rafatullah et al., 1990)

Os animais, depois de submetidos a 24 horas de jejum, receberam por via oral Citral na dose
de 25 mg/kg, Tween 80 a 8%, ou Carbenoxolona na dose de 200 mg/kg. Uma hora depois, sob
anestesia, sofreram uma incisao longitudinal logo abaixo da apofise xiféide para a amarradura do
piloro duodenal. Decorridas 4 horas da amarradura, os animais foram mortos ¢ a por¢ao glandular
separada, pesada e imersa em solugdo de Alcian Blue para o procedimento de quantificacdo de muco.
As absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 598 nm e os resultados expressos em mg de

Alcian Blue/g de tecido.

4.4.3 Avaliacdo do efeito cicatrizante do Citral

a) Avaliacdo do efeito cicatrizante do Citral em ulceras géstricas induzidas por acido acético (Okabe

et al., 1969 com modificacdes feitas por Konturek et al., 1988)

Os ratos foram anestesiados para a realizagdo de uma incisao longitudinal logo abaixo da
apofise xifoide. A parede anterior do estomago foi exposta e, 70 ul de acido acético a 80% foram
postos em contato com a camada submucosa da jun¢do do fundo com o antro por aproximadamente
20 segundos, com auxilio de uma ponteira plastica. Um dia apds a operagdo iniciou os tratamentos,
por via oral, diarios (1 x por dia durante 3, 7 e 14 dias) com 25 mg/kg do Citral, 30 mg/kg do
Lanzoprazol ou Tween 80 a 8%, dependendo do grupo. Ao final do tratamento, os animais foram
mortos e seus estdmagos removidos e abertos no sentido da maior curvatura para determinagdo da

area ulcerativa. No experimento que utilizou 14 dias de tratamento, foram realizadas medigdes
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diérias do peso corporal dos animais para determinar possiveis efeitos toxicos observaveis através da
evolucdo do peso corporal. Os 6rgdos (coracdo, figado, rins, pulmao e bago) também foram retirados

e pesados para analise de normalidade.

b) Toxicidade sub-aguda

A andlise toxicologica consistiu em avaliar estatisticamente a evolu¢ao do peso corporal dos
animais dos diferentes grupos, analisar a morfometria dos oOrgdos, analisar alteracdes
comportamentais ¢ mortalidade, e comparar estatisticamente os valores de arco seno do peso do

orgdo / peso total do animal de todos os animais pertencentes aos diferentes grupos.

4.5 Analise estatistica

Assumindo-se distribuigdes paramétricas, as comparacdes entre dois conjuntos de dados
foram realizadas por meio de teste t, e as comparacdes entre trés ou mais conjuntos de dados foram
realizadas por meio de andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnett ou Tukey.
Diferencas significativas foram consideradas para valores de P menores que 0,05. Os simbolos *

indicam P < 0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001.
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O potencial antiulcerogénico do Citral foi avaliado por dois indutores de tulcera, os quais
representam as principais causas de ulcera gastrica na atualidade (etanol e AINEs). Para tanto,
utilizou-se os modelos de inducdo de ulcera gastrica por etanol absoluto e Indometacina. Tais
modelos além de envolverem diferentes agentes indutores, apresentam mecanismos distintos, os
quais norteardo o estudo dos possiveis mecanismos envolvidos na a¢do antitilcera do monoterpeno
Citral.

O modelo de inducao de tlceras gastricas por etanol absoluto em ratos constitui a primeira
etapa da pesquisa de substancias com propriedade antitlcera, pois além de fornecer informacdes da
efetividade da droga testada frente a esse modelo, também determina a menor dose-efetiva, a qual
sera utilizada nas investigacdes de seu possivel efeito curativo (modelos cicatriciais), e dos
mecanismos de agdo envolvidos em sua a¢do antiulcerogénica.

Os resultados obtidos, nesse modelo, mostraram o efeito gastroprotetor do Citral frente ao
agente lesivo etanol com uma relacdo de proporcionalidade dose-efeito, cuja menor dose-efetiva
obtida foi a de 25 mg/kg, apresentando 57% de gastroprotecdo. As porcentagens de gastroprote¢do
proporcionadas pelo Citral em relacdo ao controle negativo, em ordem decrescente de doses, foram:
100, 100, 98, 57 e 16%, sendo essa ultima, referente a dose de 12.5 mg/kg, estatisticamente nao

significativa (figura 1).
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Figura 1: Resultados obtidos da area ulcerativa / area glandular total, no modelo de indugdo de tlcera gastrica
por etanol absoluto, expressos na forma de média + erro padrao da média (e.p.m). ANOVA seguida de
Dunnett, comparado ao grupo controle negativo, n.s indica diferengas estatisticas nao significativas, * indica
P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. Os resultados de gastroprote¢ao estdo indicados na forma de porcentagens.

Devido ao fato de nosso interesse encontrar-se alicercado na busca de substancias de origem
natural que oferecam, em doses iguais ou menores, equivalente ou superior efeito gastroprotetor do
que o proporcionado pelas drogas sintéticas, a poténcia e eficicia do Citral em relacdo a

Carbenoxolona, utilizada como controle positivo, também foram analisadas. O Citral se revelou mais

10
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eficaz, a medida que foi capaz de proporcionar maior gastroprotecdo quando administrado na mesma
dose utilizada nos tratamentos com a Carbenoxolona (dose de 100 mg/kg, na qual o Citral
proporcionou 100% de protecdo contra 85% proporcionado pela a Carbenoxolona), e mais potente no
sentido de que, a partir de uma dose duas vezes menor foi capaz de oferecer maior efeito protetor
(dose de 50 mg/kg, oferecendo 98% de protecdo, contra 85 % proporcionado pela Carbenoxolona na
dose de 100 mg/kg).

O efeito ulcerogénico do etanol na mucosa gastrica ¢ reportado como sendo devido a sua
acdo necrotizante sobre a mucosa. Segundo Sikiric et al (1997), o etanol quando administrado em
altas concentragdes causa danos causticos, que possibilitam que as lesdes penetrem profundamente
no plexo vascular ocasionando estase, ruptura da parede dos vasos sanguineos, favorecendo
hemorragia e necrose da mucosa.

Com o intuito de investigar os mecanismos ulcerogénicos atribuidos ao etanol, pesquisadores
tém se voltado ao estudo de sua influéncia sobre a barreira de muco-bicarbonato, bem como sobre as
funcdes fisiologicas das células do epitélio gastrico. Szabo & Brown (1987) atribuiram ao etanol a
capacidade de dissolucdo dos constituintes do muco gastrico, o que por sua vez, provoca a perda da
funcao de barreira protetora, permitindo a origem de lesdes ¢ mudancas na diferenga de potencial
celular causada por uma retro-difusdo de ions H'. Corroborando com esse estudo, Repetto & Llesuy
(2002) observaram que o etanol diminui os grupamentos sulfidrilicos das células, que ¢ um dos mais
importantes fatores de protegdo da mucosa gastrica. Segundo Salim (1992) ¢ Avilla et al. (1996), os
grupamentos sulfidrilicos enddgenos, presentes no muco gastrico, constituem agentes importantes na
producao e manutencdo do muco, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas sdo unidas entre si
por pontes dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossoluvel.

Visto que a atividade do etanol na origem de ulceras relaciona-se diretamente com a redugao
da barreira de muco podemos propor que a a¢do gastroprotetora promovida pelo Citral pode estar
relacionada com uma possivel capacidade de aumento da quantidade de muco aderido proporcionado
por esse monoterpeno, o que por sua vez dificultaria o contato do etanol com o epitélio gastrico
protegendo-o. E sabido que a camada de muco aderente continua funciona como uma barreira contra
a pepsina do lumen, protegendo a mucosa adjacente da digestdo proteolitica (Allen & Flemstrom,
2005).

A fim de confirmar essa hipotese, foi realizada a quantificagdo do muco géstrico aderido com
a menor dose efetiva do Citral. A figura 2 traz os resultados obtidos da taxa de aumento da
quantidade de muco aderido em relagdo ao grupo controle negativo. Pudemos notar que o Citral
aumenta de maneira significativa (52%) a quantidade de muco gastrico aderido, o que por sua vez

valida a hipotese anteriormente levantada.

11
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Figura 2: Resultado obtidos da quantidade de muco gastrico aderido, expresso em mg de Alcian Blue / g de
Tecido (média + e.p.m). ANOVA seguida de Dunnett, comparado ao grupo Controle negativo, * indica
P<0.05 e **P<0.01. Resultados percentuais de aumento da quantidade de muco gastrico aderido em relagdo
ao grupo controle negativo.

Em andlise seguinte, por meio de Tukey, comparamos a taxa de aumento da quantidade de
muco proporcionada pelo o Citral com a proporcionada pela Carbenoxolona, ndo sendo constatadas
quaisquer diferencas estatisticas significativas. Tal fato mostra que o Citral em uma dose 4 vezes
menor proporciona um aumento da quantidade de muco aderido equivalente ao da droga padrio
utilizada.

Embora a analise do aumento da quantidade de muco aderido tenha sido feita apenas para a
menor dose efetiva do Citral (25 mg/kg), ndo se descarta a hipotese desse aumento se dar de forma
dose-dependente, visto que sua gastroprotecao ¢ obtida de maneira proporcional a dose administrada.

E sabido que o etanol ndo proporciona seu efeito lesivo apenas por diminui¢io da fungdo da
barreira de muco. Outros fatores importantes, como o estresse oxidativo, também participam desse
processo. Recentemente Gazzieri et al. (2007), demonstraram que o etanol ativa receptores TRPV1
em neurdnios sensoriais da mucosa gastrica, estimulando a liberagdo de substancia P no estdmago. A
substancia P ativa receptores NK1 das células epiteliais gastricas promovendo o aumento de espécies
radicalares (estresse oxidativo), que por sua vez provocam lesdes hemorragicas na parede do
estobmago decorrentes da peroxidacdo lipidica, e segundo Bayir et al. (2006), podem levar a
formagdo de cancer como conseqiiéncia de mutagcdo génica. Somado a isso, segundo Hernandez-
Munoz et al. (2000) o consumo de etanol diminui significativamente a disponibilidade de fatores
antioxidantes como a Glutationa (GSH), induzindo desse modo ao estresse oxidativo e
consequentemente provocando lesdes.

Alguns estudos indicam que os grupamentos sulfidrilicos endogenos, além de estarem
presentes no muco gastrico, fazem parte da defesa antioxidante do organismo, a medida que sdo
constituintes basicos de alguns fatores antioxidantes ndo-enzimaticos como a Glutationa (GSH), e

varias enzimas do sistema xantina-oxidase. Com base no exposto, uma hipdtese levantada foi de que
12
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se uma determinada substancia exerce gastroprotecdo de forma dependente desses compostos, ela
pode caracterizar-se como sendo uma substancia antioxidante, visto que pode estar ligada com a
producao desses fatores antioxidantes, seja estimulando sua sintese, seja favorecendo as condig¢des
para tal.

A fim de verificar a possibilidade de um efeito antioxidante bem como o envolvimento dos
grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecdo do Citral, avaliamos seu efeito gastroprotetor em ulceras
gastricas induzidas por etanol em animais pré-tratados com NEM, um bloqueador dos grupamentos
sulfidrilicos, bem como em animais pré-tratados com salina, utilizando-se para isso ANOVA seguida
de Dunnett.

Pudemos observar gastroprotecao significativa (58%) do Citral em animais pré-tratados com
salina, no entanto, nos animais pré-tratados com NEM constatamos a nao efetividade do Citral na
protecao da mucosa. Tais resultados demonstram que a deple¢do dos grupamentos sulfidrilicos pelo

NEM resultou na perda da gastroprote¢do anteriormente promovida pelo Citral nessa dose (figura 3).
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Figura 3: Envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecdo do Citral na dose de 25 mg/kg.
Valores de média £ e.p.m da area ulcerativa / area glandular total. Realizada ANOVA seguida de teste a
posteriori de Dunnett e Tukey, onde os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle negativo.
n.s indica diferengas estatisticas ndo significativas, * indica P<0.05 e ***P<0.001. Os valores percentuais
indicam a gastroprote¢do proporcionada em relagdo ao controle negativo.

Deste modo, podemos afirmar que os efeitos do Citral sobre a mucosa gastrica ndo somente
estdo ligados a manutencdo dos niveis como também sdo dependentes dos grupamentos sulfidrilicos.
Este dado também reforca a idéia de um possivel mecanismo antioxidante envolvido na
gastroprotecao promovida pelo Citral. Porém, somente estudos que caracterizem as quantificagdes de

enzimas antioxidantes poderiam comprovar essa propriedade do Citral.
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A gastroprote¢do do monoterpeno Citral, como dito anteriormente, também foi investigada
frente as ulceras gastricas induzidas por AINEs através do modelo de indugdo de tulceras gastricas
por Indometacina. Por meio de ANOVA seguida de Dunnett, onde todos os grupos foram
comparados ao grupo controle negativo, o Citral ndo apresentou efeito gastroprotetor em nenhuma
das doses testadas, embora tenhamos obtido altos valores de protecao para as doses de 25 e 50 mg/kg
(64 e 57 % de gastroprotecdo, respectivamente). Por outro lado, nas doses extremas de 100 e 200
mg/kg ele demonstrou um significativo agravamento das lesdes (232 e 312 %, respectivamente),
conforme demonstrado através da figura 4.

Tween 80 a 8%
Cimetidina (100 mg/kg)
Citral (12,5 mg/kg)
Citral (25 mg/kg)

Citral (50 mg/kg)

Citral (100 mg/kg)
Citral (200 mg/kg)

e

[=]

o
1

Kk

-312%

0.086+

goaoonoun

0.04+

0.02+

Area ulcerativa / Area glandular total

0.00-

1
Grupos experimentais

Figura 4: Resultados obtidos da area ulcerativa / area glandular total, no modelo de indug@o de tlcera gastrica
por Indometacina, expressos na forma de média + e.p.m. ANOVA seguida de Dunnett, comparado ao grupo
controle negativo, n.s indica diferencas estatisticas ndo significativas, * indica P<0.05 e ***P<0.001. Os
resultados de gastroprotecdo, indicados na forma de porcentagens, foram obtidos comparando as médias
obtidas com a do grupo controle negativo.

Os dados de gastroprotecdo obtidos nas doses de 25 e 50 mg/kg do Citral também foram
comparados, por meio do teste t, com o grupo controle negativo. Essa analise foi realizada embasada
na possibilidade da existéncia de um possivel “efeito mascarador” da significancia da gastroprote¢ao
proporcionada pelo o Citral nessas doses, devido ao fato de termos um grande niimero de animais e
valores muito discrepantes de area ulcerativa/area glandular total entre os grupos. Pudemos constatar,
através dessa andlise, uma diferenca significante entre tais grupos (P < 0,05), e com isso pudemos
revelar além de um efeito agravante, como ja demonstrado por Dunnett, um efeito gastroprotetor do
Citral em ulceras géstricas experimentais induzidas por Indometacina.

Frente aos resultados obtidos, discute-se o comportamento dual apresentado pelo Citral, no
sentido de que, em doses intermedidrias (25 e 50 mg/kg) ele apresentou efeito gastroprotetor, € em

doses elevadas (100 e 200 mg/kg) um significativo agravamento das lesdes.
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Sabendo que as tulceras gastricas provocadas pelo o consumo de AINEs ocorrem devido a sua
capacidade de inibicdo das ciclooxigenases, promovendo a diminuicdo da produgdo de
prostaglandinas responsaveis pela manutencao da integridade da mucosa géstrica através da inibigao
da secre¢do acida, estimulacdo da secre¢do de muco e bicarbonato, inibi¢do da ativagdo de
mastocitos, diminuicdo da aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular, inibi¢do apoptotica, aumento
¢ manutencdo do fluxo sangiiineo da mucosa (Atay et al., 2000), e que as prostaglandinas estao
relacionadas com a indu¢@o e manuten¢do do processo inflamatdrio e nocicepgdao. Podemos sugerir
um possivel efeito anti-inflamatorio e/ou antinociceptivo do Citral nessas doses, embasados na
hipotese do Citral ser capaz de reduzir os niveis desses prostandides, quando administrados de forma
concomitante aos AINEs, ao ponto de superar qualquer mecanismo gastroprotetor, até mesmo os que
por ele sdo aumentados e/ou mantidos, contribuindo dessa forma para o agravamento das lesdes
ulcerosas.

Tal hipotese vem sendo estudada e confirmada, em trabalhos realizados em nosso laboratorio,
através de testes pré-clinicos como o de indugdo de dor através da administragdao intraplantar de
Formalina. Este teste avalia a atividade antinociceptiva de uma droga em duas diferentes fases:
neurogénica, relacionada com receptores periféricos de dor; e a inflamatoéria, relacionada com a dor
da resposta inflamatoria. Nesse experimento o Citral inibiu a dor, em relagdo ao grupo controle
negativo, nas doses de 100 e 200 mg/kg (na dose de 100 mg/kg observou-se atividade apenas na fase
inflamatéria com 40,6% de inibicdo, e na dose de 200 mg/kg observou-se efeito tanto na fase
neurogénica quanto na fase inflamatoria, com 44.20% e 46.04% da inibi¢do da dor,
respectivamente). Na dose de 50 mg/kg do Citral diferengas estatisticas significativas nao foram
obtidas (comunicac¢do pessoal Nishijima, 2010). Embora tais resultados corroborem com os obtidos
nesse trabalho refor¢ando desta maneira a hipotese levantada, ndo podemos descartar a possibilidade
de o Citral ser capaz de potencializar as lesdes por intermédio de outro mecanismo que ndo seja a
depleg¢ao desses prostandides. Portanto, para que possamos elucidar essas questdes necessitamos
estudar o envolvimento do Citral com os niveis desses prostanodides, quantificando-os.

Com relagdo a diminuicdo das ulceragdes ocorrida nas doses de 25 e 50 mg/kg, podemos
sugerir que embora o Citral de alguma forma seja capaz de potencializar as lesdes, nessas doses ha
uma compensacao proporcionada pelo aumento de outros fatores protetores, como por exemplo o
muco gastrico aderido e ativagdo de fatores antioxidantes.

Além de um efeito gastroprotetor, investigou-se também um possivel efeito cicatrizante do
Citral, na dose de 25 mg/kg, através do modelo cronico de inducdo de ulceras gastricas por acido
acético, sendo realizados para isso, tratamentos durante 3, 7 e 14 dias. Pudemos constatar seu efeito
cicatrizante a partir de 7 dias de tratamento, onde o Citral propiciou 35 % de diminui¢cdo da area

ulcerosa (figura 5).

15



Area de leso (mnf)

Monografia Ganev, E.G., 2010

3 dias de tratamento 7 dias de tratamento 14 dias de tratamento
20+
n-s @ Tween 80 a 8%
3 Lansoprazol (30 mg/kg)

7 B3 Citral (25 mg/kg)
104

5.-

ﬂ_

Grupos experimentais Grupos experimentais Grupos experimentais

Figura 5: Efeito cicatrizante do Citral na dose de 25 mg/kg, realizados os tratamento com 3, 7 e 14 dias.
Valores expressos na forma de média + e.p.m da area de lesdo. Analise realizada por ANOVA seguida de
Dunnett, onde os grupos experimentais foram comparados com o grupo controle negativo. n.s indica
diferengas estatisticas ndo significativas, * indica P<0.05 e **P<0.01. Os percentuais indicam a reducdo da
area lesionada em relagdo ao grupo controle negativo.

Com 3 dias de tratamento, apos a formagdo da lesdo, o Citral e o Lansoprazol nao
demonstraram qualquer cicatrizagdo. Isso se deve ao fato de que no periodo de 0 — 3 dias, de acordo
com (Schmassmann, 1998), ainda esta ocorrendo a instalagdao da ulcera e do processo inflamatorio,
que por sua vez ¢ essencial no processo cicatricial. Apos os 7 e 14 dias de tratamento, periodo de
rapida cicatrizagdo segundo o mesmo autor, tanto o Citral quanto o Lansoprazol exerceram efetiva
cicatrizagdo sobre a mucosa gastrica lesada.

Em adicdo, a cicatrizagdo constatada nos animais tratados com Citral foi comparada a dos
animais do Controle positivo (Lansoprazol na dose de 30 mg/kg), por meio de Tukey, nao
mostrando-se diferente estatisticamente, embora tenham demonstrando uma menor porcentagem
tanto com 7 quanto 14 dias de tratamento (Com 7 dias o Citral proporcionou 35% de efeito
cicatrizante enquanto que o Lanzoprazol proporcionou 53%, e com 14 dias o Citral proporcionou
41% de gastroprotecdo e o Lansoprazol 63%). Esse resultado nos permite dizer que o Citral € tdo
eficaz quanto o Lansoprazol no processo cicatricial.

Como ja discutido, o Citral aumenta a quantidade de muco gastrico aderido, na dose de 25
mg/kg, de maneira estatisticamente significante, ¢ segundo Dai et al. (1986), o muco também exerce
um papel importante na cicatrizacdo das ulceras, visto que o aumento na taxa de secre¢do torna o
processo de recuperagdo da ulceragdo mais rapido. Logo, podemos propor que ele exerca papel
fundamental tanto na acdo gastroprotetora quanto cicatrizante via aumento da quantidade de muco
aderido.

O modelo cronico de inducdo de ulceras por acido acético, além de propiciar uma simulagao
da ulceragao nos humanos, ¢ ac¢ao cicatrizante de um novo medicamento antitulcera, ¢ capaz de
avaliar os possiveis efeitos toxicos cumulativos do novo medicamento devido a utiliza¢ao sub-aguda,

por 14 dias. Portanto, a realizacdo desse modelo experimental também avaliou parametros
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macroscopicos de toxicidade, como evolucdo do peso corporal, mortalidade, e normalidade dos
orgdos (coragdo, pulmoes, figado, rins e figado). Em todos os parametros toxicologicos analisados, o
Citral nao demonstrou alteragdes quando comparado ao grupo controle negativo (resultados

demonstrados no Anexo I).

Por fim, também foi verificado um possivel envolvimento do o6xido nitrico (NO) na
gastroprotecdo do Citral, utilizando para isso o L-NAME. Segundo Pfeiffer et al., (1996), o L-
NAME ¢ hidrolizado em L-nitroarginina, que inativa a 6xido nitrico sintase, fazendo com que as
ulceras induzidas pelo etanol sejam agravadas (Kawano & Tsuji, 2000). Assim como no modelo
utilizando o NEM, também foi observado inibicdo do efeito protetor do Citral sobre a mucosa
gastrica.

A figura 6 mostra os resultados obtidos por meio ANOVA seguida de Dunnett. Nota-se que o
efeito gastroprotetor do Citral, na dose de 25 mg/kg, frente as tlceras gastricas induzidas por etanol,
foi abolido quando administrado o L-NAME. Isso nos mostra que a a¢do do Citral est4 ligada ndo so6

a manutencao dos niveis como também depende do NO.

*kk

*%

= =
(1] [ 2]
o o
1 ]

Bl Tween 80 a 8%
B Carbenoxolona (100 ma/ka)
B Citral (25 ma/kg)

0.204

0.15-

0.104

Area ulcerativa / Area glandular total

o o
o o
=] o
L 1

Grupos experimentais
\ ] \ J

T Y
Pré-tratados com Salina Pré-tratados com L-NAME

Figura 6: Envolvimento do Oxido Nitrico na gastroprotegdo do Citral na dose de 25 mg/kg. Valores de média
+ e.p.m da area ulcerativa / area glandular total. Realizada ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett e
Tukey, onde os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle negativo. n.s indica diferencas
estatisticas ndo significativas, * indica P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. Os valores percentuais indicam a
gastroprotecao proporcionada em relagao ao controle negativo.

Frente aos dados obtidos, podemos concluir a possibilidade de que um dos efeitos
gastroprotetores do Citral esteja ligado ao aumento da liberagdo de NO. Neste contexto, o aumento
de muco poderia ser explicado, visto que o NO ativando a guanilato ciclase, aumenta o0 GMPc (Kim
e Hwan Kim, 2001), que esta envolvido na sintese e secre¢ao de muco (Flemstrom & Turnberg,
1984; Jansson et al., 2007).
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Outra hipdtese seria que o envolvimento do NO na gastroprote¢do do Citral poderia estar
ligado a mecanismos antioxidantes, visto que alguns autores demonstraram que a redu¢do de anions
superoxido favorece a estabilizagao do NO (Pechanova & Simko, 2007).

Independente do mecanismo de acdao sabe-se que a liberacdo local de NO contribui para a
manuten¢do da integridade do trato gastrintestinal, através da regulacdo de varias fungdes (Sugamoto
et al., 2001). O NO atua no controle da secrecdo acida e alcalina, no fluxo sangiiineo da mucosa
gastrica, na secregdo de muco gastrico (Bayir et al., 2006), e também no processo cicatricial (Jadeski

& Lala, 1999).
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Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que o Citral ¢ bastante promissor para a
utilizagcdo em terapias preventivas ou tratamentos cicatriciais de tlceras gastricas, ao passo que € um
efetivo agente de origem natural que possui agdo citoprotetora sobre a mucosa gastrica ao combater
agentes quimicos lesivos como etanol e AINES, e que ainda exerce efetiva agdo cicatrizante sobre a
mucosa lesionada. Tais resultados também comprovam que a agdo antitllcera do Citral se da através
do aumento da quantidade de muco, fortalecimento da barreira mucosa géstrica pelos grupamentos
sulfidrilicos endogenos, que reestruturam a barreira de muco, e também a presenga do Oxido Nitrico
que pode atuar como barreira antioxidante. Além disso, constatou-se auséncia de toxicidade em

parametros macroscopicos, sugerindo seguranga e eficicia em sua aplicagdo na terapia.
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Resultados obtidos da evolugdo do peso dos animais em funcdo dos dias de tratamento. Valores expressos na
forma de média da variacdo do peso (média do peso — média do peso do dia anterior) = e.p.m. Diferengas
estatisticas significativas nao foram encontradas, realizada ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
onde os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle negativo.



NuUmero de animais em cada grupo

Tween 80 a 8% Lansoprazol (30 mg/kg) Citral (25 mg/kqg)
Dial 8 8 8
Dia 2 8 8 8
Dia 3 8 8 8
Dia 4 8 8 8
Dia5 8 8 8
Dia 6 8 8 8
Dia7 8 8 8
Dia 8 8 8 8
Dia 9 8 8 8
Dia 10 8 8 8
Dia 11 8 8 8
Dia 12 8 8 8
Dia 13 8 8 8
Dia 14 8 8 8

Tabela da quantidade de animais por grupo em funcdo dos dias de tratamento. Nenhum evento de morte foi
constatado em nenhum dos grupos observados durante os 14 dias de tratamento.
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Rins Figado

arcoseno (peso do 6rgao / peso do animal)
[}
L

arcoseno (peso do 6rgao / peso do animal)
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Legenda

@l Tween 80 a 8%
2 Lansoprazol (30 mg/kg)
&3 Citral (25 mg/kg)

arcoseno (peso do 6rgéo / peso do animal)
[e)]
L

Grupos experimentais

Resultados obtidos da normalidade dos 6rgdos. Valores expressos na forma de média do arcoseno (peso o6rgio
/ peso do animal) + e.p.m. Diferencas estatisticas significativas ndo foram encontradas, realizada ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnett, onde os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle
negativo.
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