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RESUMO

A espécie Piper margintum apresenta ampla dispersdo ao longo da Ameérica Central,
Ameérica do Sul e Antilhas. No Brasil, € possivel encontra-la no Amazonas, no Ceara,
no Para, na Paraiba e em Pernambuco. E popularmente denominada como “capeba’,
“malvarisco”, “pimenta-do-mato” e “capeba-cheiro”, sendo utilizada no tratamento de
problemas gastrointestinais e no alivio da dor de modo geral. Seu o 6leo essencial
vem sendo descrito em literatura, por apresentar diversas atividades, tais como: acéo
antibacteriana, anti-inflamatoria, larvicida e antioxidante. Sendo assim, esse estudo
teve por objetivo obter a composicao quimica do 6leo essencial, investigar a toxicidade
aguda pré-clinica e o efeito gastroprotetor, com possiveis mecanismos farmacolédgicos
de acdo. O dleo essencial foi extraido por meio de hidrodestilacdo, resultando no
rendimento de 0,37%. A caracterizacdo do 6leo essencial resultou na identificacao de
29 compostos, correspondendo a 92,42% da amostra, e dentre 0os componentes
principais foram encontrados: 3-pinene (12.41 + 0.67%), (Z)-asarone (11.28 + 0.60%)),
a-pinene (9.77 £ 0.53%), exalatacin (8.35 £ 0.29%)), bicyclogermacrene (7.63 + 0.02%)
e a-phellandrene (7.08 £ 0.14%). A toxicidade aguda foi feita com base no protocolo
OECD 423/2002, e resultou na manifestacdo da piloerecdo nos animais que
receberam as doses de 550mg/kg e 2.000mg/kg. A atividade gastroprotetora foi
avaliada por meio dos modelos de inducdo por etanol Absoluto e etanol/HCI, e em
ambos os modelos foi constatada a atividade gastroprotetora do 6leo essencial. A
administracdo do etanol Absoluto nos animais tratados com o OPEM resultou na
formacdo de lesdes em apenas 31,14% (20mg/kg), 15,41% (40mg/kg) e 5,57%
(80mg/kg) de toda regiao glandular. Enquanto, durante a administracao do etanol/HCI
a dimensao foi de 28,65% (20mg/kg), 16,41% (40mg/kg) e 6,86% (80mg/kg). O OE
apresenta atividade dose dependente e no teste da barreira fisica o OEPm ele
demonstrou que atua de forma local e apresenta acéo sistémica, pois seu potencial
gastroprotetor se manteve diante de ambas as vias de administracdo. Os possiveis
mecanismos anti-ulcerativos do OEPm foram avaliados, e foi demonstrado que ele
atuava nas vias dos -SH e do NO, e que também com o0s receptores Alfa-2
adrenérgico. Desta forma é possivel concluir que o OE apresenta acao citoprotetora
e que pode atuar sobre a secrecdo de muco, o controle a microcirculacéo e secrecao
de ACh.

Palavras-chave: Ulcera, Pimenta-do-mato, Estdmago, Leso.



ABSTRACT
The species Piper margintum is widely dispersed throughout Central America, South
America, and the Antilles. In Brazil, it is possible to find it in Amazonas, Ceara, Para,
Paraiba and Pernambuco. It is popularly known as “capeba”, “malvarisco”, “pimenta-
do-mato” and “capeba-cheiro”, being used to treat gastrointestinal problems and to
relieve pain in general. Its essential oil is being described in the literature, as it has
several activities, such as: antibacterial, anti-inflammatory, larvicidal and antioxidant
action. Therefore, this study aimed to obtain the chemical composition of the essential
oil, investigate the acute pre-clinical toxicity and the gastroprotective effect, with
possible pharmacological mechanisms of action. The essential oil was extracted
through hydrodistillation, resulting in a yield of 0.37%. The characterization of the
essential oil discovered the identification of 29 compounds, corresponding to 92.42%
of the sample, and among the main components were found: B-pinene (12.41 *
0.67%), (Z2)-asarone (11 .28 = 0.60%), a-pinene (9.77 + 0.53%), exalatacin (8.35 £
0.29%), bicyclogermacrene (7.63 £ 0.02%) and a-phellandrene (7.08 + 0.14%). Acute
toxicity was carried out based on the OECD 423/2002 protocol and resulted in the
manifestation of piloerection in animals that received doses of 550mg/kg and
2,000mg/kg. The gastroprotective activity was evaluated using the Absolute Ethanol
and Ethanol/HCI induction models, and in both models the gastroprotective activity of
the essential oil was verified. The administration of Absolute Ethanol in animals treated
with OPEM resulted in the formation of lesions in only 31.14% (20mg/kg), 15.41%
(40mg/kg) and 5.57% (80mg/kg) of the entire region. glandular. Meanwhile, during the
administration of Ethanol/HCI the dimension was 28.65% (20mg/kg), 16.41%
(40mg/kg) and 6.86% (80mg/kg). OE presents dose-dependent activity and in the
physical barrier test, OEPm is shown to act locally and has systemic action, as its
gastroprotective potential is maintained in both routes of administration. The possible
anti-ulcerative mechanisms of OEPm were evaluated, and it was demonstrated that it
acted on the -SH and NO pathways, and with Alpha-2 adrenergic receptors. In this
way, it is possible to conclude that EO has a cytoprotective action and can act on

mucus function, control microcirculation and ACh assembly.

Keywords: Ulcer, Hot pepper, Stomach, Injury.
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1.INTRODUCAO

A JUlcera gastrica (UG) € uma das doencas dos sistemas digestivos mais
comuns, com uma alta morbidade de cerca de 5 a 10%, sendo um grande fardo na
salide publica no século atual (Zhou et al., 2020). E caracterizada por lesées, que
além de causar danos superficiais nos tecidos, penetra na submucosa subjacente e,
as vezes, atinge a camada muscular externa (Manjegowda; Rajagopal; Dharmesh,
2017).

Praticas cotidianas como habitos alimentares, estresse, ingestao de alcool, uso
de drogas, tabagismo (Manjegowda; Rajagopal; Dharmesh, 2017), bem como a
doenca de Crohn, vasculite, radioterapia abdominal superior e sindrome de Zollinger
Ellison sdo agentes etioldgicos conhecidos. Além disso, a infeccdo por Helicobacter
pylori e o amplo uso de Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) séo fatores de
risco para a ocorréncia de Ulcera, dependendo da sensibilidade individual a
viruléncia bacteriana e natureza dos medicamentos (Lanas; Chan, 2017).

A etiologia e patogénese da UG permanece controversa, apesar dos inimeros
estudos revelarem que é causada pelo desequilibrio critico entre fatores invasivos da
mucosa, como o consumo prolongado de AINES, e os fatores protetores das
substancias gastricas mucosa (especialmente nivel de prostaglandinas e atividade de
enzimas antioxidantes), resultando em rompimento da barreira defensiva da mucosa

gastrica levando a UG (Franke et al., 2005).

Os sintomas da Ulcera séo inespecificos, podendo os pacientes apresentarem
dor abdominal pés-prandial, ndusea, vomito e perda de peso (Lanas; Chan, 2017).
Complicacdes da ulcera, como sangramento com dor intensa, podem implicar risco
de vida. Os avancos nas terapias endoscoOpicas e farmacoldgicas ndo reduziram
substancialmente a mortalidade associada a esse sangramento, que pode chegar a
20%. Além do mais, a geragao de radicais livres e inflamacao séo outras complicagfes
gue parecem agravar o processo ulcerativo (Manjegowda; Rajagopal; Dharmesh,
2017).

Devido ao aumento da incidéncia de Ulceras gastricas e aos efeitos colaterais
associados a algumas das drogas sintéticas utilizadas no seu tratamento, é

necessario encontrar solucbes alternativas para esse problema global (Ofusori;



14

Moodley; Jonnalagadda, 2019). Nesse contexto, acredita-se que um melhor composto
ideal com atividade antiulcerativa possui propriedades antioxidantes para conter o
estresse oxidativo, capacidade de regeneracao da mucosa (Manjegowda; Rajagopal,

Dharmesh, 2017), atividade anti-apoptose e efeito anti-inflamatorio (Shen et al., 2017).

Os Oleos essenciais vem sendo cada dia mais investigados, pelas suas
propriedades curativas e pela grande eficacia como agentes antioxidantes e
antimicrobianos. Sao largamente utilizados na inddstria alimenticia e de cosméticos,
sendo aplicados por conta de caracteristicas como cheiro e gosto que estes
compostos apresentem, assim como também usados com o fim de impedir a acéo

indesejada de microrganismo (Tainter; Grenis, 1993).

A espécie P. marginatum possui ampla distribuicdo no Brasil, sendo possivel
encontra-la em vérias formagdes florestais de diversos biomas. Foi descrita a primeira
vez por um botanico alemdo chamado Nikolaus Joseph von Jacquin durante uma

expedicao pela Centro-América e América do Sul em 1781 (Bra; Guzman, 2016).

Com base na necessidade de obtencdo de novos compostos para tratamento
de doencas relacionadas ao trato gastrointestinal, este estudo objetiva avaliar a
composicao quimica do 6leo essencial obtido das folhas de P. marginatum, e avaliar
o efeito gastrointestinal protetor em modelos de analgesia, anti-inflamatério e lesdo
gastrica com seus possiveis mecanismos de acao, sendo adicionalmente avaliado a
seguranca por meio da avaliacdo da toxicidade aguda em testes toxicologicos pré-

clinicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ANATOMIA FUNCIONAL DO ESTOMAGO

O estbmago € um 6rgéo que pertence ao aparelho digestivo, e que se dispde
entre o esdfago e o duodeno, ele esta principalmente associado a atividades de
armazenamento e processamento quimico e mecanico de alimento, tornando-o um
produto capaz de ser absorvido pelo corpo (Costa, 2008). Além disso, também esta
envolvido na secrec¢do de hormdnios peptidicos.

Anatomicamente, o estdbmago € dividido em cinco partes: a céardia, o fundo, o
corpo, o antro e o piloro. A céardia € uma valvula muscular, por onde ocorre a
passagem do alimento do eséfago para o interior do estbmago e que impede que ele
retorne, resultando em um refluxo gastresofagico. O corpo e o fundo séo as regibes
onde ocorre o armazenamento, processamento e fracionamento do alimento. Ja o
piloro, € a segunda valvula muscular que € responsavel por limitar as dimensdes das

excretas que serdo encaminhadas para o duodeno (Vanputte; Regan; Russo, 2016).

A parede do estdbmago € composta por quatro camadas: serosa, muscular,
submucosa e a mucosa. A serosa compde o revestimento externo do estdmago, a
muscular é a regido composta por fibras musculares lisas, seguida pela submucosa
que é composta por tecido conjuntivo denso, a mucosa € mais interna e reveste todo

o interior do estdbmago (Martini; Timmons; Tallitsch, 2009).

A mucosa € um epitélio colunar simples, uma lamina secretora de muco. Ao
longo desta camada existem pequenas depressfes, denominadas como fovéolas
gastricas, dentro destas ha um conjunto de células responsaveis pela producéo de

acidos e de enzimas digestivas (Rafael, 2023).

Na base de cada fovéola existem as células mucosas, que se dividem
ativamente para a formacdo do sistema de renovagdo continua das células
superficiais, essas estruturas e o conjunto de células que as compdem estao
esquematizados na figura 1. As células secretoras dividem-se em trés tipos: células
parietais, células principais e as células G. As células parietais sdo responsaveis por
secretar cerca de 2 litros de suco gastrico por dia, aléem de também secretar fator

intrinseco, as células principais séo responsaveis pela secre¢cédo de pepsinogénio e as
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células G pela secrecdo do horménio gastrina (Martini; Timmons; Tallitsch, 2009). Em
conjunto, estas estruturas expressam 0s compostos responsaveis pela atividade deste
orgao, desde os envolvidos na regulacdo da secrecdo acida quanto a seus

mecanismos de protecao.

Figura 1 — Esquema: Histologia da parede do estdbmago
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Fonte: Martini; Timmons; Tallitsch (2009).

2.2. SECRECAO GASTRICA

A secregdo gastrica se inicia a partir de incentivos sensoriais, como o odor ou
a visualizagédo do alimento. Tais estimulos s&o capazes de incitar o nervo vago, nucleo
da regido bulbar que tem influéncia sobre as fungbes gastrointestinais. Esses
estimulos serdo encaminhados aos neurdnios do plexo mioentérico e submucoso da
parede estomacal, ambos relacionados a atividades musculares e secretoras. Essa
interacdo resulta na liberacdo de Acetilcolina (ACh) e do Peptideo liberador de
gastrina (GRP). O GRP por sua vez se liga as células G, por meio do receptor do
peptideo liberador de gastrina (GRPR), também chamado de BB2, que ativara a
secrecdo de Gastrina na corrente sanguinea. A Gastrina liberada pelas células G vai
de encontro as células tipo-enterocromafins (ECL), onde ir4 interagir com o receptor
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de colecistocinina 2 (CCK2), essa juncdo tem como consequéncia a liberacdo de
Histamina (Braga et al., 2016; Brunton et al., 2006).

Em seguida, esses trés agonistas passaram a interagir com as células
parentais, que por sua vez iniciam a secrecdo de acido para a cavidade estomacal. A
Gastrina, a Histamina e a ACh iram atuar, respectivamente, nos receptores CCK2, H2
E M3 (receptores muscarinicos), presentes na membrana basolateral da célula
parietal (Braga et al., 2016).

Essa interagéo fara com que a célula tome sua forma ativa, e sua atividade
terd como produto de seu metabolismo o HCI. A secrecao gastrica se dara partir do
H* e OH-, derivados da agua contida no meio intracelular das células parietais. O H*
sera bombeado para a cavidade estomacal por meio de uma bomba de prétons H*/K*
ATPase, que em contrapartida trata K* para o meio intracelular. O OH" ira se associar
a CO2, também presentes na célula, e ira formar HCOgs, esse sera transportado para
a corrente sanguinea por meio de uma proteina antitransportadora, que também trara
Cl para o meio intracelular. Por fim uma proteina cotransportadora sera responsavel
pela secr¢éo de K* e Cl para a cavidade estomacal, assim o Cl- e o H* irdo dar origem

ao HCL (Brunton et al., 2006). Todo este percurso esta esquematizado na figura 2.

Figura 2 — Controle fisiol6gico da secrecao de acido gastrico.
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Fonte: Wallace; Sharkey (2012).
Em paralelo, as células principais interagem com os secretagogos ACh, GRP

e Secretina, e passardo a secretar o Pepsinogénio por exocitose. O mesmo, ao entrar
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em contato com o meio 4cido toma sua forma ativa (a Pepsina). Como é mostrado na
figura 3, isso se dara devido a clivagem de seu segmento N-terminal que ocasiona a
exposicao de seu centro ativo (Azevedo et al., 2010).

Figura 3 — Ativacdo do Pepsinogénio em Pepsina.
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Fonte: Purves et al., (2004).

Por fim, a inibicdo natural da secrecdo gastrica se dara perante a continua
secrecdo de HCI diante ao esvaziamento gastrico, 0 que resulta na acentuada
diminuicdo do pH deste meio. Como resposta a este evento, ocorre a liberacdo do
Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP), que esta envolvido no controle
da secrecéo gastrica. Ele ira interagir com as células D, que ser& estimulada e liberar
Somatostatina, que em momentos em que a necessidade da secrecdo acida tem sua
liberacao inibida por acdo da interacdo da ACh e da Histamina com as células D. Por
sua vez, a Somatostatina ira interromper a secrecdo gastrica por meio de sua
associacdo com as células G e ECL, que consequentemente irdo diminuir a liberacao
da Gastrina e Histamina, resultando na diminuigcdo das atividades das células parietais
(Rodrigues et al., 2005).

2.3. MECANISMOS DE PROTECAO DA MUCOSA GASTRICA

7

A mucosa gastrica é constantemente exposta a substancias nocivas que
podem interferir com a sua integridade, como o HCI e a Pepsina. A fim de evitar as
consequéncias do contato com o0s agentes agressores, a mucosa dispde de um
conjunto de mecanismos gastroprotetor que envolvem a formagéo de uma barreira

protetora, agentes sinalizadores, uma microcirculagdo, um sistema de renovagao
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celular, um conjunto de nervos sensitivos e um sistema antioxidante (Braga et al.,
2016; Hernandes, 2015). Estes mecanismos de gastroprotecdo estao
esquematizados na figura 4.

Figura 4 - Mecanismos de protecao gastrica.
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2.3.1. Barreirade muco e HCOj3"

Em resposta a tais agentes, a mucosa gastrica irad dispor de um conjunto de
mecanismos que irdo auxiliar na manutencado da sua integridade, sendo a primeira
linha de defesa representada por uma barreira muco e HCOs. O muco é produzido e
secretado pelas células mucosas superficiais e € composto por mucinas, estas sao
glicoproteinas que tem a fungéo de constituir uma camada de gel sobre a mucosa.
Este revestimento oferece uma protecdo perante as forgas lesivas da digestéao, as
agressdes mecanicas ou bioldgicas, a possiveis varia¢cdes de pH e sobre mecanismos
de inflamacéo, sendo também importante para a recuperacado da mucosa gastrica em
caso de lesbes (Marques; Reis; Nogueira, 2006). JA o HCOg3, € secretado pelas
células do colo e fica retido no muco, gerando uma barreira protetora que mantém a
superficie da mucosa com um pH entre 6 e 7. Logo, 0 muco seria uma barreira fisica

onde o bicarbonato se ancora, gerando uma protecao quimica para a mucosa.


https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Nogueira,%20Ana%20Margarida%20Miguel%20Ferreira%22
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2.3.2. Microcirculagéo

O aumento do fluxo sanguineo é um mecanismo essencial para a protecao e
restauracdo da mucosa, ademais auxilia na atuagéo de outros aparatos de defesa. A
exposicao a quaisquer agentes irritantes, que ultrapassem a barreira de muco e HCOgs,
rapidamente resulta no aumento do fluxo, que é relevante para difundir os acido ou
toxinas que venham a acumular na camada epitelial (Laine et al., 2008). Ademais, ela
fornece um aporte adequado de nutrientes e hormonios e oxigénio, relevante para a
manutencdo das células do epitélio gastrico. A elevacao do fluxo também ajuda a
prover o aumento da secrecdo de HCOs'. As células que revestem os microvasos da
mucosa liberar NO e PGI2, vasodilatadores que inibem o surgimento de lesoes,
mantém a viabilidade das células endoteliais e impedem a adesé&o leucocitaria no

revestimento interno dos vasos sanguineos desta regiao (Stephen et al., 2007).

2.3.3. Prostaglandinas (PGs)

As PGs sao mediadores lipidicos (eicosanoide) que fornecem uma citoprotecéo
da mucosa gastrica por meio da sua atuacdo sobre a secrecdo acida, o fluxo
sanguineo superficial e na sintese de muco e bicarbonato, além de também atuam
sobre a motilidade e na reparacdo da mucosa (Ferraz, 1996). Operam na mucosa as
PGs I2 e E2, ambas sintetizadas pelas ciclooxigenase-1 (COX-1). A acdo das PGs se
da por meio dos receptores prostandides (EPs), localizados na superficie celular e
acoplados a proteina G, estes apresentam quatro subtipos, deste modo EP1, EP2,
EP3 e EP4, agindo na mucosa gastrica os receptores EP1 relacionados a secrecdo

de HCOgs', EP2 e EP3 a secrecao acida e EP4 a secrecao de muco (Araki et al., 2000).

2.3.4. Oxido nitrico (NO)

O Oxido Nitrico (NO) é mediador gasoso, que é sintetizado pela NO-sintase
(NOS) a partir de Oxigénio e L-arginina, e que exerce varias funcdes fisioldgicas
importantes no sistema digestivo, este influencia na manutencdo da protecédo da
mucosa gastrica e na secrecao gastrica, podendo estar ligado tanto a processos
fisiologicos quanto a fisiopatoldgicos, o NO é importante para a prevencao de injarias,
pois esta associado a processos como: a regulacédo da secrecdo de muco por meio
da sua interacdo com as células epiteliais, estimula o aumento do fluxo sanguineo da

mucosa diante da presenca de uma agente irritante e por modular o reparo da mucosa
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gastrica estimulando a deposicdo de colageno pelos fibroblastos e estimular a
angiogénese (Schaffer et al., 1996; Holzer e Sametz, 1986; Wallace e Miller, 2000).
Bem como, inibe a secrecao gastrica pelas células parietais, aumentando a liberacéo
de Somatostatina pelas células D, que interagem com as células ECL e células G e

cessam a producao de Histamina e Gastrina (Berg et al., 2005).

Quando é produzido em pequenas quantidades o NO exerce efeitos benéficos
para trato gastrointestinal, porém em grandes quantidades pode agir em favor a
processos fisiopatologicos, causando reducdo da funcdo da barreira de muco
afetando sua permeabilidade e capacidade de protecdo (Schaffer et al., 1996).

2.3.5. Somatostatina

A Somatostatina € um peptideo inibitorio liberado pelas células D da mucosa
gastrica. Seu efeito gastroprotetor origina-se de sua capacidade de promover a
inibicdo da secrecédo gastrica por meio de dois mecanismos distintos, a qual pode agir
diretamente nas células parentais, ou pode inibir a secrecao gastrica de forma indireta
inibindo a secrecao de Histamina e de Gastrina, ao interagir das células ECL e células

G de maneira reciproca (Komasaka et al., 2002).

2.3.6. Renovacéao celular do epitélio gastrico

Além dos componentes fisicos que auxiliam na sua protecdo, a mucosa gastrica
dispbe de um sistema de renovacédo células que funciona de forma constante. Este
mecanismo trabalha de forma ativa, garantindo a substituicdo de células danificadas
ou envelhecidas, levando cerca de uma semana para substituicdo completa de todo
epitélio. Nas invaginacdes do epitélio superficial um conjunto de células sofre divisbes
dando origem a uma linhagem reserva de células progenitoras, que apds o surgimento
de uma lesdo, migram e reparam a area danificada, a substituindo por células

saudaveis (Laine; Takeuchi; Tarnawsk, 2008).

A proliferacdo destas células depende do fator de crescimento epidérmico
(EGF) que é ativado pela PGE2 e pela gastrina, o EGF ndo esta presente na mucosa
gastrica normal, porém é encontrado no limen gastrico derivado das glandulas

salivares e esofagicas (Tarnawski et al., 1992).
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2.3.7. Sistema Antioxidante

As defesas antioxidantes tém o objetivo de complementar a protecdo da
mucosa gastrica, principalmente ao impedir as consequéncias da existéncia de niveis
altos de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). As EROs séo derivadas de vias
metabdlicas que envolvem o uso de Oz em reacdes de hidroxilagdo e oxigenagéo,
gquando presentes em quantidade moderada sado de grande importancia para a
manutencdo do equilibrio metabdlico celular e podem agir na defesa imunoldgica
contra agentes infecciosos (Baynes e Dominiczak, 2011). S&o energeticamente mais
reativas que o oxigénio molecular, e com maior facilidade podem reagir com outras
substancias podendo gerar uma cascata de reacdes, e podendo provocar injuria
tecidual (Almondes et al., 2010). Em altas concentracdes podem estar relacionados
ao desenvolvimento de patologias, pois devido a sua alta reatividade podem promover
danos ao DNA e ao RNA, causar a perda da atividade de enzimas através da interacéo
com aminodcidos e levar morte celular por conta oxidacao de lipidios de membranas
(Barreiros et al., 2006).

Desta forma, para limitar o efeito deletérios das EROs, expressar-se um
sistema de defesa antioxidante que é composto por substancia que se apresentam
em concentragces menores que 0 agente oxidante e que sdo capazes de inibi-los,
podendo agir diretamente ou indiretamente, participando de uns sistemas enziméaticos
(Barbosa et al., 2010). Os Grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (SHs) sdo essenciais para
evitar o aumento do nivel de espécies EROs (Barbosa et al., 2010). Como a
Glutationa, que € um composto sulfidrico ndo-protéico mais presente nas células
animais e que é essencial para a manutencéo da integridade da mucosa gastrica, é
um defensor celular contra o estresse oxidativo e age contra agentes como as EROs,
ela pode se apresentar em estado reduzido (GSH) ou oxidado (GSSH), e atua inibindo
possiveis danos gastricos que poderiam ser induzidos pelas EROs e pelos produtos

de peroxidacéo lipidica (Baynes e Dominiczak, 2019).

2.3.7. Neurbnios sensoriais aferentes

O sistema nervoso entérico prolonga-se por todo trato gastrointestinal (TGi), e
esta envolvido no controle de atividades como a motilidade e o controle de secrecbes
de todo TG, esta rede nervosa € composta por dois plexos: o plexo mioentérico, que

€ responsavel pelo controle motor; e o plexo submucoso, que regula a secrec¢éo, fluxo
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vascular e o transporte de liquidos (Frauches et al.,, 2016). As fibras nervosas
aferentes da mucosa gastrica e 0s vasos da submucosa encontram-se associadas
aos neurdnios sensoriais aferentes primarios, essa rede € capaz de perceber e
conduzir informacdo de dor para o sistema nervoso central, e estdo ligados a

capacidade de defesa da mucosa gastrica (Holzer e Sametz, 1986).

A percepcdo do estimulo nocivo é feita pelo receptor transitorio potencial
vaniléide 1 (TRPV1), presentes nos neurdnios sensoriais aferentes primarios, esses
receptores podem ser incitados por fatores como: baixo pH, temperatura e por
substancias pro-inflamatéria (Peng et al., 2010). O TRPV1 é estimulado ao haver o
rompimento da barreira de muco e exposicao das células da mucosa ao acido, assim
ele estimula a liberacado de NO, que resulta no aumento da circulacao e no estimulo
de outros mecanismos de defesa como secre¢do de HCO; ~ e inibicdo da secrecéo
de acido gastrico (Medeiros, 2009).

2.4. ULCERAS GASTRICAS (UGs)

A UGé um disturbio inflamatério que se caracteriza pela formacédo de
obstrucbes na parede do estdbmago. Ela pode ter como fatores etiolégicos: o
tabagismo, o consumo excessivo de alcool, dietas ricas gordura, estresse, 0 uso de
anti-inflamatoérios ndo esteroides e a infeccdo por H. pylori, tal condicdo apresenta
anualmente cerca 8,09 milh6es de casos em todo o mundo, sendo a maioria destes
provenientes de individuos do sexo masculino que apresentam entre 20 e 50 anos
(Xie et al., 2022).

A principio, a maioria dos casos de UGs séo reversiveis, porém diante da
auséncia de tratamento e da mudanca de habitos, pode haver a incidéncia de
complicacBes e risco a vida. O agravamento pode se dar pela presenca de pontos
hemorragicos nas regifes lesionadas que séo indolores e notados apenas pela
presenca de sangue no vomito e nas fezes, pela formacéo de perfuracdes na parede
do estdbmago, pelo inchaco do tecido inflamados ou pelo desenvolvimento de um

cancer na regiao (Vakil, 2023).

Seu diagnéstico definitivo é feito por meio da endoscopia digestiva alta,

indicada apos identificacdo dos sintomas habitualmente apresentados por portadores
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da UGs, neste exame é possivel visualizar todo interior do estdbmago além de

possibilitar a coleta de uma amostra de tecido.

2.4.1 Fisiopatologia

De forma geral, a fisiopatologia das UGs se da pelo desequilibrio entre fatores
agressivos e defensivos da mucosa gastrica, ou seja, quando a sobrecarga de
agressoes e desajuste ou insuficiéncia na resposta defensiva, esse fenomeno pode
ser visto na figura 5. A eventual ocorréncia desta desordem pode derivar da influéncia
de fatores enddgenos, como o caso de portadores de sindrome de Zollinger-Ellison
(Almedo et al., 2011). Ou por elementos relacionados ao estilo de vida, como o alcool,
os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e o cigarro, ademais pela acédo de
agentes infecciosos como € o caso da H. pylori (Carvalho, 2013). Sendo um reflexo
da intervencdo de um conjunto de fatores, que podem envolver o aumento da
secrecdo de &cido, a producdo de EROs, degradacdo da matriz extracelular e a
interferéncia da resposta defensiva. Evidéncias tém demonstrado a importancia das
EROs na danificacdo do tecido, estas ao serem geradas d&o inicio a uma reacdo em
cadeia que resulta na peroxidacao lipidica e na morte celular (Bandyopadhyay et al.,
2002).

Figura 5 - Mecanismos de lesdo gastrica e prote¢éo.
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A infeccéo por H. pylori, € o fator etiolégico mais comum em portadores de UGs,
este agente acomete cerca de metade da populacdo mundial e é responsavel por 80%
dos casos UGs (Fernandes, 2016). A inflamagéo causada pela presenca de H. pylori
deriva de diferentes mecanismos, mas em destaque estdo os efeitos causados pelo
gene vacA, que codifica a citotoxina vacuolizante, este é o fator adaptativo que
possibilita que a bactéria sobreviva a acidez géstrica e consiga atravessar o limen do
estbmago, e é responsavel pela degeneracao superficial do epitélio gastrico (Bodger
e Crabtree, 1998). A citotoxina vacuolizante induz a formacdo de vacuolos no
citoplasma das células epiteliais e induzir a morte celular por apoptose, também capaz
de estimular uma resposta inflamatéria por meio do aumento da expressédo de COX-2
(Braga et al., 2016).

7

O consumo de bebidas alcodlicas é capaz de provocar grande estimulo na
secrecdo acida gastrica e na liberacdo de gastrina, assim como também aumenta a
producdo de radicais livres, estes agentes afetam a liberacdo de hormobnios e a
regulacdo das funcdes nervosas envolvidas na secrecao acida, além de que a longo
prazo sdo capazes de induzir a formacao de distdrbios na microcirculagéo da mucosa

(Singer; Teyssen; Eysselein, 1991).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) em uso prolongado também sdo
capazes de induzir o surgimento de lesdes, seu consumo esta principalmente

N s ep e

protetoras na mucosa gastrica (Castel-Branco et al., 2013)

A sindrome de Zollinger-Ellison, também denominada como Gastrinoma ou ZE,
€ uma condi¢do que se caracteriza pelo surgimento de tumores no sistema digestivo,
e que tem como efeito secundario o surgimento de Ulceras. Os gastrinomas resultam
da secrecdo exacerbada de Gastrina, que por consequéncia resultam no estimulo
continuo da secrecao acida, o que possibilita que o pH deste meio se mantenha mais
baixo que o habitual (Hung et al., 2003). Este e outros fatores podem resultar no
aumento da secrecao, porém por si s6 o acido ndo é o capaz de conduzir a formacgéo
de uma Uulcera gastrica, mas diante do enfraquecimento da resposta defensiva ele

consegue causar um processo ulcerativo (Gustafson e Welling, 2010).
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2.4.2. Modelos inducéao aguda de UGs

O uso de modelos experimentais € de grande importancia no campo das
ciéncias médicas, pois por meio destes € possivel modelar condi¢cdes similares as
humanas e assim tornar viavel o entendimento da fisiologia e da etiopatogenia de
doencas e da acdo de farmacos, respeitando o limiar da barreira ética (Ferreira;
Hochman; Barbos, 2005). Os camundongos sao os mais aplicados na area da
experimentacao envolvendo disturbios gastrointestinais. Isso se déa principalmente por
possuirem caracteristicas fisioldgicas e anatdmicas homélogas ao serem humanos,
serem de facil manipulacdo, apresentarem ninhadas volumosas e periodo de

gestacao curto (Chorilli; Michelin; Salgado, 2007).

Vale ressaltar que estes animais apresentam questbes adaptativas
relacionadas ao seu héabito alimentar, assim como em outros mamiferos. Como é
mostrado na figura 6, seus estbmagos apresentam uma por¢ao isenta de glandulas e
semelhante a uma dilatacdo do es6fago, denominada como porcdo ou regido

aglandular, que é um local destinado a digestédo fermentativa (Bertassoli et al., 2013)

Figura 6 - Esquema representativo e estbmago de ratos, com regides e subdivisdes.
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Fonte: Bertassoli et al., (2013).

A fim de compreender os diferentes mecanismos por tras da formagédo das
UGs, foram desenvolvidos métodos de inducdo em modelos animais, fazendo uso de
modelos como: o etanol Absoluto, o etanol Acidificado, e por anti-inflamatorias néo-
esteroidais (AINES).


https://www.researchgate.net/profile/Bruno-Bertassoli
https://www.researchgate.net/profile/Bruno-Bertassoli
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7

O modelo experimental do etanol Absoluto é densamente usado para
compreensao das UGs, além de ser frequentemente aplicado para avaliar compostos
gue possam apresentar atividade anti-ulcerativa. A formacdo de UGs pela acédo do
etanol € complexa e depende de varios fatores, que envolvem uma atuacao topica e
sistémica. Este agente necrosante é capaz de solubilizar a barreira de muco, assim
destruindo a primeira linha de defesa da mucosa, e a expor ao HCl e a Pepsina,
causando danos as suas células (Rahman; Dwivedi; Jena, 2020). Ademais, atua sobre
a microcirculacdo do estdbmago, podendo causar reducdo do fluxo sanguineo por
conta da vasoconstricdo dos capilares e pontos de hiperemia, que resultam na ruptura
de vasos sanguineos e na formacédo de edemas, desta forma reduzindo a capacidade
de eliminacdo de radicais livres e toxinas por esta via (Oates e Hakkinen, 1988).
Promove a peroxidacao lipidica, devido ao acumulo de radicais livres derivados das
lesGes da circulacdo e gerados pelo e processo de oxidagdo do etanol, assim como
também por causa da reducdo nos niveis de GSH (Mizui e Doteuchi, 1986). Além
destes, a administracao de etanol também pode estar associada ao desequilibrio da
secrecdo gastrica, sendo esta questdo dependente da concentracdo a qual for
administrado e resultante da sua relagdo com promocao do aumento da secrecéo de
Gastrina e Histamina (Matsuno; Sasaki; Okabe, 2000).

O etanol Acidificado tem a capacidade de agravar e acelerar o processo
ulcerativo, promovendo o surgimento de leses hemorragicas e necréticas, sendo
aplicado em modelos cronicos de UGs. A presenca de HCI junto ao etanol mostra que
tais componentes sdo mais prejudiciais quando estdo juntos de que quando atuam
individualmente, pois o aumento da disponibilidade de HCI junto a presenca do etanol
possibilita que o acido flua pelo tecido desprotegido, adentrando nas membranas das
células expostas (Barreto et al., 1993).

Indometacina é um exemplo de AINES, este farmaco é referéncia neste modelo
de inducdo pois é o que apresenta melhor potencial ulcerativo perante os demais da
mesma classe (Sales et al., 2019). O mecanismo por trds da formacéao de lesGes deste
modelo envolve a inibicdo de determinados fatores defensivos da mucosa gastrica. O
desenvolvimento das Ulceras se da por meio da inibicdo das enzimas COX-1 e COX-
2, e assim inibe a biossintese das prostaglandinas que atua na prote¢do da mucosa

gastrointestinal (Sandoval et al., 2017). Como resultado, acarretara a diminuicdo da
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producdo da barreira de muco e HCOgs", do controle da secrecdo géastrica e no fluxo
sanguineo (Wallace, 2001).

2.4.3. Farmacoterapia das UG

Na maior parte dos casos, o tratamento para UG envolve o desenvolvimento
de bons habitos de vida além da utilizacéo de farmacos, que podem agir regulando as
funcBes e reduzindo a acidez do estbmago, sendo a intervencéo cirargica destinada
apenas em casos avancados (Vakil, 2023). De forma geral, no tratamento das UGs
sdo usados farmacos que atuam no controle da acidez gastrica como: Antiacidos,
Inibidor de Bomba de Protons (IBP) e os Antagonistas dos receptores H2 da histamina;
Ou Farmacos protetores, como: Sais de bismuto e Sucralfato.

Quando esta patologia tem como agente etiolégico a H. pylori, o tratamento
aplicado faz uso do esquema do triplice convencional, onde sdo administrados dois
antibioticos de forma conjunta a um IBP (Teixeira et al., 2016).

2.4.3.1. Farmacos moduladores da acidez gastrica

Os Antiacido sé@o os farmacos mais tradicional e sdo usados em casos iniciais
de inflamacéo e evitar o surgimento de lesdes. Eles agem neutralizando o contetdo
gastrico que ja foi secretado e causam o aumento do pH géstrico, tendo como
consequéncia a inibicdo da atividade da pepsina. Exemplos de antidcidos séo: o
Carbonato de Calcio, o Bicarbonato de Sodio e os sais de Magnésio e de Aluminio.
Este farmaco tem acédo rapida e eficaz contra a pirose, porém seu uso prolongado
esta relacionado a efeitos adversos, seu uso pode interferir na absorcao e na atividade

de outros farmacos e de nutrientes (Santos, 2016).

Os Antagonistas dos receptores H2 da Histamina foram introduzidos no
mercado farmacéutico nos anos 70, sdo 0s pioneiros quando se refere ao tratamento
de UGs por meio da supresséo da acidez gastrica. Seu surgimento, e dos IBP, sao
responsaveis pela reducédo significativa nos agravamentos das UGs, causando uma
diminuicdo de 85% na incidéncia de casos cirargicos (Saul et al., 2007). Esta droga
irh competir seletivamente com a Histamina pelos receptores H2, que estdo presentes
nas células parentais, e irdo reduzir a secrecdo gastrica. S&o0 exemplares a

Cimetidina, Ranitidina, Famotidina e Nizatidina, e raramente séo ligados a efeitos
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adversos, porém em alguns casos podem ser relatados quadros de diarreia, dores
musculares, alopecia, hipergastrinemia e ginecomastia em homens, ademais podem
potencializar a acdo de alguns farmacos como anticoagulantes e antidepressivos
(Breggia et al., 2000).

Os IBPs surgiram no final dos anos 80, tendo o omeprazol como primeiro
representante (Saul et al., 2007). Este tipo de farmaco atua controlando a secrec¢éo
géstrica por meio da inibicdo da enzima H*/K*-ATPase, presente nas células parietais.
Os IBPs assumem sua forma ativa em meio acido, por isso devem ser administrados
minutos antes de uma refeicédo, pois € o periodo em gque a o estimulo da secrecéo
gastrica. Ja ativo, ele se ligard a H*/K*-ATPase de forma irreversivel, ocasionando a
supresséao desta e impedindo a troca de H* e K*, evitando a etapa final da producéo
de HCI (Wannmacher, 2004). Também sdo exemplos de IBPs o Lansoprazol,
Pantoprazol, Rebeprazol, Esomeprazol e o Dexlansonprazol. Sdo usados no
tratamento de diversas patologias relacionadas a secrecéo acida gastrica, mas podem
ocasionar efeitos adversos graves. Sao muitas vezes prescritos de forma inadequada
e por longos periodos, também estéo ligados a automedicacgéao indiscriminada, e isso
se da principalmente pela falta de controle da venda em farméacias comunitarias
(Rodrigues et al., 2015). Em dose habitual os efeitos mais comuns sdo nauseas, dor
abdominal, prisdo de ventre, flatuléncias e diarreia, seu uso continuo pode interferir
na capacidade digestiva do estdbmago e comprometer a absorcéo de célcio e ferro,
podendo ser base para o desenvolvimento de um quadro de Anemia Ferropriva e
Osteoporose, além de afetar toda a microbiota do trato gastrointestinal (Yu et al.,
2017). A ingestao prolongada de doses superior a 20 a 40mg/dia pode estimular uma
hiperplasia, pois os IBPs podem atuar diretamente estimulando e acelerar proliferagéo
celular e o crescimento do tecido, também estéo ligados desenvolvimento de casos
de hipergastrinemia e de tumores carcindides do estbmago e célon (De Lima; Anjos,
2013).

2.4.3.2. Farmacos Protetores da mucosa gastrica

Os Sais de bismuto surgiram na metade do século XIX, onde eram usados no
tratamento da dor abdominal associada a indigestdo e gases (Zaterka, 2000). Este
medicamento age diante da acidez gastrica, formando uma camada protetora e

insolivel que se deposita sobre a local lesionado e ao seu redor, formando uma
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camada protetora insollvel e assim reforcando a barreira de muco e impedindo o
ataque de agentes agressivos (Santos et al.,, 2016). Desta forma, o mesmo
impossibilita que a lesdo avance e torna possivel a cicatrizacdo completa da area

afetada.

O Sucralfato € um complexo constituido por sulfato de sacarose e hidroxido de
aluminio, seu mecanismo farmacolégico consiste em atuar como um “curativo
quimico” que se adere a mucosa lesiona e a tornar mais resistente a danos, além de
auxilia na restauracao de sua integridade (Tighe et al., 2009). Diante da acidez do
estbmago este complexo é desassociado, adquire carga negativa e toma forma de um
gel, que se adere as regides lesionadas por meio da ligagdo com as proteinas de
carga oposta presentes na mucosa, e que sdo abundantes em &reas lesionadas,
juntamente também estimulam a liberagcéo de prostaglandinas, a produ¢édo de muco e

a angiogénese (Nagashima, 1981).

2.5. PRODUTOS NATURAIS NA PROTECAO GASTRICA

No Brasil o uso e manejo de plantas é um traco cultural forte, e que mesmo
diante do passar do tempo néo se perde, principalmente quanto ao seu uso aplicado
em necessidades basicas de saude. Possivelmente isso se da pela diversidade e ao
baixo custo que é fornecido por esta terapéutica, além de ser um habito comumente
transmitido verticalmente entre geracdes, desta forma, devido ao seu custo, sua
relagdo com a populacdo e por ser um meio de suprir déficit de medicamento, o
Sistema Unico de Salde (SUS) incorporou os fitoterapicos como uma OpG&o
terapéutica para seus usuarios (Ibiapina et al., 2014).

E evidente que cada vez mais a populacéo Brasileira vem aumentando a busca
por fitoterdpicos para suprir necessidades que nao se limitem apenas as basicas.
Entre 2013 e 2015 houve um aumento de 161% em buscas por este tipo de insumo
em farmacia de atencao basica (Maciel, 2016). Possivelmente, esta alta pode derivar
da conscientizagdo que a populacdo vem adquirindo sobre as consequéncias
relacionadas ao consumo exacerbado e irracional de medicamentos, pelo constante
reajustes em seus valores e pelos aumentos da producéo e divulgacdo de conteudo

cientificos abrangendo produtos naturais.
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Um exemplo a ser pontuado, seria o tratamento para les6es gastricas, um dos
focos envolvendo o campo da experimentacdo de farmacos naturais. Este tipo de
patologia apresenta uma alta taxa de incidéncia e uma terapéutica custosa, devido a
isso, possivelmente, o sistema publico ndo consiga arcar completamente esta
demanda. O tratamento das UGs pode envolver trés tipos de abordagens, envolvendo
farmacos com capacidades citoprotetora, de controlar a acidez ou a secrec¢ao gastrica,
além de poder estar associado ao uso de antibiéticos (Teixeira et al., 2017). A classe
de agentes terapéuticos mais aplicadas em seu tratamento sdo os IBPs, que apesar
de serem um dos agentes por tras da reducdo da ocorréncia de casos, geralmente
estdo envolvidos em probleméticas que podem resultar em complicacbes médicas,
comumente: sdo indicados de forma precipitadas, sdo usados de forma continua, sdo
vendidos de forma irregular e sdo tomados sem a indicacdo e orientacdo médica
(Silva, 2021).

Devido a este fato, a busca por produtos naturais gastroprotetores tem
aumentado. Este investimento tem como foco encontrar um agente natural capaz de
substituir os farmacos comerciais e disponibilizar um que leve a remissdo completa
das UGs, algo que ainda n&do encontrado no mercado farmacéutico. Pesquisas
recentes tém demonstrado uma variedade de plantas com propriedades terapéuticas,
e que apresentam uma variedade de compostos quimicos que apresentaram atividade
antiulcerativa e contra disturbios do TGI.

2.6. ASPECTOS GERAIS E APLICACOES DE Piper marginatum

A familia Piperaceae € de grande relevancia para o campo da Etnobotanica,
pois além serem um dos maiores géneros de angiospermas basais, tendo 12 géneros
e 1.400 espécies, elas estdo frequentemente ligadas a culturas tradicionais e
envolvidas em atividades medicinais, ritualisticas ou ornamentais (Souza; Lorenzi,
2008). Dentro desta familia se destaca o género Piper, que devido as suas
caracteristicas morfologicas e fisiolégicas elas tornam-se fontes aptas para o
fornecimento de produtos alimenticios, decorativos e terapéuticos, este género
apresenta uma grande variedade de espécies com acao farmacologica e fitoquimica,
como por exemplos: Piper chaba (Taufig et al., 2005); Piper mollicomum (Potrich et

al., 2014) e Piper tuberculatum Jacg. (Pereira et al., 2020).
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Dentre essas P. marginatum, exibida abaixo na Figura 7, uma das mais citadas
guando se refere ao uso medicinal tradicional (Pereira et al., 2020). Esta espécie tem
sua distribuicdo geografica na Ameérica Central, América do Sul e Antilhas. Sendo o
Brasil, Suriname e Guiana Francesa os centros onde ha os maiores indices de sua
incidéncia. No Brasil, a mesma pode ser encontrada nos estados do Amazonas,
Ceard, Para, Paraiba e Pernambuco (Cavalcante, 2013). Em territério brasileiro, P.
marginatum €& popularmente denominada como Capeba, Malvarisco, Pimenta-do-
mato, Capebacheirosa e Nhandi, e em comunidades locais tém seu uso destinado a

medicina e a culinaria tradicional.

Figura 7 — Folhas de P. marginatum. Registro da coleta, na cidade de Jaboatdo dos Guararapes-PE.

Fonte: A autora (2023).

Estudos Etnofarmacoldgicos apontam que esta planta € comumente utilizada

como fitoterpico, tal como tendo suas folhas e raizes destinadas em decocc¢des ou
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macerados e aplicadas no tratamento reumatismo, dor de dente, dor abdominal,
doencas hepéticas e vesiculares, asma, coceira e picadas de cobras e insetos (Pereira
et al., 2011). A raiz desta planta pode ser utilizada de maneiras variadas de acordo
com o objetivo do uso, como através de cha, emplastro, banho e compressa para o
tratamento de dor, sendo efetiva também como antisséptica e cicatrizante (Pereira et

al., 2007). O quadro a 1 apresenta maiores informacfes a respeito da aplicacao

popular da P. marginatum.

Quadro 1 — Aplicacbes de P. marginatum na medicina tradicional pelas comunidades locais

Brasileiras.
Parte da Propriedades medicinais, ou Modo de Referéncias
planta aflicdes tratadas aplicacao
Folhas Reumatismo, pele sangrando Decoccao Corréa e
Feridas, dor de dente e tumores Pena (1984),
D’Angelo et
al., (1997)
Folhas Feridas, dor de dente, tumores e para Esfregado Branch e
reduzir inchacos. com Silva (1983),
gordura e Duke e
como Vasquez
cataplasma (1994)
Raizes Para aliviar inchago causado por Maceracdo | Pereira et al.,
picadas de insetos e também como (2011)
analgésicos.
Folhas e Como antiespasmadico, para tratar Usado Pereira et al.,
frutos Tosse e afeccdes do baco, figado e topicamente (2011)
intestino.
Caule, Hipertenséo arterial, asma, erisipela, Infuséo Albuquerque
folhas e | problemas com sistema urinério e como et al., (2007)
raizes diurético.

Fonte: Jenifer et al., (2016).

E relatado que seu 6leo essencial pode apresentar amostras com divergéncias

em seu perfil quimico a depender da origem regional de onde foi coletada, isso se da
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devido a fatores como: método de cultivo, a forma de manuseio e armazenacao,

estado fenoldgico e condi¢cdes geo-botanicas do ambiente (Sanchez et al., 2011).

Diversas atividades bioldgicas ja foram remetidas ao 6leo essencial das folhas
de P. marginatum, em literatura seu 6leo essencial, obtido a partir de suas folhas ja
apresentou atividades como: antifingica e antibacteriana (Sanchez et al., 2011),

leishmanicida (Macédo et al., 2020) e larvicida (Autran et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

v Investigar a toxicidade e possiveis efeitos farmacologicos gastroprotetores do o

Oleo essencial P. marginatum.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter o 6leo essencial P. marginatum;
Obter a composicao quimica do 6leo essencial,
Investigar a toxicidade aguda;

Avaliar o efeito gastroprotetor;

S S N NN

Investigar os mecanismos envolvidos na gastroprotecao do Oleo essencial.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

A coleta das e folhas de P. marginatum foi feita na regido da rodovia BR - 408,
nas imediacdes do bairro Curado, localizado na cidade de Jaboatdo dos Guararapes-
PE, no periodo de janeiro de 2023. ApGs a coleta, o material foi processado no
Laboratério de Enzimologia (LABENZ), pertencente ao Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE. O material foi lavado, secado e
pesado, e depois triturado em um processador junto a agua destilada, em seguida, foi
submetido ao processo de hidrodestilacdo, em um Clevenger por um periodo de 4
horas. O material utilizado neste estudo foi identificado e teve uma exsicata
depositada no Herbario Semiarido do Brasil (HESBRA / UAST / UFRPE) sob o nimero
55819.

4.2. CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

As identificacdes dos componentes do 6Oleo essencial foram realizadas em
Agilent 5975C (Series GC/MSD), equipado com coluna DB-5, seguindo as condicdes
cromatograficas descritas por Silva et al., (2020) e Veras et al., (2020). As andlises
guantitativas foram feitas nas mesmas condi¢cdes das descritas para o GC-MS em um
equipamento Thermo TraceGC Ultra, equipado com uma coluna VB-5 e um detector
tipo DIC a 250°C. As identificacdes feitas por CG-EM foram feitas comparando-se 0s
espectros de massa obtidos pelo equipamento com os das bibliotecas do equipamento
(MassFinder 4, Dr. Hochmuth scientific consulting, Hamburg, Germany); NIST08 Mass
Spectral Library (ChemSW Inc. Fairfield, CA, USA); Wiley Registry™ of Mass Spectral
Data 9th Edition (Wiley, Hoboken, NJ, USA). Comparou-se também com os espectros
publicados por Adams, (2007) e seus 24 indices de retenc¢ao calculados por co-injecao
da amostra dos 0leos essenciais com solucéo de padrdes de hidrocarboneto C9-C30,
calculados pela equacao de Van den Dool and Kratz (1963). As quantificacdes em CG

foram feitas em triplicata para obtengcao de desvio padréo

4. 3. MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

Foram utilizados camundongos Swiss albino fémeas com 10-12 semanas de

idade, pesando entre 30 e 35 g, provenientes do biotério do Laboratério de
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Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE. Os animais foram mantidos no biotério
de experimentacdo animal do Departamento de Bioquimica da UFPE, sob
temperatura (22 = 2 °C) e luminosidade controladas (12 horas de claro e 12 horas de
escuro), com 4gua e racao ad libitum. Apés uma semana de adaptacado os animais
foram divididos ao acaso de acordo com as avaliagfes a serem realizadas em seus

respectivos grupos.

Todos os procedimentos éticos foram realizados de acordo com as
recomendacdes do Conselho de OrganizagBes Internacionais de Ciéncias Médicas
(CIOMS) e Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal/Brasil
(CONCEA), aprovados previamente pelo CEUA da Universidade Federal de
Pernambuco, sob o nimero 0060/2023 CEUA/UFPE.

4.3.1 Avaliagdo da Toxicidade Aguda

Para a avaliagdo da toxicidade aguda foi utilizado o protocolo da OECD
423/2001. Foram utilizados camundongos albinos da linhagem Swiss, fémeas,
pesando entre 30 e 35g. O Oleo Essencial de P. marginatum (OEPm) foi diluido em
solugdo Salina (0,9%) e Tween 80. Os animais foram divididos em 8 grupos com 3
animais cada e separados quanto a dose de 6leo a ser recebida: grupo (1)
controle/salina, grupo (2) 1.75mg/kg, grupo (3) 5.5mg/kg, grupo (4) 17,5mg/kg, grupo
(5) 55mg/kg, grupo (6) 175mg/kg, grupo (7) 550mg/kg e grupo (8) 2.000mg/kg. Os
animais foram observados durante as primeiras 4 horas apés a administracdo, e
posteriormente a observacao foi feita diariamente durante o periodo de 14 dias. Foram
observados parametros como: alteracbes na pele, nos pélos, nos olhos, mucosas,
desconforto respiratorio, alteracdes motoras do comportamento, tremores,
convulsBes, salivacdo, diarreia, letargia. Apds o teste, os animais foram

eutanasiados.

4.4. AVALIACAO DO EFEITO ANTI-ULCERATIVO GASTRICO

4.4.1. Ulcera gastrica induzida por etanol

O experimento foi realizado de acordo com o método descrito por Robert et al.,
(1979) com modificagbes. Resumidamente, os animais ficaram em jejum por 24 horas

com acesso livre a agua contendo glicose a 5%, antes do experimento, foram
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distribuidos aleatoriamente em sete grupos (n = 6), sendo: nativo (ndo receber
nenhum tratamento), controle negativo (solucdo salina, 0,9%), controle positivo
(Pantoprazol 30mg/kg; v.0.) do Oleo essencial de P. marginatum em trés diferentes
doses (20mg/kg, 40mg/kg e 80mg/kg; v.0.), baseadas na administracdo convencional
dos IBPs. Uma hora apds administracdo dos compostos, os camundongos foram
tratados com etanol Absoluto via oral (0.2mL /30g de animal), para inducéo das lesdes
gastricas. Uma hora ap0s a aplicacao do tanol, os camundongos foram eutanasiados,
tendo os estdmagos removidos, lavados com tampé&o PBS gelado (pH = 7,4) e abertos
ao longo da maior curvatura, pressionados entre as placas de vidro, para melhor
visualizacéo e fotografados para analise das lesBes. As extensdes das lesGes foram
medidas em mm? e foram expressas em porcentagem (%) de ulceracéo em relacédo a

area total do corpus usando o software ImageJ (Verséo 1.45).

4.4.2. Ulcera gastrica induzida por etanol / HCL

O experimento foi realizado de acordo com o método descrito por Rahgozar et
al., (2001) com modificagdes. Resumidamente, os animais ficaram em jejum por 24
horas com acesso livre & agua contendo glicose a 5%, antes do experimento, sendo
distribuidos aleatoriamente em sete grupos (n = 6), sendo: nativo (ndo recebera
nenhum tratamento), controle negativo (solucdo salina, 0,9%), controle positivo
(Pantoprazol 30mg/kg; v.0.) do 6leo essencial de P. marginatum em quatro diferentes
doses (20mg/kg, 40mg/kg e 80mg/kg; v.0.). Uma hora apdés administracdo dos
compostos, os camundongos foram tratados com etanol acidificado com 0,3M de HCI
via oral (0.2mL/30 g de animal), para inducdo das lesbes gastricas. Uma hora apés a
aplicacéo do etanol, os camundongos foram eutanasiados. Em seguida as extensdes
das lesBes foram expressas em porcentagem (%), conforme detalhado no tépico
4.4.1.

4.4.3. Teste de barreira fisica

Para avaliar se o 6leo essencial de P. marginatum atua como barreira fisica
(mecénica) protegendo a camada de muco da acdo do etanol, o teste de barreira fisica
foi realizado de acordo com a metodologia de Vidal et al., (2017). Os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais (n = 6), sendo: nativo (ndo recebera nenhum

tratamento), controle negativo (solugdo salina, 0,9%), do Oleo essencial de P.
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marginatum via oral (80mg/kg; oral, v.0.) e do Oleo essencial de P. marginatum via
intraperitoneal (80 mg / kg; intraperitoneal, i.p.). Uma hora ap6s o tratamento oral
(v.0.), e 30 minutos via intraperitoneal (i.p.), os camundongos tratados receberam
etanol Absoluto (0.2mL/30g de animal) administrado por via oral para induzir lesdes
gastricas, sendo eutanasiados apd6s uma hora da administragdo do agente agressor.
Os estdmagos foram retirados, lavados e abertos ao longo da grande curvatura,
prensados entre placas de vidro para melhor visualizacdo, sendo fotografados para

analise das lesoes.

4.5, INVESTIGACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA
GASTROPROTECAO

4.5.1. Canais K + dependentes de ATP (K + - ATP)

A avaliacédo foi realizada de acordo com Rahgozar et al., (2001). Dois grupos
de animais (n = 6) foram tratados com 10mg/kg, i.p. glibenclamida (bloqueador seletivo
dos canais de potassio) 30 minutos antes da administracdo do 6leo essencial de P.
marginatum 80mg/kg; v.0. ou solugao salina 0,9%. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com etanol Absoluto via oral (0.2mL/30 g de animal),
para inducdo das lesdes gastricas. Uma hora ap6s a aplicacdo do etanol, os
camundongos foram eutanasiados. Em seguida foi tomado o mesmo procedimento

detalhado conforme detalhado no tépico 4.4.1.
4.5.2. Oxido nitrico (NO)

A avaliacdo foi realizada de acordo com protocolo descrito por Matsuda e
Yoshikawa et al. (1999). Resumidamente, os animais (n = 6) foram tratados com
10mg/kg, i.p. Ester metilico de L-NG-nitro arginina (L-NAME) (inibidor inespecifico da
enzima NO sintetase) 30 minutos antes da administracdo do Oleo essencial de P.
marginatum 80mg/kg; v.0. ou solugdo salina 0,9%. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com etanol Absoluto via oral (0.2 mL /30 g de animal),
para inducdo das lesdes gastricas. Uma hora apdés a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram eutanasiados. Posteriormente, as extensdes das lesdes foram

expressas em porcentagem (%), conforme o tépico 4.4.1.

4.5.3. Compostos sulfidrilicos (-SH)
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A participagéo dos compostos sulfidrila associados ao efeito gastroprotetor foi
observada de acordo com Matsuda e Yoshikawa et al. (1999). O composto N-
etiimaleimida (NEM) 10mg/kg, i.p. (bloqueador de compostos sulfidrila) sera
administrado em dois grupos de animais (n = 6) 30 minutos antes da administracéao
do 6leo essencial de P. marginatum 80 mg / kg; v.0. ou solucéo salina 0,9%. Uma hora
depois, todos os camundongos foram tratados com etanol Absoluto via oral (0.2 mL
/30 g de animal), para inducédo das lesdes gastricas. Uma hora apés a aplicacéo do
etanol, os camundongos foram eutanasiados. Prosseguindo conforme detalhado no
tépico 4.4.1.

45.4. Sintese de PGE2

A avaliacdo foi realizada de acordo com Peskar, Ehrlich e Peskar (2002).
Resumidamente, os animais (2 grupos / n = 6) foram tratados com 10mg/kg, i.p.
indometacina (inibidor anti-inflamatério ndo esterdide da sintese PGE2) 30 minutos
antes da administracédo do 6leo essencial de P. marginatum 80mg/kg; v.0. ou solucao
salina 0,9%. Uma hora depois, todos os camundongos foram tratados com etanol
Absoluto via oral (0.2mL/30 g de animal), para indugéo das lesdes géastricas. Uma hora
apos a aplicacdo do etanol, os camundongos foram eutanasiados. Em seguida as
extensdes das lesbes foram expressas em porcentagem (%), segundo detalhado no
tépico 4.4.1.

4.5.5. Receptores a2- adrenérgicos

A avaliacao foi realizada de acordo com Vidal et al., 2017. Resumidamente, 0s
animais (2 grupos / n = 6) foram com 2mg/kg, i.p. de loimbina (inibidor de receptores
a2-noradrenergico) 30 minutos antes da administracdo do Oleo essencial de P.
marginatum 80mg/kg; v.0. ou solucdo salina 0,9%. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com etanol Absoluto via oral (0.2 mL /30 g de animal),
para inducdo das lesdes gastricas. Uma hora ap0s a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram eutanasiados. Em seguida as extensdes das lesbes foram

expressas em porcentagem (%), conforme detalhado no topico 4.4.1.
4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

Em caso de distribuicdo normal, foram submetidos ao teste de analise de variancia
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(ANOVA) com posterior aplicacdo do teste de Tukey. ANOVA e Kruskal-Wallis foram
utilizados para identificar se ha variabilidade entre os grupos, enquanto os testes de
Tukey e Dunn foram utilizados para identificar quais grupos estdo se diferenciando
entre si. Todas as analises estatisticas foram considerado um nivel de significancia

p<0,05 e foram realizadas utilizando o Graphpad Prism, verséo 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE P.
marginatum (OEPM).

A extragdo do Oleo essencial foi feita por meio da hidrodestilacéo e resultou na
obtencéo de 6,0 mL de dleo extraidos a partir de 1600g de folha de P. marginatum.
Desta forma, apresentando um rendimento total de 0,37%, calculado com base na

massa das folhas e volume final de éleo.

Conforme é detalhado na tabela 1, a caracterizacédo quimica dos componentes
do OEPm resultou na identificacdo de 29 compostos, correspondendo a 92,42% da
amostra. Dentre os componentes ao todo, os principais foram (-pineno (12,41 *
0,67%), (Z)-asarona (11,28 + 0,60%), a-pineno (9,77 £ 0,53%), exalatacina (8,35 +
0,29%), biciclogermacreno (7,63 £ 0,02%) e a- felandreno (7,08 + 0,14%).

Tabela 1 — Componentes Quimicos encontrados no OEPm. (Composto?) constituintes listados em
ordem de eluicdo em uma coluna DB-5 n&o polar; (%) Teor percentual; (S.D.) Desvio padréo; (IR)

indices de retencéo calculados a partir dos tempos de retencdo em relacdo aos de uma série de n-
alcanos em uma coluna capilar DB-5 de 30 m.

Pico Composto? indices de retencéo % S.D.

Literatura Calculado

1 a-tujeno 924 925 0.08 0.01
2 a-pineno 932 930 9.77 0.53
3 Canfeno 946 945 0.30 0.02
4 Sabinense 969 971 0.29 0.02
5 B-pineno 974 973 12.41 0.67
6 mirceno 988 991 1.56 0.07
7 a-felandreno 1002 1002 7.08 0.14
8 p-cimeno 1020 1024 0.16 0.01
9 limoneno 1024 1027 3.88 0.19
10 (E)-B-ocimeno 1044 1049 0.33 0.01
11 o-elemeno 1335 1339 1.26 0.02
12 a-copaeno 1374 1377 0.73 0.05
13 B-elemeno 1389 1393 0.97 0.04
14 (E)-cariofileno 1417 1420 4.60 0.41
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15 a-humuleno 1452 1454 1.36 0.06
16 shwarane 1465 1463 4.77 0.02
17 germacreno D 1480 1481 0.05 0.01
18 biciclogermacreno 1500 1496 7.63 0.02
19 germacreno A 1508 1504 0.86 0.05
20 7-epi-a-selineno 1520 1518 0.27 0.03
21 o-cadineno 1522 1523 0.42 0.02
22 elemol 1548 1550 0.69 0.03
23 elemicina 1555 1559 0.69 0.03
24 (E)-nerolidol 1561 1565 6.82 0.09
25 espatulenol 1577 1580 0.44 0.05
26 (2)-asarona 1616 1629 11.28 0.60
27 B-eudesmol 1649 1653 0.35 0.02
28 exalatacina 1655 1660 8.35 0.29
29 (E)-asarona 1675 1687 5.02 0.15
92.42

Fonte: A autora (2023).

5.2. TOXICIDADE AGUDA

Os grupos que receberam o 6leo foram observados durante duas semanas, e
dentro do periodo de observacdo ndo houve morte em quaisquer dos grupos, como
também estavam isentos de desnutricdo. O Quadro 2 mostra que 0S grupos que
receberam as doses de 1.75mg/kg, 5.5mg/kg, 17.5mg/kg, 55mg/kg e 175mg/kg nao
manifestaram quaisquer sintomas clinicos de toxicidade, porém e os que receberam
550mg/kg e 2.000mg/kg a piloerecéo foi constatada.

Quadro 2 — Efeito do 6leo essencial de P. marginatum (EOPm) no teste de toxicidade aguda. Sem
mudanca: nenhum sintoma de toxicidade observado durante o periodo de observacéo.

Efeito no ; ;
Dose N° de animas Mortalidade
Tratamento comportamento
(mg/kQ) mortos (%)
bruto
1.75 sem mudancga 0/3 0.00
EOPmM 5.5 sem mudanca 0/3 0.00
17.5 sem mudanga 0/3 0.00
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55 sem mudanca 0/3 0.00
175 sem mudanca 0/3 0.00
550 Piloerecao 0/3 0.00

2.000 Piloerecao 0/3 0.00

Fonte: A autora (2023).

5.3. ATIVIDADE GASTROPROTETORA

5.3.1. Ulcera géastrica induzida por etanol Absoluto

Como demonstrado na figura 8 o grupo controle negativo, que ficou isento de
tratamento, teve 78,03% de sua regidao glandular acometida por lesdes.Quando
comparado ao controle negativo, o grupo Pantoprazol 40mg/kg demonstrou que seu
tratamento foi capaz de reduzir em 72,26% o surgimento das lesfes, pois em seu caso
a margem de dano se estendeu em apenas 21,64% da regido glandular.

As evidéncias mostraram que a OEPm apresentou atividade gastroprotetora
significativa e que foi capaz de reduzir a incidéncia de lesdes ocasionadas pela
exposicao ao etanol. Também demonstrou que sua atividade é dose dependente, e a
gastroprotecao fornecida por ele aumenta de forma proporcional a sua dose. Ao ser
administrado a 20mg/kg o OEPm foi capaz de reduzir em 60,09% o surgimento das
lesbes, quando comparado ao controle negativo. Tendo em média, neste grupo,
31,14% da regido glandular acometida por lesdes. A area total das les6es nos animais
gue receberam a dose de 40mg/kg foi de 15,41%. Desta forma, essa dosagem foi
capaz de reduzir em 80,25% a formacao das les6es. O melhor resultado foi obtido na
dose de 80mg/kg, onde as lesdes se estenderam em apenas 5,57% da regido

glandular. Sendo assim, esta dosagem reduziu em 92,86% a incidéncia de lesdes.
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Figura 8 - Efeitos do EOPm e do pantoprazol em les6es gastricas induzidas por etanol Absoluto.
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Fonte: A autora (2023).

5.3.2. Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado

Estdo representados na figura 9 os resultados obtidos por meio da inducéo
utilizando etanol Acidificado. No grupo controle negativo o total da area lesionada foi
de 67,76% de toda regido glandular. A administragdo do Pantoprazol 40mg/kg,
qguando comparado ao grupo controle negativo, resultou na reducdo em 88,99% no
indice de lesdes. Tendo, os animais deste grupo, apenas 7,46% da regido glandular
danificada. A administracdo do OEPm também foi capaz de reduzir a area de lesao.
Na dose 20mg/kg, o etanol Acidificado acometeu 28,65%. Este valor quando
comparado ao controle negativo indica que esta dose foi capaz de reverter em 57,72%
o surgimento de lesbes. Em 40mg/kg a area da lesao foi ainda menor, sendo de
16,41%. Ou seja, foi capaz de reduzir em 75,78%. O resultado obtido com a dose de
80mg/kg foi estatisticamente semelhante ao Pantoprazol 40mg/kg, tendo o etanol
Acidificado conseguido causar apenas 6,86% de dano na regido glandular. Ou seja, 0
OEPmM foi capaz de reduzir em 89,88%.



46

Figura 9 - Efeitos do EOPm e do pantoprazol em lesdes gastricas induzidas por etanol Acidificado
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Fonte: A autora (2023).

5.3.3. Teste de Barreira fisica

No teste de barreira fisica do OEPm foi utilizado 80mg/kg, devido ao fato desta
ser a dosagem a que obteve melhor desempenho em ambos o0s testes anteriores,
demonstrados na figura 8 e 9. Na figura 10 é relatado o efeito da inducao utilizando
etanol Absoluto, onde isolado de tratamento ele foi capaz de apresentar uma area
total lesionada cobrindo 78,10% da regidao glandular. Mesmo sendo administrado por
diferentes vias, o Oleo foi capaz de produzir resultados que ndo divergiram
estatisticamente. O OPEm limitou a area de lesdo a 4,99% (via oral) e 5,780% (via

intraperitoneal) de toda regiao glandular.
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Figura 10 - Teste de barreira fisica elitizando OEPm, via oral e intraperitoneal, em les6es gastricas

induzidas por etanol em camundongos
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Fonte: A autora (2023).

5.4. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA GASTROPROTECAO

A dose selecionada foi a de 80mg/kg, pois esta apresentou os melhores
resultados nos demais ensaios. Na tabela 2 é possivel observar os mecanismos de

atuacdo do OEPm.

Sua atividade gastroprotetora foi revertida parcialmente nos grupos pré-
tratados com L-NAME (56,75%), loimbina (53,54%) e NEM (50,14%), quando
comparada atividade apresentada pelo OE a 80mg/kg nos ensaios anteriores.
Demonstrando que o OEPm apresenta uma via de atuacéo citoprotetora, que se da
principalmente pelos -SH e pelo NO, seu efeito gastroprotetor também envolve a
ativacao dos receptores Alfa-2 adrenérgicos. Pois o0 bloqueio dessas vias foi capaz de

suprimir a agao protetora.

Os grupos Glibenclamida e Indometacina foram os que apresentaram menor
indice de lesdo, sendo respectivamente 12.35% e 20.72%, e mantiveram uma
atividade gastroprotetora de 85.20% e 75.37%. Sendo assim, o OE n&o apresentou

estimulo significativo na producéo de prostaglandinas e sobres os canais K+ATP, pois
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0s bloqueadores dessas vias nao conseguiram de forma acentuada inibir sua

atividade gastroprotetora.
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Tabela 2 - Avaliacdo dos mecanismos de acdo do OEPm contra lesdo géastrica induzida por etanol. K*atp :Canais de potassio dependentes de ATP. —
SH:Compostos sulfidrila. NO: Oxido Nitrico. L-NAME: Cloridrato de éster metilico de Nw-nitro-L-arginina. NEM: N-etilmaleimida. PGE2: Prostaglandina E2.

78.30£5.21

Glibenclamida Salina 83.45+4 .45

10 Salina - 85.25+6.23 -

10 Salina — 86.42+4.56 -

Indometacina 10 Salina - 84.12+5.39 -
loimbina 10 Salina - 86.34+6.13 -

Fonte: A autora (2023).
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6. DISCUSSAO

Existe um denso volume de pesquisas focadas na investigacdo dos OEs, em
relacdo aos seus efeitos bioldgicos e suas aplicacdes. Uma diversidade de plantas ja
investigadas com este fim, sendo em sua maioria de importancia cultural. Desta forma,
existe uma relacdo intima entre esta area de estudo e o0 conhecimento

etnofarmacoldgico, onde ele serve como base para uma investigacao promissora.

Um exemplo de bem cultural € o manejo de P. marginatum, uma espécie que
pertence ao género Piper e que no Brasil se distribui ao longo do Amazonas, do Cear4,
do Pard, da Paraiba e de Pernambuco. Esta planta é de grande relevancia para
comunidades tradicionais, pois esta principalmente ligada ao uso medicinal, onde é
densamente aplicada no tratamento de dor e distlrbios gastrointestinais (Pereira et
al.,, 2020; Souza; Lorenzi, 2008). Desta forma, a fim de investigar potencial
farmacolégico desta planta, foram coletadas amostras suas folhas e essas foram
destinadas a este estudo, onde seu OE foi extraido e testado.

Considerando o volume final de éleo e a massa utilizada na hidrodestilacdo, o
OEPmM apresentou 0,37% de rendimento. Este valor quando comparado com a
amostragem detalhada em literatura, onde o rendimento obtido foi de 0,24% (Oliveira,
2019) e 0,47% (Vasconcelos, 2019), usando a extracdo por hidrodestilacdo em
ambos, Mostra que o valor obtido neste estudo € satisfatorio e dentro das margens

das referéncias, e que de fato este OE apresenta baixo rendimento.

Os componentes majoritarios encontrados na amostra coletadas foram: Os
Pinenos a e 3, monoterpenos comuns em uma diversidade de OEs, principalmente
em plantas que apresentam atividade farmacologica sobre disturbios intestinais e
respiratorios, no TGi ambos agem acelerando o esvaziamento gastrico, pois
apresentam atividade miorrelaxante e atuam sobre musculatura lisa (Juca, 2007). O
a-felandreno, um monoterpeno ciclico que apresenta atividade anti-inflamatoria,
sendo capaz de inibir a resposta inflamatéria por meio enfraquecimento do
recrutamento de leucoécitos (Machado, 2022); O Biciclogermacreno, um
sesquiterpendide, que é comum em extratos associados a atividade antimicrobiana

(Silva et al., 2007) e (Z)-asarona um fenilpropanoides que vem sendo aplicado na
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producdo de bioinseticidas (Yao et al., 2008). Tendo estes, o registro de suas

atividades relatadas em literatura.

Diversos fatores bidticos e abidticos podem atuar sobre as plantas, estes
fatores sdo capazes de influéncia no polimorfismo quimico dos OEs (Duarte et al.,
2012). Desta forma, a composicdo da amostra analisada neste estudo € fruto das
condi¢cdes do meio a qual ela foi obtida. Como foi visto, além dos componentes
majoritarios também foram encontrados uma diversidade de compostos relacionados
a questdes adaptativas, com: o (E)-nerolidol e o (E)-B-ocimeno, ambos agentes de
defesa contra herbivoros (Chen et al., 2020; Gen et al., 2004), e a-copaeno, ligado a
atracdo de agentes polinizadores (Paul et al., 2012). Isto demonstrando que a amostra

coletada se estabeleceu em um ambiente aberto, competitivo e propenso a herbivora.

O Teste de toxicidade aguda é importante para a avaliacdo, de forma
preliminar, de um composto de interesse farmacol6gico. Sendo uma via para a
identificacdo de possiveis efeitos toxicos e de sua dose terapéutica, e desta maneira
ser aplicado de forma segura (Silva et al., 2021). Sendo assim, o OEPm foi testado
para avaliar sua aplicabilidade. Os resultados do teste de toxicidade deste estudo,
mostraram que a administragdo deste OE nas doses de 1,75mg/kg, 5,5mg/kg,
17,5mg/kg, 55mg/kg e 175mg/kg sdo seguras e dentro da margem terapéutica, nao
apresentando sinais de toxicidade. Entretanto, a administracdo do OEPm em doses

superiores a 550mg/kg, foram capazes de induzir a manifestacao da piloerecéo.

A piloerecdo é uma reacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico, e se
caracteriza como sendo a contragdo involuntaria dos musculos eretores dos pélos,
fazendo com que estes fiquem salientes e rigidos. Esta € uma resposta comum
a situacbes de desconforto e dor, quando isolado, esse sintoma representa
desconforto moderado e quando acompanhado de sinais de desidratacdo e

desnutric&o significam dor intensa (Sharp e Villano, 2012).

Sendo assim, neste estudo o OEPm apresentou toxicidade moderada nas
doses 550 e 2.000mg/kg, esse resultado diverge com o que foi relatado anteriormente.
Como foi demonstrado Vasconcelos (2019), o OEPm apresentou baixa toxicidade ao
ser administrado em doses similares as que foram utilizadas neste estudo, sendo
apenas capaz de induzir sonoléncia nas horas iniciais apos a administracdo. Vale

ressaltar que na amostra do estudo mencionado 0s componentem principais foram:
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3,4- metilenodioxipropiofenona (15,29%), cariofileno (7,82%), y-Elemeno (7,61%), a-
Copaeno (6,19%), Linalol (5,81%) e Safrol (5,70%). Sendo assim, esta divergéncia
demonstra a necessidade de estudos mais aprofundados para verificar as

propriedades téxicas do OEPm.

As lesbes gastricas derivam do desequilibrio entre os fatores lesivos e o0s
fatores defensivos da mucosa. A farmacoterapia desta patologia envolve
principalmente o uso dos IBPs, que atuam inibindo as enzimas H*/K*- ATPase e
resultando na inibicdo da secrecao gastrica. Esta linha de fAarmaco esta relacionada a
diversos efeitos negativos, como: cancer de estbmago, hipergastrinemia e problemas
de absorcdo de nutrientes (Wannmacher, 2004; Yu et al.,, 2017). Além destas
desvantagens, este medicamento ndo é capaz de reverter casos agudos, sendo
ambos os motivos usados para justificar a necessidade de implantacdo de produtos

naturais no tratamento desta patologia.

A avaliacdo da capacidade gastroprotetora de um composto é feita por meio da
inducado de lesbes gastricas em modelos animais. Neste estudo a inducdo das UGs
foi feita por meio dos modelos experimentais do etanol Absoluto e acidificado, e tendo

0s camundongos Swiss como modelo animal.

A atuacdo do etanol neste evento se da de forma direta e sistémica, onde o
mesmo além de solubilizar a camada de muco e danificar diretamente as células da
mucosa, também atua desequilibrando a resposta defensiva e estimulando a
producado de radicais livres (Rahman, 2020; Oates; Hakkinen, 1988). Desta forma, a
fim de avaliar a atividade gastroprotetora de potenciais farmacos, tem-se usado esse
agente necrosante em modelos experimentais. J& o etanol Acidificado exibe um poder
ulcerogénicos maior, sendo capaz de ocasionar lesées hemorragicas e necréticas e

promover uma maior penetrabilidade do HCL células da mucosa (Barreto et al., 1993).

No teste envolvendo as lesbes induzidas por etanol Absoluto o OEPm se
mostrou promissor em todas as doses administradas, e foi capaz de reduzir o impacto
da exposicdo ao agente necrosante. Sendo capaz de reduzir em até 92,86% o
surgimento das lesées quando administrado em sua maior dose (80mg/kg), e quando
administrado nas doses de 20mg/kg e 40mg/kg reduziu o surgimento das lesdes em
60,09% e 80,25%, respectivamente. No modelo do etanol Acidificado, a administracao
do OE a 80mg/kg foi capaz de reverter em 89,88% 0 surgimento das lesdes, e nas
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demais doses o resultado obtido foi de 57,72% (20mg/kg) e 75,78% (40mg/kg). Além
do mais, ele apresentou acao de dose dependente. Estudos anteriores que testaram
as propriedades OEPm demonstram que 0 mesmo apresenta acao anti-inflamatorias
e antioxidante, desta forma seu efeito gastroprotetor pode estar relacionado a esta
caracteristicas (Silva et al., 2021; Bay et al, 2016). Além de formar uma barreira fisica

e preserva a barreira de muco, o OE pode atuar reduzindo o impacto das EROs.

O teste da Barreira fisica € um meio usado para testar a atividades de
sistémica de um composto, demonstrando que a protecao gastrica que derivada dele
nao se limita apenas a formacdo de uma barreira fisica. Falcédo (2007) afirma que, um
agente protetor com atividade sistémica pode estar envolvido na diminuicdo da
peroxidacdo lipidica e na modulagcdo dos mecanismos de defesa, tais como: A
producdo NO, no fluxo sanguineo da mucosa, da producédo das PGs e na secre¢cao

da barreira de muco e bicarbonato.

Ao ser aplicado no teste da Barreira fisica, o OEPm ndo apresentou
uma divergéncia estatisticamente significativa entre as vias de administracdo, tendo
atividade gastroprotetora semelhante entre ambas. Onde foi capaz de restringir 0s
surgimentos das lesdes em 93,61%, por via oral, e 92,60%, por via intraperitoneal.
Mostrando que o mesmo nédo se limita apenas a forma uma pelicula protetora, mas

também apresenta acao sistémica.

A fim de avaliar os possiveis mecanismos anti ulcerativos do OEPm, em Ulcera
induzida por etanol foram utilizados os agentes loimbina, Glibenclamida Indometacina,
L-NAME e NEM. L-NAME atua inibindo o NO, um agente associado a regulacdo da
secre¢do de muco, do fluxo sanguineo da mucosa e da secrecao gastrica (Holzer e
Sametz, 1986; Schaffer et al., 1996). O NEM, € um bloqueador dos grupamentos
sulfidrilas, estes agrupamentos atuam no sistema antioxidante da mucosa e agem
neutralizando o estresse oxidativo, causado pela alta disponibilidade de EROs
(Baynes e Dominiczak, 2019). A loimbina € um antagonista o2-adrenérgico nao
seletivo, os a2-adrenoceptores agem reduzindo a liberagdo de ACh que resulta na
inibicAo da secrecdo acida (Zadori et al., 2011). A indometacina € um exemplo de
AINE, este farmaco inibe a sintese de prostaglandinas, um agente citoprotetor que
atua sobre secrecédo acida, o fluxo sanguineo, na sintese de muco e bicarbonato, na

motilidade e no processo de renovacgao celular e reparacdo da mucosa (Araki et al.,
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2000). A Glibenclamida inibe os canais de potassio sensivel a ATP, que estédo
envolvidos em uma variedade de fungdes fisioldgicas do estbmago (Ferreira, 2002).

O resultado obtido por meio deste sugere que a OEPm possui atividade
citoprotetora, pois o pré-tratamento com os agentes bloqueadores L-NAME, loimbina
e NEM foram capazes de suprimir a acao protetora deste OE. Demonstrando que o
mesmo atua nas vias -SH e NO, e também se envolve na ativagdo dos receptores

Alfa-2 adrenérgicos.
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7. CONCLUSAO

A extracdo do Oleo foi realizada, tendo rendimento de 0,37%. Em sua
caracterizagdo quimica foram identificados 29 compostos, sendo [B-pinene, (2)-
asarone, a-pinene, Exalatacin, Bicyclogermacrene e a-phellandrene os mais
abundantes. Foi demonstrado que o OEPm apresentou toxicidade moderada quando
administrado em doses superiores a 550mg/kg, onde foi capaz de induzir dor branda.

Porém, se manteve seguro quando administrado em doses inferiores.

A atividade gastroprotetora do OEPm foi comprovada nas doses de 20mg/kg e
40mg/kg e 80mg/kg. Tendo a dose 80mg/kg um efeito similar ao farmaco padrdo. Em
ambos os modelos de indugcédo ele foi capaz de reduzir a formacédo das lesbes
causadas pela acdo dos agentes agressores. Ademais, o OE apresenta acéo local e
sistémica, e atua principalmente pelas vias do -SH, NO e dos receptores Alfa-2
adrenérgicos. Logo, a atuacao dele pode envolver a secrecdo de muco, o controle a
microcirculacédo, a modulacao sistema antioxidante e a secrecao de ACh.

Sendo assim, OEPmM mostrou ser uma alternativa promissora para o tratamento
de Ulceras géstricas. E apesar de o OE apresentar baixo rendimento, por P.
marginatum possuir ampla distribuicéo e alta frequéncia, a obtencéo da matéria bruta
nao seria um impedimento para aplicacédo deste. Logo, é possivel concluir que ele se
apresenta como sendo uma alternativa financeiramente viavel e eficaz quanto ao

tratamento e prevencéao de lesdes gastricas.
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