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RESUMO

Eugenia pohliana DC. (Myrtaceae), € uma espécie nativa do Brasil, conhecida como maga do
mato. O género Eugenia € reconhecido por suas moléculas bioativas, evidenciando beneficios
terapéuticos comprovados, incluindo propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
anticancerigenas. O estudo buscou avaliar a acdo gastroprotetora do 6leo essencial das folhas
de Eugenia pohliana (OEEP) em modelos agudos e cronicos de Ulcera gastrica, sua atividade
anti-Helicobacter pylori e a toxicidade aguda. A atividade gastroprotetora foi estudada em
modelos ulcerogénicos induzidos por etanol, etanol/HCI, anti-inflamatério ndo esteroide e
acido acético. As vias de administracdo oral e intraperitoneal também foram avaliadas,
utilizando o modelo de barreira fisica. Verificou-se também a secrecdo de acido gastrico,
quantificacdo da concentracdo de muco e o efeito anti-Helicobacter pylori. O estudo
investigou o impacto do estresse oxidativo no efeito gastroprotetor (MDA, GSH e MPO),
assim como 0s mecanismos de acdo possiveis do 6leo essencial. Isso incluiu a anélise da
contribuicdo dos grupamentos sulfidrilicos (-SH) e do 6xido nitrico (NO). Na analise quimica,
foram identificados 62 componentes no Oleo essencial, incluindo monoterpenos e
sesquiterpenos. Destacam-se f-cariofileno, y-elemeno, a-muuroleno, y-cadineno, 6-cadineno,
spathulenol, globulol, viridiflorol, ledol, muurolol, copaenio e a-cadinol. Na avaliacdo da
toxicidade aguda do OEEP (2000 mg/kg), ndo ocorreu morte nem sinais comportamentais
anormais em 14 dias de observacdo. O OEEP apresentou atividade gastroprotetora em todos
0os modelos estudados. Nos métodos experimentais, os resultados foram expressos em
percentual de reducdo da area ulcerada. O primeiro método farmacoldgico a ser avaliado foi o
modelo de etanol absoluto nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg e foi capaz de reduzir o indice de
lesdo ulcerativa pelo etanol em 31; 46; 67; 74% quando comparados ao grupo controle. Dada
a auséncia de diferenca estatistica entre 10 e 30 mg/kg, a dose de 10 mg/kg foi selecionada
para seguir nos modelos experimentais. Na Ulcera induzida por etanol/HCI, foi observado que
0 OEEP (10 mg/kg) reduziu a lesdo 48,2 % em comparagdo ao grupo controle. Na ulcera
induzida por piroxicam, o OEEP (10 mg/kg) reduziu a area ulcerada em 96,3% em relagdo ao
grupo controle. Na inducédo por acido acético, 0 OEEP (10 mg/kg) reduziu o dano géstrico em
70%, quando comparado ao grupo controle. No teste de barreira fisica com o OEEP, nao
houve diferenca estatistica entre as vias de administracdo oral e intraperitoneal. Na secrecéo
gastrica, verificou-se que a acdo inibitdria da secrecdo de &cido gastrico tem envolvimento na
atividade gastroprotetora do OEEP. Nos mecanismos de ag¢do avaliados, o OEEP mostrou-se

dependente do o0xido nitrico (NO) e independente de -SH. Foi possivel identificar que o efeito



do OEEP ndo atuou na secre¢do de muco géastrico. No método anti-Helicobacter pylori o
OEEP apresentou CMI de 0,001% e CMB de 0,01% e inibiu cerca 45% da urease em todas as
concentracdes. Portanto, o 6leo essencial das folhas de Eugenia pohliana é eficaz contra
lesbes gastricas induzidas por agentes nocivos, possui acdo antibacteriana e cicatrizante,

apoiando a hip6tese da eficacia do uso popular desta espécie.

Palavras-Chave: macé do mato; Ulcera gastrica; gastroprotecdo; cicatrizacao.



ABSTRACT

Eugenia pohliana DC. (Myrtaceae) is a native species of Brazil, known as wild apple. The
genus Eugenia is recognized for its bioactive contributions, evidencing confirmed therapeutic
benefits, including anti-inflammatory, antioxidant and anticancer properties. The study sought
to evaluate the gastroprotective action of essential oil from the leaves of Eugenia pohliana
(OEEP) in acute and chronic models of gastric ulcer, its anti-Helicobacter pylori activity and
acute toxicity. The gastroprotective activity was studied in ulcerogenic models induced by
ethanol, ethanol/HCI, non-steroidal anti-inflammatory drugs and acetic acid. Oral and
intraperitoneal routes of administration were also evaluated using the physical barrier model.
Gastric acid secretion, quantification of mucus concentration and anti-Helicobacter pylori
effect were also verified. The study investigated the impact of oxidative stress on the
gastroprotective effect (MDA, GSH and MPO), as well as the possible mechanisms of action
of the essential oil. This included an analysis of the contribution of sulfhydryl groups (-SH)
and nitric oxide (NO). In the Chemical analysis, 62 componentes were identified in the
essential oil, including monoterpenes and sesquiterpenes. p-caryophyllene, y-elemene, a-
muurolene, y-cadinene, o6-cadinene, spathulenol, globulol, viridiflorol, ledol, muurolol,
copaenium and a-cadinol stand out. In assessing the acute toxicity of OEEP (2000 mg/kg), no
death or abnormal behavioral signs occurred within 14 days of observation. OEEP showed
gastroprotective activity in all studied models. In the experimental methods, the results were
expressed in percentage of reduction of the ulcerated area. The first pharmacological method
to be evaluated was the absolute ethanol model at doses of 1, 3, 10 and 30 mg/kg and was
able to reduce the rate of ulcerative lesions by ethanol by 31; 46; 67; 74% when compared to
the control group. Given the lack of statistical difference between 10 and 30 mg/kg, the 10
mg/kg dose was selected to be used in experimental models. In the ulcer induced by
ethanol/HCI, it was observed that OEEP (10 mg/kg) reduced the lesion by 48.2% compared to
the control group. In piroxicam-induced ulcer, OEEP (10 mg/kg) reduced the ulcerated area
by 96.3% compared to the control group. In acetic acid induction, OEEP (10 mg/kg) reduced
gastric damage by 70% when compared to the control group. In the physical barrier test with
OEEP, there was no statistical difference between the oral and intraperitoneal routes of
administration. In gastric secretion, it was found that the inhibitory action of gastric acid
secretion is involved in the gastroprotective activity of OEEP. In the evaluated mechanisms of
action, OEEP was dependent on nitric oxide (NO) and independent of -SH. It was possible to

identify that the effect of OEEP did not act on gastric mucus secretion. In the anti-



Helicobacter pylori method, OEEP showed a MIC of 0.001% and a MIC of 0.01% and
inhibited about 45% of urease in all concentrations. Therefore, the essential oil of Eugenia
pohliana leaves is effective against gastric lesions induced by harmful agents, has antibacterial
and healing action, supporting the hypothesis of the effectiveness of the popular use of this

species.

Keywords: mac¢d do mato; gastric ulcer; gastroprotection; healing.
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1 INTRODUCAO

A JUlcera péptica € uma das doencas que mais acomete o aparelho digestivo e é
considerada um problema de salde publica. Estima-se que cerca de 20% da populagédo
mundial desenvolva a doenca ao longo da vida.

Os principais fatores etioldgicos da Ulcera péptica estdo associados a falta de equilibrio
entre substancias protetoras, como muco, bicarbonato, prostaglandinas, compostos com
grupamentos sulfidrila, tais como proteinas e glutationa, assim como os fatores agressores,
infeccdo por Helicobacter pylori, distirbios na secrecdo de &cido e pepsina, uso de farmacos
anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) exposicdo a produtos quimicos, alcool e estresse
(BUCCIARELLI et al., 2010; FREITAS et al 2011; AMORIM et al., 2016).

A mucosa gastrica € o principal alvo de injurias causadas pelo desequilibrio entre os
fatores enddgenos, exdgenos e defensivos do trato gastrointestinal. O aumento na secrecao de
acido gastrico e pepsina, estresse, peroxidacdo lipidica, espécies reativas de oxigénio (EROs),
e refluxo biliar sdo as principais causas responsaveis pela origem do dano inflamatério na
mucosa gastrica (EL-MARAGHY; RIZK; SHAHIN, 2015).

O estresse oxidativo, a presenca de infiltragdo de neutrofilos e a geracao de citocinas
pré-inflamatérias sdo eventos comumente encontrados na génese das lesbes gastricas
(VERMA et al., 2016). Em contrapartida, a camada protetora da mucosa gastrica, como o
muco e antioxidantes enddgenos, atuam protegendo as células contra os danos causados pelas
EROs (ASMARI et al., 2016). Sendo assim, a reducdo nos niveis de estresse oxidativo e 0
fortalecimento da barreira protetora do estdbmago sdo fatores fundamentais para manter a
integridade da mucosa gastrica contra agentes nocivos.

As classes de farmacos utilizados para o tratamento de Ulceras gastricas incluem:
antiacidos; antagonistas dos receptores H2 (bloqueadores H2), os quais atuam blogueando o
receptor de histamina das células parietais gastricas e, consequentemente, reduzindo a
secrecdo de acido gastrico; e inibidores da bomba de protons (IBPs), que atuam nos processos
finais da secrecdo de ions hidrogénio atraves da inibicdo da H-K-ATPase (PROCTOR;
DEANS, 2014; HATWARE et al., 2018).

No entanto, apesar da eficacia comprovada desses farmacos, quando utilizados por
longo prazo podem acarretar uma série de efeitos colaterais indesejaveis, como
hipersensibilidade, impoténcia, arritmia e alteragdes hemotopoéticas (ZHENG et al., 2016).
Sendo assim, aumenta a busca por tratamentos alternativos que visem substituir a utilizacdo
desses medicamentos (RAISH et al., 2018).
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A Eugenia pohliana DC. é uma espécie pertencente a familia Myrtaceae e conhecida
popularmente como Macéa do Mato, planta de origem nativa, endémica do Brasil. Apresenta
distribuicdo geografica no Nordeste (Bahia, Pernambuco) e Sudeste (Minas Gerais). Tem
como dominio fitogeogréafico a Caatinga (SOBRAL et al., 2015).

Ainda ndo se tem estudos publicados com a espécie Eugenia pohliana. Segundo o
Nucleo de Bioprospeccdo da Caatinga (dados ndo publicados), suas folhas e cascas séo
tradicionalmente utilizadas pelas comunidades vizinhas do entorno do vale do Catimbau no
tratamento de doencas inflamatdrias. Estudos mostram que espécies pertencentes ao género
Eugenia estdo envolvidas nas mais diversas atividades bioldgicas, como anti-inflamatoria,
antioxidante, antifungica e antimicrobiana (LEEM et al., 2011; SANTOS et al., 2012;
SOUZA et al., 2018).

Partindo do pressuposto que existe um grande interesse econémico e cientifico na
descoberta de novas substancias ou terapias alternativas para o tratamento de Ulceras
gastricas, aliado ao uso popular como uma espécie anti-inflamatéria e a auséncia de estudos

com a Eugenia pohliana, torna-se importante avaliar seu efeito gastroprotetor.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ANATOMIA FUNCIONAL DO ESTOMAGO

O epitélio gastrico é constituido por uma complexa rede funcional, nas quais estdo
presentes, glandulas géstricas, células e neurénios. Anatomicamente, o estbmago divide-se em
trés secdes: fundo superior, corpo central e antro inferior. Este 6érgdo desempenha funcdes
importantes para o funcionamento do organismo, 0 armazenamento, a mistura e 0
esvaziamento, sdo alguns dos processos desempenhados por ele. Sua regido glandular é
dividida em duas areas funcionais (glandular oxintica e pilérica/ antral) (Figura 1) (WAUGH,;
GRANT, 2014).

A porcdo glandular oxintica é constituida por células parietais/oxinticas, as principais
responsaveis pela produgéo de 4cido cloridrico na mucosa; assim como também pelas células
principais, responsaveis pela producdo de pepsinogénio; pelas células D, que secretam
somatostatina; e células do tipo enterocromafins (ECL) que sintetizam histamina. Na porcao
pildrica ou antral, estdo presentes as células G, produtoras de gastrina, e as células principais.

Diferente da porcdo glandular oxintica, as células parietais se fazem ausentes (ENGEVIK;
KAJI; GOLDENRING, 2020).

Figura 1. Anatomia da mucosa funcional.
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As células principais sdo responsaveis pela origem do zimogénio e pepsina, assim com
as células enteroendocrinas produzem serotonina, gastrina, grelina, somatostatina, endotelina,
histamina e enteroglucagon. Na camada mucosa da regido gastrointestinal, encontram-se as
células produtoras de muco e bicarbonato (GELBERG, 2014).

A gastrina é secretada pelas células G e é considerada um dos horménios mais
importantes envolvidos nas fungdes vitais do estbmago. Ela proporciona eventos como:
aumento da secrecdo de H+ nas celulas parietais gastricas e promove o crescimento da
mucosa gastrica, através da estimulacéo da sintese de DNA e proteinas (AHMED; AHMED,
2019).

A parede do estdmago € constituida por quatro camadas: mucosa interna, submucosa,
camada de musculo liso e serosa (figura 2). A parede intestinal apresenta carater enrugado
com a formacdo de dobras denominadas de pregas, esta caracteristica tem por finalidade
aumentar a sua area de superficie (COSTANZO, 2015).

Figura 2. Camadas histoldgicas do estbmago.
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A camada mucosa é responsavel pelo revestimento interno do trato gastrointestinal e é
subdividida em outras trés camadas, sendo elas: epitélio mucoso, voltado para o lumen; a
lamina prépria formada por tecido conectivo subepitelial, com funcdo de manter o epitélio
gastrico no lugar; e a camada muscular da mucosa, constituida por muasculos lisos. A
submucosa € conhecida como a camada mediana do intestino, composta por tecido conectivo,
onde esta presente uma ampla rede de vasos sanguineos e linfaticos, além disso, abriga os
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plexos submucosos, uma rede nervosa, responsaveis pelo sistema nervoso entérico. A camada
muscular externa é revestida por duas camadas de musculo liso, uma interna circular e outra
externa longitudinal, além disso, nela esta localizada a segunda rede nervosa entérica
denominada de plexo mioentérico. O estdbmago possui uma terceira camada de musculo
obliquo incompleta, localizada entre a camada circular e a submucosa. A camada serosa € a
principal responsavel pelo revestimento externo do trato gastrointestinal, constituida por
tecido conectivo (SILVERTHORN, 2017).

A mucosa gastrointestinal mantém sua integridade contra lesdes géastricas através de
seus mecanismos de defesa como a barreira mucosa-tampéo-fosfolipideo. Uma vez que esta
barreira € quebrada, a mucosa sofre interferéncia dos fatores enddgenos (muco, bicarbonato,
prostaglandina, entre outros) e exdgenos (drogas e infec¢do por Helicobacter pylori), ambos
responsaveis por desenvolver o processo inflamatério e atrofia da mucosa (KODAMA et al.,
2012).

2.1.1 Mecanismos Regulatdrios da Secrecio Acida

O 4cido géastrico € uma das principais substancias que compde a regido
gastrointestinal. Ele desempenha funcbes importantes, como participar do processo de
digestdo dos alimentos e estd envolvido na patogénese das doencas do trato gastrintestinal. Os
principais estimulantes hormonais, paracrinos e nervosos da secrecao de acido gastrico sdo
gastrina, derivada das células G antrais, histamina e acetilcolina respectivamente. Demais
estimulantes incluem grelina, motilina e sulfeto de hidrogénio. Os principais inibidores da
secrecdo gastrica sdo somatostatina e peptidio 1 semelhante ao glucagon além do acido
luminal que estimula a somatostatina (Figura 3) (SCHUBERT, 2016).

A gastrina € encontrada em duas principais formas, G-17 e G-34, sdo produzidas pelas
células G no antro gastrico e podem ser encontradas em menor quantidade no duodeno. Este
horménio regula a secrecdo de acido gastrico através dos receptores CCK-2 (CCK-2R) nas
células enterocromafins (ECL) estimulando a liberacdo de histamina e a ativacdo dos
receptores H2 das células parietais. Além disso, a gastrina regula a expressao de genes das
células ECL, esses genes atuam regulando o mecanismo secretor e fornecem energia
suficiente para manter a secrecdo (MORISSET, 2005).

A histamina é considerada o ativador mais importante da célula parietal, por
intermédio dos receptores H-2, além disso, seu efeito estimulador esta associado as células

parietais, diferente da gastrina que tem seu aumento da secre¢do &cida promovida pelos
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estimulos aos receptores da gastrina nas células enterocromafins (ECL), atuando nas células

parietais através das tensdes celulares (WALDUM et al., 2014).

Figura 3. Mecanismos regulatérios da secrecdo &cida na célula parietal.
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2.1.2 Mecanismos de Defesa da Mucosa Gastrica

A mucosa gastrica € responsavel por manter a integridade do meio gastrointestinal,

apesar de sofrer inumeras interferéncias por agentes nocivos como HCI, pepsina,

fosfolipidios, proteinas de choque térmico, peptideos e AINEs, dentre outras. Em condicdes

normais, o funcionamento da mucosa gastrica ocorre em harmonia com seus fatores protetores

como muco, bicarbonato, prostaglandinas, éxido nitrico e compostos sulfidricos (LAINE et

al., 2008).

O epitélio gastrico intestinal é revestido por uma camada de muco com espessura de

50 a 500 um. O muco atua como uma barreira de difusdo para o 4cido luminal, dificultando

efetivamente o influxo de acido no tecido, esse movimento se da através dos impulsos dos
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gradientes de concentracdo de prétons entre a regido do limen e o tecido. A formagdo da
barreira protetora estd associada ao acimulo de ions bicarbonato e a formacao de gel devido
ao baixo pH (LICHTENBERGER et al., 1999).

As prostaglandinas sdo derivadas do &cido araquidénico. Elas fazem parte do
mecanismo de defesa da mucosa géstrica e atuam na regulacdo da secrecdo de bicarbonato.
Constituem uma ampla rede de sinalizagdes expressa por toda regido gastrointestinal com
importante funcdo de aumentar a secrecdo de bicarbonato quando sofrem ataque de agentes
nocivos, como AINEs (FONESKA et al., 2010).

A via da L-arginina/ éxido nitrico (NO) compreende um dos maiores sistemas de
defesa da mucosa gastrica. Ele esta envolvido na regulacdo do fluxo sanguineo e na
microcirculacdo da mucosa. Além disso, participa dos processos vitais da mucosa, como
angiogénese e secrecdo de muco (SEPULVEDA et al., 2016).

Por outro lado, o estresse oxidativo pode ser prevenido pelas defesas antioxidantes e
quimicas da mucosa. Os grupos sulfidrila (GSH) séo os principais responsaveis pelas vias de
sinalizacdo e reparo celular. Eles atuam prevenindo o dano gastrico oxidativo (BOEING et al.,
2020).

2.2 ULCERA PEPTICA

A Ulcera péptica é uma doenca cronica que acomete até 10% da populacdo mundial. A
leséo caracteriza-se por uma ruptura da camada mucosa e submucosa e pode estar comumente
localizada no estdmago, duodeno proximal, eséfago e diverticulo de Meckel (LANAS et al.,
2017). A alta ocorréncia de Ulceras pépticas, nos ultimos tempos, permitiu uma melhor
compreensdo das caracteristicas fisiologicas da doenca e sua incidéncia esta associada ao
desequilibrio entre os fatores protetores e agressores da mucosa gastrica. A ocorréncia
crescente de infecgbes por Helicobacter pylori, a deficiéncia na barreira da mucosa gastrica e
0 uso de drogas tém sido as principais causas responsaveis pelo surgimento dessas Ulceras
(BEHRMAN, 2005; SOREIDE et al., 2015).

O uso de anti-inflamatdrios ndo esteroides, tendo como exemplo a aspirina, tomados a
logo prazo podem desencadear complicacdes clinicas graves, incluindo o surgimento de
lesGes gastricas agudas na mucosa. Embora o surgimento da Ulcera péptica esteja intimamente
atrelado aos fatores exdgenos e enddgenos da mucosa gastrica, existem outras causas
responsaveis pelo acometimento da lesdo, como doenga de Crohn e a sindrome de Zollinger-
Ellison (KAVITT et al., 2019).



25

Os sintomas clinicos da Ulcera péptica consistem em dor abdominal recorrente,
ndusea, vomito, perda de apetite e em casos graves, pode ocorrer 0 surgimento de
hematémese. A doenca € caracterizada por sangramento, perfuracdo e obstrucdo da camada
mucosa, a mesma pode ocorrer em ambos 0S sexos e ndo existe uma faixa etaria determinada
para o surgimento da lesdo, mas geralmente a maior incidéncia ocorre em individuos entre 15
e 30 anos (THORSEN et al., 2013).

2.2.1 Terapéutica da Ulcera Péptica

A terapéutica no tratamento da Ulcera péptica surgiu nos anos de 1922 e 1940. Neste
periodo, a vagotomia toracica e cirurgias eram 0s tratamentos utilizados no combate a esta
doenca. Apenas por volta de 1947, com os avanc¢os da tecnologia, Dragstedt publicou um
estudo onde a vagotomia ganhou outras combinaces, como piloroplastia e antrectomia
(LAGOQ; PAPPAS; PEREZ, 2014).

A JUlcera péptica € uma doenca associada ao surgimento de complicagdes clinicas
graves, os sintomas incluem desconforto epigastrico, perda de apetite e perda de peso. A
doenca caracteriza-se pela ocorréncia de sangramento, ruptura da camada mucosa e obstrugéo.
O sangramento gastrointestinal € considerado uma das causas mais frequentes de mobilidade
e mortalidade em pacientes com Ulcera pépticas. Estudos realizados em 2017, no Reino
Unido, revelou que de 6.750 pacientes internados, 36% apresentavam sangramento. Algumas
técnicas, como radiologia intervencionista e terapias endoscopicas, sdo utilizadas no controle
ao sangramento (TROLAND; STANLEY, 2018; GISBERT et al., 2012).

A terapia farmacoldgica para o tratamento da Ulcera é composta por: inibidores da
bomba de protons (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e esomeprazol), os antagonistas dos
receptores histaminicos do tipo H2, como (cimetidina, ranitidina, nizatidina e famotidina), os
anticolinérgicos, que atuam bloqueando os receptores dos ganglios intramurais da camada do
estomago, os antiacidos (hidroxido de aluminio e de magnésio, carbonato de sodio e de
calcio), terapéutica para H.Pylori e citoprotetores. Embora esses medicamentos possam ser
usados e prescritos para 0 combate a lesdo gastrica, 0 excesso deles podem desencadear
efeitos colaterais diversos como hipersensibilidade, hiperplasia, pneumonia, arritmia e
diarreia (KUNA et al., 2019).

Na gastroenterologia, os quadros de hemorragia sdo frequentes, e podem ser oriundas
do esbfago, estbmago ou duodeno, os sintomas consistem na presenca de vermelho intenso

sangue, hemotémese, vOmito e fezes com sangue. A ocorréncia de sangramento
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gastrointestinal é de 40-150 casos por 100.000 habitantes, com taxa de mortalidade de 7-14%.
Segundo o estudo, a frequéncia de sangramento gastrointestinal esta relacionada ao
surgimento de ulceras pépticas, duodenais e gastrite erosiva (CELINSKI et al., 2008). A
prevaléncia da Ulcera péptica é de aproximadamente 5 -10% com estimativas crescentes em
todo o mundo (LANAS et al., 2017). Deste modo, tona-se importante a busca por novas
terapias que possam atuar junto ao combate a Ulcera péptica.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS NA GASTROPROTECAO

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento, cura e prevencdo de doenca é a
pratica mais antiga da humanidade. Por volta da década de 1990, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos paises menos favorecidos faziam uso
de plantas medicinais como a Unica alternativa de acesso aos cuidados béasicos de salde
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Os disturbios gastrointestinais tornaram-se
motivo de preocupacdo para a comunidade cientifica, uma vez que as taxas de incidéncia e
prevaléncia da doenca s6 aumentam nos Ultimos tempos. Deste modo, houve uma busca
crescente por terapias alternativas que possam contribuir positivamente no tratamento das
doencas gastrointestinais (SINGH et al., 2018).

De acordo com levantamento realizado por Martins et al. (2014), o cerrado brasileiro
apresenta espécies de plantas medicinais com potencial gastroprotetor comprovado. O estudo
foi realizado utilizando 12 espécies de plantas medicinais, pertencentes a diferentes familias,
sendo elas, Ananas ananassoides (Barker) LB (abacaxi-do-cerrado), Celtis iquanaea (Jacq.)
Sargent (espordo-de-galo), Encholirium visivel Mart. Schult Schult F (macambira da flecha),
Lafoensia cortejando A.St.Hil (mangaba-brava), Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne
(jatoba-do- cerrado), Qualea gradiflora Mart (pau-ferro), Qualea parvifora Mart (pau-terra-
de-flor-miudinha), Die pusa gardn (jabuticaba-do-mato), Solanum lycocarpum St. Hil (fruto-
do-lobo), Solanum paniculatum L (jurubeba), Serjania erecta radlk (cipo-cinco-folhas),
Vochysia tucanorum Mart (pau-doce).

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos quimicos, classificados
como metabdlitos priméarios e secundarios. Os metabolitos secundarios s&o compostos
naturais que desempenham importante funcdo na protecdo contra estresses abioticos e
bidticos, além de possuirem valores nutricionais e farmacologicos. Os compostos secundarios
presentes nas plantas sdo responsaveis pelas caracteristicas biologicas das espécies vegetais
utilizadas mundialmente (DAR et al., 2017).
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Os monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, taninos e
polissacarideos sdo compostos presentes em plantas medicinais que estdo intimamente
envolvidos no efeito gastroprotetor (BESERRA et al., 2016). Estas informac6es nos fornecem
subsidios necessarios para considerar as plantas medicinais como fontes de moléculas

bioativas e, consequentemente, novas alternativas de tratamentos.

2.3.1 Familia Myrtaceae e Género Eugenia

O Brasil € considerado um dos paises mais ricos do mundo em espécies vegetais.
Além disso, se destaca por apresentar o maior indice de endemismo (FARIAS et al., 2020).

A familia Myrtaceae € constituida por plantas pertencentes ao grupo das
Angiospermas e compreende cerca de 121 géneros representados por 6.000 espécies. Dentre
0s géneros, destacam-se Eugenia, Campomanesia, Myrciaria e Syzygium. As espécies de
Myrtaceae estdo distribuidas em regiGes temperadas, tropicais e subtropicais do mundo. A
familia apresenta classificacGes filogenéticas que consiste no total de 17 tribos, a grande
maioria das espécies estdo agrupadas na tribo neotropical, como Myrtaceae DC. com cerca de
2.500 espécies e 46 géneros (FLICKINGER et al., 2020).

A familia apresenta um grande valor econémico em todo o mundo, seus frutos sdo
comestiveis e comumente encontrados, como a goiaba (Psidium sp.). As plantas pertencentes
a familia Myrtaceae, geralmente sdo utilizadas na culinaria brasileira, por transferir aroma e
sabor aos alimentos, a exemplo do cravo (Syzygium aromaticum), além disso, 0s géneros
Eucalyptus, Callistemon e Myrtus sdo utilizadas como plantas ornamentais (TAHA et al.,
2012). Em um estudo realizado por Stefanello, Pascoal e Salvador (2011), foi analisada a
composicdo quimica do 6leo essencial de varias espécies pertencentes a familia Myrtaceae e
foram observadas quatro classes de compostos, como monoterpenos, sesquiterpenos,
compostos alifaticos e aromaticos, incluindo fenilpropanoides.

As plantas pertencentes a familia Myrtaceae, além de serem economicamente
importantes, também sdo utilizadas na medicinal tradicional desde os tempos antigos. As
espécies sdo importantes fontes de éleos essenciais com potencial farmacoldgico capaz de
atuar com as mais diversas atividades bioldgicas, antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, entre outras (SOUZA-MOREIRA et al., 2010; CASCAES et al.,
2015; SILVA et al., 2019).

As plantas do género Eugenia sdo conhecidas por serem grandes produtoras de 6leos

essenciais com atividade farmacologica comprovada (SINGH et al.,, 2012). Seus oOleos
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essenciais sdo comumente empregados nas mais diversas atividades biologicas, como
antioxidante (NUNEZ; D'AQUINO, 2012), anti-inflamatéria (HAN; PARKER, 2017) e
anticancerigena (KOUIDHI; ZMANTAR; BAKHROUF, 2010)

2.3.2 Espécie Eugenia pohliana

A Eugenia pohliana DC. (Figura 4), tem como sinénimo Eugenia cana DC.,
popularmente conhecida como macd do mato. Esta espécie é nativa do Brasi, e estd
distribuida geograficamente no Nordeste (Bahia e Pernambuco) e Sudeste (Minas Gerais).
Esta especie € comumente encontrada nos biomas Caatinga e Cerrado na forma de arbusto
0,5-2 m, possuem tricomas simples nas cores branco- translicido, dourados e castanhos,caule
com ritidoma descamante e ramos jovens com espacos velutinos. Suas folhas sao elipticas,
lanceoladas, com base arredondada e textura coriacea. As flores sdo isoladas do tipo dicésia 3-
floro, normalmente sésseis. Seus frutos sdo globosos com coloracdo verde-escura quando
ainda jovens e velutinos. As sementes apresentam embrido sem cotilédones (MAZINE et al.,
2020).

Figura 4. Espécime herborizado de Eugenia pohliana.

Fonte: Autor.

A espécie habita em ambientes diversos, como campos Sujos, campo rupestre e
cerrado ralo. Além disso, a Eugenia pohliana tem preferéncia por ambientes mais altos,

geralmente localizados em altitudes que variam entre 600-1300 m. Seu periodo de floracdo
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ocorre entre os meses de julho e novembro e frutifica de setembro a novembro (FARIA-
JUNIOR, 2014).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais sdo compostos liquidos e volateis, derivados da matéria prima
vegetal oriunda das plantas medicinais. As espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais
geralmente sdo localizadas em paises temperados e quentes. Eles podem ser sintetizados por
todas as partes das plantas incluindo flores, folhas, caules, galhos, sementes e raizes, e séo
armazenados nas células secretoras, canais, cavidades e células epidérmicas. Estima-se que,
de 3.000 dleos essenciais ja conhecidos, 300 deles desempenham funcdes importantes na
industria farmacéutica, agronémica, alimenticia, sanitaria, cosmética e perfumaria
(BAKKALI et al., 2008).

Os 06leos essenciais apresentam cerca de 20-60 componentes quimicos, pertencentes
aos grupos dos terpenos lipofilicos, fenilpronoides e derivados de hidrocarbonetos alifaticos
de cadeia curta. Dentre estes, 0s monoterpenos e sesquiterpenos constituem a grande maioria
dos 6leos essenciais, como os hidrocarbonetos, cetonas, alcoois, 6xidos, aldeidos, fendis e
ésteres (TUREK; STINTZING, 2013). A extracdo do 6leo essencial pode ser realizada por
diferentes técnicas, como maceracdo, prensagem a frio, extracdo por solvente, enfleurage,
hidrodestilacdo, dioxido de carbono e destilacdo a vapor (HANIF et al. 2019).

Os terpenos presentes nos o6leos essenciais sdo denominados de monoterpenos,
diterpenos, triterpenos ou sesquiterpenos. Além disso, sdo conhecidos por apresentarem
eficacia terapéutica comprovada nas mais diversas atividades bioldgicas, como antisséptica,
antimicrobiana, analgésica, antifingica, antioxidante e anti-inflamatéria (KHAN et al., 2018).

Alguns estudos tém demonstrado que o 6leo essencial de plantas medicinais, como
Syzygium aromaticum, Curcuma longa, Zingiber officianale, Croton, Cajucara Benth,
Protium heptaphyllum, Lavandula hybrida Reverchon, possui propriedade gastroprotetora
(BAROCELLI et al., 2004; SANTIN et al., 2011; ARAUJO et al., 2011, LIJU; JEENA;
KUTTAN, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

— Investigar a atividade gastroprotetora do 6leo essencial das folhas de Eugenia pohliana
DC. (Myrtaceae).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Extrair e caracterizar o 6leo essencial das folhas de E. pohliana (OEEP);

— Determinar a toxicidade oral aguda do OEEP em camundongos;

— Avaliar a atividade gastroprotetora do OEEP em modelos agudos de Ulcera gastrica;
— Estudar a atividade cicatrizante do OEEP em modelo cronico de Ulcera gastrica;

— Investigar os mecanismos de ac¢do envolvidos na atividade antiulcerogénica do OEEP;
— Determinar atividade Anti-Helicobacter pilory do OEEP;

— Investigar o papel do estresse oxidativo no efeito gastroprotetor do OEEP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Eugenia pohliana DC. (Myrtaceae) foram coletadas no Parque Nacional
do Catimbau, Pernambuco, Brasil (SISBIO n° 26743-3, Titular: Alexandre Gomes da Silva).
Os espécimes foram coletados com auxilio de uma tesoura de poda manual. Apos coletados,
foram acondicionados em sacos de papel devidamente identificados e conduzidos ao
laboratério para a extracdo do OE. Ramos férteis foram herborizados, identificados e
depositados no Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de Pernambuco
(registro n° 54.805).

4.2 EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

A extracdo do OE das folhas foi realizada por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger. A cada extracdo, foram pesados 300g de folhas trituradas e adicionados 3000 mL
de 4gua destilada. O tempo de destilacdo foi de 4 h. Apds o periodo de extracdo, OE obtido
foi tratado com Na2SO4 anidro, para a separacdo das fases oléo/agua, posteriormente foi
aliquotado e armazenado em recipientes de vidro, tipo @mbar a -20°C até o momento do uso.
O rendimento foi calculado pelo volume do OE obtido em relacdo a quantidade de droga

vegetal utilizada.

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA

A caracterizacdo quimica dos compostos presentes no 6leo essencial das folhas de
Eugenia pohliana foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
(GC/MS). As substancias foram identificadas por comparacdo dos seus espectros de massas
com os espectros da base de dados NIST 98 (NIST Mass Spectral Library, 1998), registrados
na literatura (ADAMS, 2007) e indices de retencdo, os quais foram obtidos a partir do
algoritmo de Kovats modificado, utilizando como padrdo uma série homologa de
hidrocarbonetos lineares de CoH2o (nonano) a CasHs4 (hexacosano).
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4.4 ANIMAIS

Foram usados camundongos das linhgens Swiss e BALB/c, além de ratos Wistar
distribuidos nos segintes testes: Swiss (toxicidade oral aguda, Ulcera gastrica induzida por
etanol, etanol/HCI, barreira fisica, e nos mecanismos de acdo GSH e NO. BALB/c (Ulcera
gastrica induzida por anti-inflamatério ndo esteroide. Ratos Wistar (determinacdo da secrecao
de acido gastrico, quantificacdo da concetracdo de muco na mucosa gastrica e Gcera gastrica
induzida por &cido acético. Os animais foram de os ambos 0s sexos, com 8-10 semanas de
idade, oriundos do Biotério do Departamento de Antibidticos da UFPE. Os animais foram
mantidos sob condigdes controladas de iluminagdo (ciclo 12 h claro/escuro), temperatura (22
+ 2 0C), umidade (45-65%) e receberam agua potavel e racdo (Presence®) ad libitum. Os
protocolos experimentais foram submetidos e aceitos pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE (Registro n° 0056/2019), conforme anexo (ANEXO A).

4.5 TOXICIDADE ORAL AGUDA

O teste de toxicidade aguda, foi realizado de acordo metodologia recomendada pela
Organization for Economic Cooperation and Development - Guideline 423 (OECD, 2001).
Camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas (n=5), foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos, sendo controle e tratado. Em seguida foram submetidos a um jejum sélido por 12
horas, com acesso livre a &gua. O grupo controle recebeu o veiculo Tween 80 1% (10 mL/kg,
v.0.) e 0 grupo da dose limite de 2000 mg/kg, v.o recebeu a dose fracionada, no tempo inicial
de 1000 mg/kg do OEEP e ap6s 4 horas outra dose 1000 mg/kg do OEEP. Os animais foram
observados nos intervalos de (0, 15, 30, 60 min) e diariamente durante 14 dias. O consumo de
agua, racdo bem como o peso corporal e alteracdes morfofisioldgicas foram mensurados
durante todo o experimento. No 15° dia os animais foram anestesiados com (cetamina 90 mg /
kg e xilazina 15 mg / kg), para retirada do sangue atraves da pungéo cardiaca e em seguida foi
retirado os orgdos (figado, baco, rim e pulmdo) para afericdo do peso, esses mesmos 6rgédos
foram conservados em formalina tamponada, em seguida essas amostras foram encaminhadas

para realizagédo da analise histoldgica.
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA

4.6.1 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol

Os camundongos (n = 6) foram divididos em cinco grupos experimentais e submetidos
a um jejum de sélidos por 16 horas. Posteriormente, eles foram pré-tratados com lanzoprazol
(30 mg/kg, v.0.) no grupo controle positivo, veiculo Tween 80 1% (10 mL/kg) para o controle
negativo e OEEP, nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg, nos grupos tratados. Apos 1 hora, foi
administrado etanol absoluto (10 mL/kg, v.0.). Decorrida 1 hora desta administragcdo, 0s
camundongos receberam tiopental sédico (60 mg/kg) e foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Os estbmagos foram retirados, abertos ao longo da grande curvatura e o percentual
de area ulcerada foi determinado com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram
expressos em area total de lesdo ulcerativa (mm2) em relacéo a &rea total do corpo gastrico,
(MORIMOTO et al.,, 1991, com modificacfes). As referidas doses (1, 3, 10 e 30) foram

determinadas atraves da escala logaritmica).

4.6.2 Avaliacdo do Efeito Protetor da Barreira Fisica

Os camundongos (n = 6) foram divididos em 3 grupos experimentais e submetidos a
um jejum solidos por 16 h. Posteriormente pré-tratados com veiculo Tween 80 1% (10 mL/kg,
v.0), para o grupo controle negativo e OEEP na dose de 10 mg/kg (v.o e i.p). Em seguida, 0s
animais receberam etanol 10 mL/kg (v.0) e uma 1h ap6s os camundongos receberam tiopental
sodico (60 mg/kg) e foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os estdmagos foram
retirados, abertos ao longo da grande curvatura e percentual de area ulcerada foi determinado
com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em area total de lesdo
ulcerativa (mm2) em relagdo a area total do corpo gastrico (VIDAL et al., 2017).

Visto que ndo houve diferenca estatistica entre as doses de 10 e 30 mg/kg, no teste de
indugdo de Ulcera por etanol, a dose de 10 mg/kg por ser a menor dose, foi escolhida para

seguir nos testes farmacologicos.
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4.6.3 Ulcera Gastrica Induzida por HCl/etanol

Os camundongos (n = 6) foram divididos em 3 grupos experimentais e submetidos a
um jejum de solidos por 16 horas. Em seguida, foram pré-tratados (v.0.) com solucdo Tween
80 1% (10 mL/kg) para o grupo controle negativo, lansoprazol (30 mg/kg) para o controle
positivo e OEEP, na dose 10 mg/kg, nos grupos tratados. Apos 1 h, foi administrado 0,2 mL
de 0,3 M HCl/etanol (v.0), e uma hora ap6s os camundongos receberam tiopental sodico (60
mg/kg) e foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os estbmagos foram retirados,
abertos ao longo da grande curvatura e o percentual de &rea ulcerada foi determinado com o
auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em &rea total de lesdo
ulcerativa (mm2) em relacdo a area total do corpo gastrico (SZELENYI; THIEMER, 1978;
MIZUI; DOUTEUCHI, 1983, modificado).

4.6.4 Ulcera Gastrica Induzida por Anti-inflamatério N&o Esteroide (PUSCAS et al.,

1997, com modificacao)

Para realizagdo deste protocolo experimental, os camundongos (n = 6) foram
submetidos a um jejum de sélidos por 16 h, posteriormente pré-tratados (v.0.) com ranitidina
(60 mg/kg) para o controle positivo, solucdo Tween 80 1% (10 mL/kg) para o controle
negativo e OEEP na dose 10 mg/kg nos grupos tratados. Decorridos 30 min do pré-
tratamento, os animais receberam piroxicam (30 mg/kg), por via subcutanea (s.c.), e apés 4 h,
os camundongos receberam pentobarbital sddico (50 mg/kg) e foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para
determinacdo do percentual de é&rea ulcerada (mm2) (SZELENYI; THIEMER, 1978;
PUSCAS et al., 1997, modificado).

4.6.5 Determinac&o da Secrecdo de Acido Gastrico

Para o estudo da avaliacdo dos parametros de secrecdo gastrica, 0s animais ratos
Wistar foram submetidos a um jejum de solidos por 16h, com livre acesso a solucdo de
glicose a 5%. Em seguida, foram divididos em trés grupos experimentais (n = 8). Para
realizacdo da ligadura de piloro, os animais foram previamente anestesiados com cetamina

(90 mg/kg) e xilazina (16 mg/kg) e foi realizada uma laparotomia para ligadura do piloro. De
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imediato, ap6s a ligadura, foi administrado por via intraduodenal, o veiculo (Tween 80 1%),
ranitidina (60 mg/kg) ou OEEP (na melhor dose).

Ap0s 4 horas, os animais receberam tiopental sddico (60 mg/kg) e foram eutanasiados
por deslocamento cervical. Os estdmagos foram removidos e o contetdo gastrico foi coletado
e centrifugado a 3000 rpm por 10 min. O volume final foi determinado apo6s a lavagem da
mucosa do estbmago com agua destilada e o valor do pH foi calculado em pHmetro digital. A
acidez total da secrecdo gastrica foi determinada pela titulacdo do pH 7.0 com 0,1 N NaOH
usando fenolftaleina 2% como indicador. O contetdo gastrico, o valor do pH e a acidez total
(mEqg [H+]/mL/4h) foram avaliados (VISSCHER et al., 1954).

4.6.6 Quantificacdo da Concentracdo de Muco na Mucosa Gastrica

Os animais (n = 7-8) foram submetidos ao jejum de 18 horas com acesso livre a
solucdo de glicose 5%, distribuidos em grupos e posteriormente tratados (v.0.) com OEEP (10
mg/kg), Tween 80 1% - 10 mL/kg (controle negativo) e carbenoxolona 200 mg/kg (controle
positivo). Apos 1 hora de cada administracdo, os animais foram anestesiados (via i.p.) com
cloridrato cetamina (60 mg/kg) (anestésico) e cloridrato de xilazina (6 mg/kg) (relaxante
muscular) e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da ap6fise xifoide para ligadura do
piloro. Em seguida, as incisdes dos animais foram suturadas e 4 horas ap0s a ligadura, 0s
ratos foram eutanasiados em camara de CO2, o esdfago foi pincado para evitar a perda do
material secretado e o estdmago removido e aberto ao longo da grande curvatura.

A porcéo glandular do estbmago foi separada, pesada e imersa, por duas horas, em 10
mL de solugdo de Alcian blue. O excesso de Alcian blue foi removido por lavagem do
estdmago por duas vezes consecutivas, com 7 mL de solucdo sacarose 0,25 mol/L; sendo a
primeira por 15 minutos e a segunda por 45 minutos. O corante, complexado ao muco aderido
a parede estomacal, foi extraido com 10 mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L, agitando-se
intermitentemente por um minuto, a cada 30 min, durante 2 horas.

Desse material, foi retirada uma aliquota de 4 mL e adicionada a 4 mL de éter etilico e
esta foi agitada por 2 minutos. A emulséo obtida foi centrifugada por 10 mina 1.134 ge o
sobrenadante, descartado. As absorbancias foram lidas em espectrofotémetro (modelo Epoch,
marca BioTek, Winooski, Vermont, USA) a 595 nm. A determinacdo da concentracdo de
Alcian blue foi feita por interpolacdo em uma curva padrdo com varias concentracdes de
Alcian Dblue. Os resultados foram expressos em pg de Alcian blue/g de tecido
(RAFATULLAH et al., 1990) com modificacoes.
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4.6.7 Ulcera Gastrica Induzida por Acido Acético (OKABE et al., 1971)

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n = 8) e anestesiados com
cetamina (90 mg/kg) e xilazina (16 mg/kg) por via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada
uma laparotomia para exposicdo do estbmago. Foi administrada uma injecdo de 0,05 mL de
solucdo de &cido acético a 20% na camada serosa do estbmago para indugdo da Ulcera. Apds a
remocao da injecdo, o local foi lavado com solucdo salina e a cavidade abdominal foi
suturada.

No segundo dia ap6s a inducdo da ulcera, foi iniciado o tratamento, duas vezes ao dia,
com solugdo Tween 80 1% (10 mL/kg, v.0.), ranitidina (60 mg/kg, v.0.) e o OEEP (melhor
dose nos modelos de gastroprotecdo), durante 7 dias. No 8° dia, os animais foram
anestesiados com tiopental sddico (60 mg/kg, i.p.) e, em seguida, eutanasiados em camara de
CO2. Os estdbmagos foram removidos, abertos pela curvatura maior, lavados com agua
destilada e fotografados, em seguida foi determinado o percentual de area ulcerada (mm?)
(OKABE et al.,1971).

4.6.8 Andlise Histopatoldgica da Mucosa Gastrica

Para realizacdo da andlise histopatolgica, amostras da mucosa géastrica foram
preservadas em formaldeido a 10% tamponado por 24 horas. Logo ap6s, foram lavadas em
solucdo tampdo, desidratadas em alcool em série crescente de concentracdo e incluidas em
glicol metacrilato historesina (Historesin Leica, Wetzlar, Germany). Os cortes de 4 um foram
obtidos em micrétomo (Leica, Wetzlar, Germany) modelo RM 2245 equipado com navalha
de vidro, distendidos em agua destilada e colocados sobre laminas, levados para secagem em
estufa a 60 °C por 1 minuto e submetidos as técnicas de coloracdo pela Hematoxilina - Eosina
(H.E).

As laminas em duplicatas/animal foram analisadas em microscopio de luz, da marca
Leica (Wetzlar, Germany) modelo DM500 e fotografadas mediante o uso de camera Leica
modelo EC3 acoplada ao microscépio, bem como do software Leica Application Suite
(LASEZ para analise histopatologica (BENEDITTI et al., 2004; LEMOS et al.,, 2011;
ALMEIDA et al., 2017).
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4.6.9 Avaliacdo da Participagdo dos Grupamentos Sulfridrilicos na Gastroprotecéo

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n = 6/grupo) e submetidos
a jejum de solidos por 16 h. Conforme pré-tratamentos, trés grupos receberam solucédo Tween
80 1% (10 mL/kg) e trés grupos receberam N-etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg), i.p., um
bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos. Apds 30 minutos das respectivas administracdes,
0s grupos foram tratados, v.0., com solucdo Tween 80 1% (10 mL/kg) como controle
negativo, carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) e 0 OEEP na dose de 10 mg/kg. Ap6s
1 hora dos respectivos tratamentos, os camundongos receberam etanol absoluto (10 mL/kg),
v.0., como agente indutor das Ulceras. Logo apo6s 1 h, os animais receberam tiopental sodico
(60 mg/kg) e foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os estbmagos foram removidos
para determinacéo da area ulcera (mm?) (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999).

4.6.10 Avaliacio da Participacdo do Oxido Nitrico na Gastroprotec&o

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n = 6) e submetidos a jejum
de solidos por 16 h, para realizacdo dos pré-tratamentos. Trés grupos receberam solugdo
Tween 80 1% (10 mL/kg) e trés grupos receberam N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME)
(70 mg/kg), i.p., um bloqueador da enzima sintase de Oxido nitrico. Apds 30 minutos das
respectivas administracdes, os grupos foram tratados, v.0., com solucdo Tween 80 1% (10
mL/kg) (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) e OEEP na dose de
10 mg/kg.

Apo6s 1 hora dos respectivos tratamentos, os camundongos receberam etanol absoluto
(10 mL/kg, v.0.) como agente indutor das Ulceras. Logo ap6s 1 h, os animais receberam
tiopental sédico (60 mg/kg) e foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os estdbmagos

foram removidos determinagao da area ulcera (mm?) (SIKIRIC et al., 1997).

4.6.11 Avaliacdo da Atividade Anti-Helicobacter pylori

A atividade Anti-H pylori foi avaliada pela determinagdo da concentracdo minima
inibitoria (MIC) usando o método espectrofotométrico de microdiluigdo em caldo de acordo
com as diretrizes M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). Os
pocos da microplaca foram preenchidos com 100 pL de meio de crescimento (infuséo

cérebro-coracdo suplementada com 10% de soro fetal de bovino) contendo diferentes
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concentracdes de OEEP (0,002—2%). Outros 100 pL contendo suspensédo de H. pylori (ATCC
43504) (aproximadamente 106 - 107 UFC / mL) foram adicionados a cada pogo. A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm e as
microplacas foram incubadas a 36 — 37 ° C na presenca de 10% de CO; por 72 h.

Apos a incubacgdo, o conteudo dos pocos da placa foi homogeneizado e uma nova
leitura espectrofotométrica foi realizada nas condi¢des acima mencionadas. Os testes foram
realizados em triplicata e repetidos pelo menos trés vezes, juntamente com controles de
crescimento (auséncia de amostras) e controles negativos (meio de cultura contendo diferentes
concentragfes de OEEP para controle colorimétrico). MIC foi determinado graficamente e
definido como a concentracdo mais baixa na qual houve um declinio acentuado (90%) na

absorbancia. Amoxicilina e metronidazol foram usados como padroes.

4.6.12 Ensaio de Inibicio da Urease

A atividade inibidora de urease do OEEP foi determinada quantificando a amonia
produzida através da hidrdlise catalisada por urease de ureia, de acordo com o método
descrito por (TANAKA et al., 2003). Foram adicionados 25 pL de urecase de 4 Ul (urcase de
feijdo, tipo I, Sigma-Aldrich) e 25 pL da amostra em diferentes concentragdes a uma
microplaca de 96 pogos e incubados durante 2 h a temperatura ambiente. O 4cido bérico foi
usado como padrdo. A inibicdo percentual foi calculada com a equacdo (1 - amostra ABS /
controle ABS) x 100, onde o ABS é a absorvéncia. A concentracdo efetiva semi-maxima
(CE50) da hidrdlise do substrato, foi calculada com base no efeito inibitério de varias

concentracdes de OEEP.

47 AVALIACAO DO PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NO EFEITO
GASTROPROTETOR DO OLEO ESSENCIAL DE Eugenia pohliana

4.7.1 Preparacao do Homogenato de Tecido

As amostras de tecido (1:20, p/v) da mucosa gastrica, referente ao modelo
experimental de Ulcera géstrica induzida por etanol, foram homogeneizadas com um tampao
de extracdo (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sddio 1 mM, fluoreto de
fenilmetanossulfonil 2 mM e IGEPAL® CA-630 1%, pH 7,5) usando um ULTRA-
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TURRAX® (T10, IKA, Alemanha). Os sobrenadantes foram coletados apos centrifugacéo a
10.000 g por 10 min, a 4 °C e armazenados a -80 ° C até anélise posterior.

4.7.2 Quantificacdo de Proteina

A concentragdo de proteina em homogenatos de tecido foi quantificada usando o kit
PierceTM BCA Protein Assay (Thermo Fisher®) usando albumina como padrdo. Os

resultados foram expressos em mg de proteina/mL de amostra.

4.7.3 Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacado lipidica foi quantificada pela reacdo do malondialdeido (MDA) com
acido tiobarbitdrico (TBA) em meio acido (HERMES-LIMA; WILLMORE; STOREY,
1995). Resumidamente, 160 pL de amostras, 160 puL de solug¢do de trabalho (1% TBA, 50
mM de NaOH, 0,1 mM BHT) e 80 uL de acido fosforico 7% foram misturados e incubados
por 15 min a 95 °C. Em seguida, a reacdo foi interrompida por resfriamento por 5 min. Para
extrair o produto, 600 uL de n- butanol foram adicionados a cada frasco, que foi agitado em
volrtex e centrifugado a 2.000 g por 5 min. Em seguida, 100 pulL da fase organica foram
transferidos para uma microplaca de 96 pogos. A absorvancia foi medida a 532 nm. Uma
curva padrdo de MDA (0 a 200 uM) foi tracada e os resultados foram expressos em UM

MDA/mg de proteina.

4.7.4 Glutationa Reduzida

A glutationa reduzida (GSH) foi medida pela reacdo de Ellman (MORON;
DEPIERRE; MANNERVIK, 1979). As proteinas nas amostras (200 puL) foram precipitadas
pela adigao de 50 pL de &cido tricloroacético a 10% e incubacéo por 10 min a -20 ° C. Apos a
precipitagdo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 2.000 g. Em seguida, 15 pL de
amostras, 35 puL de tampao de fosfato de s6dio 0,2 M (pH 8,0) e 100 uL de DTNB 0,6 mM
[5,5'-ditiobis (acido 2- nitrobenzoico)] foram adicionados a uma microplaca de 96 pogos. A
microplaca foi homogeneizada a 600 rpm por 1 min e a absorbancia medida a 412 nm. Uma
curva padrdo de glutationa reduzida (0 a 200 uM) foi tragada e os resultados foram expressos

em UM GSH/mg de proteina.
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4.7.5 Atividade Da Enzima Mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima encontrada nos granulos azurofilos
dos neutrofilos e utilizada como marcador inflamatorio, foi realizada pelo método descrito por
Lima-Junior et al. (2012). Amostras de 50 mg de c6lon foram incubadas com 1 mL de uma
solugdo de HTAB (brometo de haxadeciltrimetilamonio) 0,5%, homogeneizadas e
centrifugadas (2000 g, 15 min, a 4 °C). Amostras de 7 pL do sobrenadante foram transferidas
para microplacas de 96 pocos e 200 pL da solucdo de leitura (5 mg O-dianisidina; 15 pL
H202 1%; 3 mL tampéo fosfato; e 27 mL de H20) foram adicionados. A leitura foi realizada
em um espectrofotdmetro a 460 nm (t0 =0 minet 1 =1 min) e os resultados expressos em
DO/mg de tecido.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

O resultado obtido no ensaio de toxicidade aguda foi expresso utilizando o teste “t” de
Student, ja para os resultados dos ensaios farmacoldgicos de inducdo de Ulcera gastrica
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), acompanhada por pés- teste (Dunnett e/ou
Tukey). Todos os resultados foram expressos com média + E.P.M e intervalo de significancia
fixado em p< 0,05. As anélises dos resultados foram obtidas com o auxilio do software
(GraphPad Prism® 7.0), San Diego, CA, EUA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A andlise quimica do dleo essencial das folhas de Eugenia pohliana foi realizada por
GC-MS e apresentou 62 picos, dentre os quais foi possivel identificar 50 compostos,
principalmente sesquiterpenos. Os compostos identificados correspondem a 83,96% da
composicdo do Oleo essencial e, dentre esses, destacam-se: B-cariofileno (4,66%), allo-
aromadendreno (2,17%), biciclogermacreno (3,23%), a-muuroleno (4,02%), y-cadineno
(4,95%), o-cadineno (5,66%), espatulenol (4,95%), globulol (3,63%), viridiflorol (2,45%),
ledol (2,34%), T-muurolol (11,78%) e o a-cadinol (11,38%) (Tabela 1).

Tabela 1. Classes de compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas de Eugenia

_ pohliana. i
Pico Tempo de retencdo  Indice de Composto Area (%)
(min) retencéo
1 12,699 1031 Limoneno 0,06
2 23,739 1112 Desidrosabinacetona 0,26
3 24,910 1343 Isoledeno 0,06
4 25,010 1351 a-cubebeno 0,68
5 25,304 1378 B-burboneno 0,16
6 25,537 1379 B-elemeno 1,27
7 25,659 1391 Copaeno 0,05
8 26,105 1409 a-gurjuneno 2,12
9 26,414 1418 B-cariofileno 4,66
10 26,704 1422 Isogermacreno D 0,21
11 26,804 1423 B-gurjuneno 0,03
12 26,880 1437 Cadinadieno 0,07
13 27,016 1440 Aromadendreno 0,77
14 27,153 1441 Eudesmadieno 0,07
15 27,373 1451 Desidroisolongifoleno 0,09
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

27,471
27,700
28,186
28,324
28,483
28,550
28,655
28,801
28,917
29,048

29,336
29,482

29,607
30,017
30,179
30,227
30,332
30,458
30,589
30,672
30,770
30,906
31,026
31,212
31,385
31,618
31,846

1454
1461
1477
1480
1485

1487
1494
1499

1512
1515

1524
1534
1548
1521

1546
1560

1564
1569
1570
1575
1576
1590
1594

a-humuleno
allo-aromadendreno
y-muuroleno
Germacreno D
B-selineno
NI
Biciclosesquifelandreno
Biciclogermacreno
a-muuroleno
NI

y-cadineno
Khusinol

6-cadineno
a-cadineno
f-calacoreno
Calameneno
NI
Oxido de cariofileno
Germacreno B
NI
y-calacoreno
Palustrol
Epdxido de calareno
Espatulenol
Globulol
Viridiflorol
Oxido de di-epi-

cedreno

0,97
2,17
1,73
0,38
0,28
0,38
0,25
3,23
4,02
0,21

4,95
0,24

5,66
1,09
0,54
0,53
0,12
0,48
0,04
0,16
0,74
1,09
0,14
4,95
3,63
2,45
0,44
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43 31,942 1595 Ledol 2,34
44 32,108 1607 Epdxido de humuleno 0,37
45 32,265 1608 Di-epi-cubenol 1,09
46 32,502 1610 [-acoradienol 0,55
47 32,637 1613 Epi-cubenol 1,66
48 32,801 - NI 0,13
49 33,048 1642 T-muurolol 11,78
50 33,162 - NI 3,49
51 33,427 1652 a-cadinol 11,38
52 33,516 1655 Calamenenol 0,80
53 33,696 - NI 0,76
54 33,753 1661 Calamenenol 1,12
55 33,921 - NI 0,58
56 34,192 - NI 0,46
57 34,286 1685 Muurolenona 0,26
58 34,385 1687 Shyobunol 1,78
59 34,586 - NI 0,33
60 34,680 1691 Calamenenona 0,27
61 34,785 - NI 0,61
62 34,978 - NI 0,43
Total 91,62
Total de identificados 83,96

Fonte: Autor.

Os compostos encontrados na composi¢do quimica do 6leo essencial da Eugenia

pohliana corroboram o estudo de Henriques et al. (1993), onde seis espécies pertencentes ao

género Eugenia apresentam compostos do grupo dos monoterpenos e sesquiterpenos, sao eles:

limoneno, a-cadineno, muurolenona, globulol, y-cadineno, viridiflorol, calamenenol e t-

muurolo. A maioria das plantas produtoras de 6leos essenciais, possuem em sua COmposi¢ao

quimica a presenca de compostos pertencentes aos sesquiterpenos. No trabalho de Lemos,
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(1995), o oleo essencial extraidos das folhas de Mombim L., S. purpurea L., S. tuberosa arr. e
S. cytherea sonn apresentaram compostos quimicos como, B-cariofileno, o-cadineno e T-
muurolol.

A maioria das plantas produtoras de 6leos essenciais possuem sesquiterpenos em sua
composicédo, a exemplo do trabalho de Lemos (1995), em que os 6leos essenciais extraidos
das folhas de Spondias mombin L., S. purpurea L., S. tuberosa Arr. e S. cytherea Sonn
apresentaram como constituites f-cariofileno, 6-cadineno e T-muurolol.

O B-cariofileno foi 0 composto majoritario encontrado no estudo de Almeida et al.
(2017). Este composto apresenta atividade antitlcera, a qual se deve adicionalmente ao seu
efeito sinérgico com o d-cadineno, torreiol e T-muurolol, presentes no dleo essencial da
espécie Spondias purpurea L. (Anacardiaceae). Esses achados estdo em consonancia com o
estudo de Rozza et al. (2013), no qual foi verificado que varios Gleos essenciais apresentam
atividade gastroprotetora ou antiulcerogénica, devido a presenga de [-cariofileno e

biciclogenacremo.

5.2 TOXICIDADE AGUDA

O teste de toxicidade aguda tem por finalidade determinar se algumas substancias
apresentam carater nocivo para o organismo vivo. Além disso, o teste proporciona subsidios
para definir a dose segura a ser testada nas atividades farmacoldgicas. Os animais foram
tratados com uma dose unica 2000 mg/kg (v.0) do OEEP e observados durante os 14 dias de
experimento.

A Tabela 2 mostra os valores de consumo de &gua, racdo e ganho ponderal ap6s 14
dias de experimento e foi possivel constatar que o0 OEEP nédo causou alterac@es significantes,
uma vez que ndo mostra diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle tratado com
solugédo Tween 80.

Aplés o término dos experimentos, os Orgdos foram coletados, analisados
macroscopicamente e histologicamente, e ambas as analises ndo apresentaram sinais de danos

aos orgaos dos grupos analisados (Tabela 3).
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Tabela 2. Efeito do 6leo essencial das folhas de Eugenia pohliana (OEEP) sobre o consumo de agua,
racdo e peso corporal em camundongos apos 0s 14 dias da administracdo oral da dose Unica de 2.000

mg/kag.
TRATAMENTO
Parametros Controle OEFP
(Solugéo H20O/Tween 80 1%0) (2.000 mg/kQg)
Consumo de racéo () 31,67 5,65 24,8 +4,11
Consumo de agua (mL) 42,69 + 9,54 36,38 £ 8,13
Massa inicial (g) 41,2 34,4
Massa final (g) 43,2 35,6
Ganho de Massa (%) 4,6% 3,2%

Fonte: Autor.

Tabela 3. Efeito do 6leo essencial das folhas de Eugenia pohliana (OEEP) sobre o indice de 6rgdos
apos os 14 dias da administracdo oral da dose unica de 2.000 mg/kg.

TOXICIDADE
Orgaos (g) Controle OEFEp
(Solugdo H20O/ Tween 80 1%) (2.000 mg/kg)
Figado 0,056344307 + 0,004 0,052557111 = 0,005
Rins 0,01028507 + 0,002 0,012400257 = 0,001
Baco 0,005209219 + 0,002 0,00456435 + 0,001
Pulméo 0,004276522 + 0,002 0,004479891 + 0,001

Fonte: Autor.

5.3 ATIVIDADE GASTROPROTETORA

5.3.1 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Absoluto

O primeiro método farmacoldgico para avaliar se 0 OEEP tem efeito gastroprotetor foi
0 modelo de etanol absoluto em camundongos. A partir deste modelo, foi escolhida a melhor
dose a ser testada nos modelos experimentais. Os resultados demostraram que o pre-
tratamento com OEEP nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg foi capaz de reduzir a leséo gastrica,
respectivamente, em 30,64%, 46,16%, 67,00% e 74,24%, quando comparados ao grupo

controle. O OEEP diante da lesdo gastrica induzida pelo etanol foi capaz de reduzir o dano
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gastrico significativamente nas doses de 10 e 30 mg/kg (Figuras 5 e 6). O lansoprazol também
foi capaz de reduzir a lesdo géastrica em 77,14%.

Figura 5. Efeito do pré-tratamento por via oral do OEEP sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto em camundongos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.

Figura 6. Estdmagos de camundongos pré-tratados por via oral com OEEP sobre as lesfes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Tween 80 (controle negativo) (a), (lansoprazol (30
mg/kg) (b), OEEP (1 mg/kg) (c), OEEP (3 mg/kg) (d), OEEP (10 mg/kg) (e), OEEP (30 mg/kg) (f).

a. b. G d. e. f.

O modelo de inducdo por etanol absoluto é bastante utilizado em experimentacao

Fonte: Autor.

animal, uma vez que o alto consumo de alcool é considerado uma das principais causas de
lesdo a mucosa gastrica, assim este modelo tem por finalidade desvendar possiveis compostos
gastroprotetores. A lesdo gastrica pelo etanol caracteriza-se por apresentar pontos
hemorragicos ao logo da porcéo glandular do estdmago, além de causar a ruptura do sistema
vascular endécrino, elevacdo da permeabilidade vascular e formacdo de edema (TSUI et al.,
1998; MOUSA et al., 2019).
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A patogénese da lesdo gastrica induzida por etanol absoluto estd associada ao
desequilibrio entre os processos celulares oxidantes e antioxidantes da mucosa gastrica. A
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superoxido, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxila, peroxidacéo lipidica e a diminuicdo dos niveis de glutationa sdo
0s principais fatores responsaveis pelo surgimento desta lesdo (FARIA et al., 2012;
ALIREZAEI et al., 2012).

5.3.2 Avaliacdo do Efeito de Barreira Fisica

O teste de barreira fisica mostrou a eficdcia do OEEP (10 mg/kg), por via enteral e
parenteral, no efeito gastroprotetor. Os resultados do pré-tratamento com OEEP indicaram
reducdo da area de lesdo ulcerativa de 54% via oral e 82% por via intraperitoneal em relacéo

ao grupo controle negativo (Figuras 7 e 8).

Figura 7. Estdmagos pré-tratados com o OEEP por via oral e intraperitoneal sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol (10 mL/kg).
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a anélise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.
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Figura 8. Estdbmagos pré-tratados com o OEEP por via oral e intraperitoneal sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol (10mL/kg) em camundongos, controle (a), Via oral (b), OEEP (10 mg/kg) (c).

a. b. C.

Fonte: Autor.

No teste de barreira fisica, ndo houve diferenca estatistica entre as vias de
administracdo. Deste modo, os resultados indicam que o OEEP tem efeito na protecédo gastrica
por acdo local e sistémica, ndo estando associado a formagdo de uma barreira fisica protetora,
visto que houve uma reducéo no indice de lesdo ulcerativa por via parenteral, descartando,
assim, a possibilidade do efeito gastroprotetor ser decorrente da formacdo de um filme
protetor na mucosa, semelhante ao reportado por Vidal et al. (2017) para o 6leo essencial do
Croton rhamniflolioides.

A administragdo oral ou enteral é considerada uma das formas mais seguras e
econbmicas de administracdo dos farmacos. Os medicamentos podem ser ingeridos por
degluticdo ou colocados na regido da lingua ou bochechas, proporcionando uma absorcao
direta na circulacdo sanguinea. J& a via de administracdo parenteral € um método que introduz
o farmaco diretamente na corrente sanguinea e tem como finalidade facilitar a
biodisponibilidade dos farmacos (WHALEN; FINKEL; PANAVELIL, 2016).

Os farmacos utilizados no tratamento dos disturbios gastrointestinais atuam tanto por
via local (antiacido) como por absor¢do via (endovenosa), antagonista dos receptores H2 e
inibidores da bomba de prétons (PARRAH et al., 2013). Assim, foi possivel observar que a
administracdo do OEEP ndo apresentou diferenca estatistica, indicando que o efeito
gastroprotetor ocorreu em ambas as administragdes.

Alguns derivados de plantas medicinais, como Gleos essenciais e extratos, possuem a
capacidade de formar uma barreira fisica protetora. 1sso se da devido a capacidade dos 6leos
essenciais formarem um filme ou pelicula hidrossolavel. Enquanto os polifendis,
principalmente os taninos, precipitam as proteinas do muco gastrico e formam um filme
protetor. A formacdo desta barreira protetora atua impedindo a absor¢do de substancias
toxicas (BRITO et al., 2020).
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5.3.3 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado

O pré-tratamento oral com o OEEP na dose de (10 mg/kg) reduziu a area de leséo
ulcerativa (ALU) em 48,18% em comparacdo ao controle. O grupo que recebeu a
administracdo de etanol/HCI 0,3 M apresentou uma area de leséo igual a 59,94%, enquanto o
percentual do lansoprazol foi de 48,99% (Figuras 9 e 10).

Figura 9. Efeito do pré-tratamento por via oral do OEEP sobre as lesbes gastricas induzidas por
etanol/HCI em camundongos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.

Figura 10. Estbmagos de camundongos pré-tratados por via oral com OEEP sobre as lesdes gastricas

induzidas por etanol acidificado em camundongos. Controle (a), lansoprazol 30 mg/kg (b), OEEP (10
ma/kg) (c).

a. b.

C.

Fonte: Autor.

A leséo géstrica causada pelo etanol/HCI ¢ o modelo que mais se assemelha a gastrite
aguda em humanos (HSU; CHU; LIU, 2009). O HCI é responsavel por causar danos severos a
mucosa, enquanto o etanol caracteriza-se por apresentar lesdes necréticas com a presenga de

hemorragias. Deste modo, o dano géstrico causado pelo etanol/HCI afeta diretamente a
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camada protetoras da mucosa gastrica, como a secre¢do de bicarbonato e a producdo de muco
(ALRASHID et al., 2012).

Os efeitos do dano gastrico pelo etanol/HCI estdo intimamente relacionados com as
funcbes desempenhadas pelo organismo, como peroxidacdo lipidica, formacdo de radicais
livres, estresse oxidativo intracelular e mudangas na permeabilidade (OLALEYE et al., 2007).

O OEEP mostrou resultados satisfatorios diante da lesdo gastrica induzida por
etanol/HCI quando comparados ao grupo controle. Resultados semelhantes com aplicacéo de
Oleos essenciais na lesdo gastrica induzida por etanol/HCI também foram demostrados nos
trabalhos de Pereira et al. (2017) e Caldas et al. (2011).

5.3.4 Ulcera Gastrica Induzida por Anti-inflamatério N&o Esteroide

A administrag@o subcutanea de piroxicam (30 mg/kg) foi capaz de produzir uma leséo
gastrica de 18,65% no grupo controle. Os animais pré-tratados com OEEP na dose de 10
mg/kg reduziu o dano gastrica em 96,30% quando comparados ao grupo controle. Os animais
pré-tratados com ranitidina (60 mg/kg), controle positivo, tiveram as lesdes inibidas em
96,80%. Os resultados indicam que o OEEP reduziu significativamente as lesGes gastricas
quando comparado ao grupo controle (Figuras 11 e 12).

Figura 11. Efeito do pré-tratamento por via oral do OEEP sobre as lesGes gastricas induzidas por anti-
inflamatdrio ndo esteroide em camundongos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a anélise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.
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Figura 12. Estbmagos de camundongos pré-tratados por via oral com OEEP sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em ratos. controle (a), piroxicam 30 mg/kg (b), OEEP (10 mg/kg) (c).

a. b. C.

Fonte: Autor.

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) sdo medicamentos comumente
utilizados,por suas agdes analgesicas, anti-inflamatéria e antipirética no tratamento de
doencas inflamatdrias, artrite reumatoide, osteoartrite, distarbios cerebrovasculares
isquémicos e no tratamento de cancer (PARK et al., 2014). No entanto, a utilizacdo dos
AINEs por longo prazo pode desencadear complicagdes clinicas graves no trato
gastrointestinal, incluindo sangramentos, lesdes agudas, Ulceras gastricas e até mesmo
perfuracdes (KWIECIEN et al., 2015).

Os AINEs seguem sua trajetoria atravessando a camada de muco até atingir as células
epiteliais, onde se tornam ionizados no meio acido do estdbmago além de exercerem o
processo sistémico de inibicdo da cicloxigenase (COX), enzima responsavel pela sintese de
prostaglandinas. A diminuicdo nos niveis de prostaglandinas na mucosa gastrica €
considerada o fator agravante para o surgimento de lesdes gastricas induzidas por AINES
(KWIECIEN et al., 2015; WU et al., 2018).

A lesdo causada por AINES no epitélio gastrico caracteriza-se, pela diminuicdo das
substancias protetoras da mucosa gastrica, como muco e HCO3 (WATANABE et al., 2020).
Os danos causados nos vasos sanguineos pela inflamacdo comprometem a microcirculacao,
levam a ativacdo de plaquetas e neutrofilos e causam o aumento de espécies reativas de

oxigénio (EROs), além de interferir no funcionamento da permeabilidade vascular.

5.3.5 Determinacéo da Secrecdo de Acido Gastrico

O pré-tratamento intraduodenal com ranitidina (60 mg/kg) e o OEEP (10 mg/kg),
apresentou reducdo dos niveis de conteudo de secregdo géstrica de 54,10% e 0,52%); do pH
em 77,90 % e 93,77%, e do nivel de acidez total em 59,26% e 14,26%, respectivamente,

quando comparados ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento por via intraduodenal do OEEP sobre 0s pardmetros do suco

gastrico.
A)
et 2.0+
& -1
8 15
&
-3
0 1.0 +*
.§ -1
g 0.5+
(=]
© o0 , .
(=) (+) 10
B)
5=
*
4 T
m 37
=3
2_
1<
0- ; T
() (+) 10
C)
0.03
=
ol
g 0.02-
o5
E .
7 0.014 -
=
000- 1) T
) + 10
OEEP (mg/kg)

Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.

A gastrina € um horménio peptideo que estimula a secrecdo de acido cloridrico e
estimula a motilidade do estbmago. Este modelo tem por finalidade avaliar os parametros
bioquimicos da secrecdo &cida gastrica, como pH, ions de hidrogénio e conteido gastrico, a
fim de investigar a possivel atividade antissecretoria do OEEP. A gastrina € um importante
horménio peptideo responsavel por estimular a secrecdo de acido cloridrico, alem de atuar na
motilidade do estdmago (WALDUM et al., 2014). Apo6s a ligadura do piloro, os estbmagos
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dos animais ficam totalmente dilatados, isso se deve a agdo da acetilcolina, a qual promove o
aumento da pressao sobre 0s receptores sensiveis da mucosa gastrica antral, sendo assim ativa
o reflexo vago-vagal e estimula o aumento da secrecdo gastrica (RASTOGI; PATNAIK;
DIKSHIT, 1998).

A administracdo do OEEP (10 mg/kg) ndo foi capaz de aumentar o pH géstrico, sendo
assim ndo houve diminuicdo do conteudo gastrico e acidez total do estdbmago. Esses
resultados sugerem que a acdo inibitdria da secrecdo de acido gastrico ndo tem envolvimento
na atividade gastroprotetora do OEEP. O pré-tratamento com ranitidina (60 mg/kg) diminuiu

0 contetido géstrico, elevou o pH e reduziu a acidez gastrica, conforme esperado.

5.3.6 Quantificacdo da Concentracdo de Muco na Mucosa Gastrica

Os animais que receberam o etanol (10 mL/kg) mostraram uma reducdo significativa
na quantidade de muco géstrico (38,24% de Alcian blue/g de tecido) quando comparado ao
grupo controle ndo lesado (Sham) (61,07% de Alcian blue/g de tecido), conforme Figura 14.
O pré-tratamento com o OEEP na dose de 10 mg/kg foi capaz de aumentar o nivel de muco
gastrico 25,89% de Alcian blue/g de tecido) em comparagdo ao grupo controle lesionado. O
tratamento com a carbenoxolona 200 mg/kg aumentou significativamente a producdo do

muco gastrico (90,54% de Alcian blue/g de tecido).

Figura 14. Efeito do pré-tratamento do OEEP na producéo de muco géstrico em estbmagos de ratos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a anélise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.
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O muco atua como uma barreira protetora da mucosa gastrica contra agentes ofensivos
(bactérias e particulas estranhas) (ABDULKARIM; SHARMA; GUMBLETON, 2019) e a
fisiopatologia da Ulcera gastrica estd intimamente associada a deplecdo da producdo de muco
gastrico (MORAES et al., 2009). No presente estudo, 0 OEEP ndo atuou aumentando a
secrecdo de muco quando comparado ao grupo controle. Trabalhos semelhantes também
associam a atividade gastroprotetora de alguns 6leos essenciais ao aumento da producdo de
muco gastrico (SANTIN et al., 2011; TAKAYAMA et al., 2011; CALDAS et al., 2014).

O aumento da secrecdo de muco é um fator importante para a mucosa gastrica, uma
vez que ele desempenha funcdo antioxidante e é capaz de reduzir os danos gastricos,
ocasionados pela presenca de espécies reativas de oxigénio (SANTIN et al., 2010).

5.3.7 Ulcera Gastrica Cronica Induzida por Acido Acético

A administracdo de acido acético 20% (0,5 mL) na camada serosa do estdbmago
induziu uma lesdo gastrica de 96,28%. A administracdo do OEEP (10 mg/kg), durante 14 dias
consecutivos, reduziu significativamente as lesdes ulcerativas crénicas em 70% quando
comparado ao grupo controle negativo. Os animais que receberam ranitidina (60 mg/kg) como
controle positivo apresentaram 82% de reducdo da lesdo gastrica, conforme observado nas
Figuras 15 e 16.

O tratamento oral do OEEP (10 mg/kg) foi capaz de promover a cicatrizacdo da lesdo
gastrica causada pelo acido acético em ratos (Figura 17). O dano gastrico causado apds a
inducdo por acido acético é responsavel pelo desequilibrio das substancias protetora da
mucosa gastrica, ocasionando lesdes cronicas (SILVA et al., 2013).
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Figura 15. Efeito do tratamento por via oral do OEEP sobre as lesdes gastricas induzidas por &cido
acético em ratos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.

Figura 16. Estdmagos de ratos pré-tratados por via oral com OEEP sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em ratos. Controle (a), ranitidina 60 mg/kg (b), OEEP (10

mg/kg) (c).
a. b. C.

I

Fonte: Autor.

A inducdo de Ulcera gastrica por acido acético é considerada o método que mais se
assemelha a lesdo gastrica cronica em humanos, devido suas caracteristicas patoldgicas e
cicatrizantes (YANG et al., 2018). A patologia da lesdo por este agente ocorre de maneira
inversa, inicia-se da camada serosa para a mucosa, diferente das lesbes gastricas
habitualmente encontradas, onde o processo inflamatorio tem inicio da mucosa para a camada
serosa.

A lesdo esta intimamente associada a deplecdo nos fatores protetores da mucosa
gastrica, como prostaglandinas, muco, oxido nitrico e citocinas (VIANA et al., 2019). Esse
modelo tem sido excessivamente usado, ndo SO para estudar suas caracteristicas

fisiopatoldgicas, mas também por que é um método que estd atrelado ao processo de
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cicatrizagdo que consiste em inflamagdo, migracdo celular, proliferacdo, re-epitelizagéo,
angiogénese e deposicao de matriz (UCHIDA; SHIMIZU; KURAKAZU, 2010).

As Ulceras produzidas pelo acido acético sdo profundas e arredondadas, localizadas na
regido do estbmago ou no duodeno. A leséo torna-se cronica a partir 2-3 dias apds a inducéo e
podem ser tratadas no periodo de 2-3 semanas sem que haja complicagdes sérias, como
perfuracdes ou aderéncia dos orgaos (ALMASAUDI et al., 2017). Os estdmagos foram
analisados histologicamente utilizando a coloracdo hematoxilina e eosina (HE). Esta técnica
tem por finalidade averiguar o processo de cicatrizacdo das camadas da mucosa gastrica, apos
o0 dano causado pela indugéo do &cido acetico.

A coloragdo com HE apresentou lesdo de Ulcera bem definida, com a camada mucosa
e submucosa totalmente destruida pelo acido acético no controle lesionado. Os estdmagos
tratados com o OEEP (10 mg/kg) e ranitidina (60 mg/kg) demostraram a regeneracdo do
epitélio da mucosa das fossetas gastricas, juntamente com suas glandulas gastricas (Figura
17).

Figura 17. Fotomicrografias da mucosa géastrica dos ratos submetidos a inducéo de Ulcera crénica em
20% de &cido acético coradas com HE. Controle (A). Ranitidina (60 mg/kg). OEEP (10 mg/kg).
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Os animais foram tratados via oral com solucdo de Tween 80 /Agua (controle lesionado). A figura (A)
representacdo da Ulcera, auséncia da camada epitelial (area da Ulcera interna), a seta tracejada preta
indica a camada epitelial restante (borda da ulcera). Figura (B) processo de reepitelizagdo das camadas
gastricas. Figura (C) epitélio formado.

Fonte: Autor.

Os estbmagos foram observados histologicamente, através da coloracdo de HE, e foi
possivel identificar a presenca de lesbes severas, que causaram a destruigdo total das camadas
do estdbmago, apds a inducdo da ulcera por acido acético (controle negativo). No controle
positivo, ranitidina (60 mg/kg) e OEEP (10 mg/kg) promoveram uma redugdo acentuada de
danos, quando comparados ao grupo controle (Figura 17). Estudos semelhantes com
aplicacdes de Oleos essenciais em lesbes gastricas induzidas por &cido acético sdo descritos
por Mei et al. (2013) e Viana et al. (2019).
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Os resultados histolégicos comprovaram que, além do OEEP (10 mg/kg) exercer
funcdo de protecdo da mucosa contra lesbes gastricas cronicas, também acelerou o processo
de cicatrizacdo. Este € o primeiro estudo que evidencia o efeito cicatrizante do 6leo essencial

das folhas de Eugenia pohliana.

5.3.8 Avaliacao da Participacdo dos Grupamentos Sulfridrilicos na Gastroprotecao

A administracdo do NEM agravou as lesGes gastricas induzidas pelo etanol em
86,80%, em comparacdo com os efeitos nos grupos pré-tratados com solugcdo de Tween
80/4gua. O OEEP (10 mg/kg) reduziu as lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol absoluto na
presenca do NEM, assim como na auséncia desse bloqueador também houve reducédo
significativa da lesdo. Este resultado sugere que o efeito gastroprotetor do OEEP esta

envolvido parcialmente com a via do grupamento sulfidrila (Figuras 18 e 19).

Figura 18. Efeito da administracdo oral do OEEP sobre lesfes gastricas induzidas por etanol antes
(ndo bloqueadas) e ap6s tratamento (blogqueado) com NEM (10 mg/kg) em camundongos.
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a anélise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparacdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.
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Figura 19. Estdmagos de camundongos pré-tratados com OEEP (10mg/kg) sobre lesGes gastricas
induzidas por etanol (10m/g) antes (hdo bloqueadas) e ap6s tratamento (bloqueado) com N-
etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg). Controle (10 ml/g) (a), Carbenoxolona (100 mg/kg) (b), OEEP (10
mg/kg) (c), Controle (10 ml/g) blogueado (d), Carbenoxolona (100 mg/kg) bloqueado (e), OEEP (10
mg/kg) blogueado ().

c. d. e. f.

a. b.

Fonte: Autor.

Os compostos de sulfidrila ndo proteicos (GSH) sdo agentes de extrema importancia
na regulacdo e protecdo da mucosa gastricas, eles desempenham funcGes imunologicas que
envolvem a sintese e degradacdo de proteinas, além disso, estdo envolvidos nos processos de
manutencdo da estrutura proteica. Deste modo, exerce importante funcdo contra agentes
nocivos (ARECHE et al., 2020). Geralmente, a inducdo de um dano géstrico leva a uma
diminuicdo na concentracdo dos compostos sulfidrila, devido sua ligacdo com os radicais
livres formados apds a presenca de agentes nocivos na mucosa. Estudos relatam que os
compostos de sulfidrila ndo proteicos estdo envolvidos na eliminagdo de derivados de
oxigénio (ARRUDA et al., 2009).

Os resultados obtidos indicam que o tratamento com o OEEP na presenca ou auséncia
do bloqueador de sulfidrila (NEM) foi capaz de proteger a mucosa gastrica contra 0s danos
causados pelo etanol absoluto. O GSH € um importante antioxidante responsavel pela
protecdo da mucosa gastrica (ROZZA et al., 2011).

5.3.9 Avaliacdo da Participacdo do Oxido Nitrico na Gastroprotec&o

A administracdo do Ne-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) agravou as lesfes
gastricas induzidas pelo etanol em 82,3% quando comparadas ao grupo controle pré-tratado
com solucdo (Tween 80/Agua). O OEEP (10 mg/kg, v.0.) e carbenoxolona (100 mg/kg, v.0.)
reduziram significativamente as lesdes gastricas induzidas pelo etanol absoluto nos grupos
ndo bloqueados. Ja na presenca do bloqueador (L-NAME), o OEEP perde sua eficacia,
sugerindo que o efeito antiulcerogénico do OEEP depende da via de éxido nitrico, para atuar

na prote¢cdo da mucosa gastrica contra danos nocivos.
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Figura 20. Efeito da administracdo oral do OEEP sobre lesGes géstricas induzidas por etanol em
camundongos antes (ndo blogueadas) e ap6s tratamento (blogueado) com L-NAME (70 mg/kg).
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Os resultados estdo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.

Figura 21. Estdmagos de camundongos pré-tratados com o OEEP (10 mg/kg) sobre lesdes gastricas
induzidas por etanol (10 ml/g) antes (ndo bloqueadas) e ap6s tratamento (bloqueado) com L-NAME
(70 mg/kg). Controle (10 ml/g) (a), carbenoxolona (100 mg/kg) (b), OEEP (10mg/kg) (c), controle (10
ml/g) bloqueado (d), carbenoxolona (100 mg/kg) bloqueado (e), OEEP (10mg/kg) bloqueado (f).

a. b. C:i d. e f.
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Fonte: Autor.

O oxido nitrico (NO) € uma peca chave na manutencao e prote¢do da mucosa gastrica
(OLIVEIRA et al., 2012). E sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) a partir do
oxigénio (0O2) e da L-arginina e desempenha importantes fun¢es na regulacdo do fluxo
sanguineo, manutencdo dos ténus vascular e secrecdo de muco gastrico (CALDAS et
al.,2014). Além disso, o NO estéa envolvido na modulagéo da integridade do estdmago, através
da interacdo com as prostaglandinas (MARTINS et al., 2014).

Na mucosa gastrica, 0 NO atua promovendo a vasodilatacdo e reducéo da peroxidagéo
lipidica, além de exercer efeito anti-inflamatdrio nos tecidos (BARBOSA et al., 2019).

Nossos resultados mostraram que a inibicdo da sintese de NO pelo bloqueador (L-NAME)
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interferiu no efeito gastroprotetor do OEEP, sugerindo que o 6leo depende do mecanismo de

acdo do dxido nitrico.

5.3.10 Avaliacéo do papel do estresse oxidativo no efeito gastroprotetor do 6leo essencial

de Eugenia pohliana

Figura 22. Atividade da peroxidacéo lipidica, (ug MDA/mg de proteina) glutationa reduzida (ug
GSH/mg de proteina) e mieloperoxidase (MPO) (mDO / mg de proteina), em estdbmagos de
camundongos com Ulcera gastrica induzida por etanol ap6s tratamento de com tween 80 (veiculo),
lansoprazol (30 mg/kg, v.0.) e 0 OEEP (10 mg/kg).
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Os resultados estdo expressos em media £ d.p. de 6 animais, utilizando a anélise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagdes de Tukey, comparado ao controle negativo (-),
*p<0,05.

Fonte: Autor.
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O dleo essencial de Eugenia pohliana atuou diminuindo a peroxidacdo lipidica,
através da reducdo dos niveis de malondialdeido (MDA). Assim como reduziu
significativamente os niveis de GSH, quando comparado ao grupo controle negativo. O
marcador inflamatério MPO ndo apresentou significancia estatistica comparado ao grupo
negativo.

O excesso de alcool no organismo pode desencadear danos a mucosa gastrica. No
entanto, as consequéncias dessa exposicao afetam diretamente 0os mecanismos subjacentes,
ocasionando o estresse oxidativo. O papel do estresse oxidativo pode ser medido através dos
marcadores bioquimicos, como malondialdeido (MDA), glutatina reduzida (GSH) e
mieloperoxidase (MPO) (BHATTACHARYYA etal., 2014).

A Peroxidacéo lipidica se origina em condi¢des de estresse e possui a capacidade de
interagir com mdltiplas moléculas, como proteinas e DNA. O aumento na producdo de MDA
estd associado ao surgimento de varios estados patologicos (AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES, 2014).

A GSH é um importante marcador bioguimico envolvido no mecanismo de
manutencdo da integridade da mucosa géastrica. A deplecdo nos niveis de glutationa induz
lesbes ulcerativas macroscépicas na mucosa. A diminuicdo da GSH afeta diretamente as
atividades das enzimas GPx e GST, uma vez que elas séo dependentes do GSH (DEVI et al.,
2007).

Os neutrofilos ativados sdo capazes de produzir espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, fatores cruciais na patogénese das lesdes gastricas. O excesso de neutréfilos nos
tecidos injuriados da mucosa gastricas podem ser avaliados através da atividade
mieloperoxidase (MPO), um marcador oxidativo, pertencente & familia peroxidase,
encontrado nas células mieloides, como neutréfilos e mondcitos, e caracteriza-se

principalmente por ser marcador especifico de neutréfilos (SHANG et al., 2017).

5.3.11 Avaliacéo da Atividade Anti-Helicobacter pylori

O OEEP mostrou-se eficaz na atividade Anti-Helicobacter pylori com concentragao
minima inibitoria (CMI = 0,001%) e concentracdo minima bacteriana (CMB= 0,01%). Inibiu
cerca de 45% da urease em todas as concentragcbes. A amoxicilina e metronidazol foram
utilizados como controles positivos na CMI.

A urease é um fator importante no processo patoldgico induzido pela H. pylori. Ela

desempenha funcédo de iniciar a hidrdlise da ureia, produzindo amdnia, essa amoénia vai atuar
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neutralizando o &cido do estdmago e esse processo eleva o pH e torna o ambiente favoravel
para a sobrevivéncia e coloniza¢do da H. pylori (Zhou et al., 2017). A infec¢do gastrica
causada pela H. pylori é uma doenca comumente encontrada em mais da metade da populagéo
em todo o mundo. Sua etiologia inclui Ulcera péptica, gastrite, cancer gastrico e disperpsia
funcional (KORONA et al., 2020).

O tratamento da infeccdo por H. pylori geralmente inclui os antimicrobianos:
metronidazol, amoxilina, tertraciclina e claritromicina, quase sempre associados aos
inibidores da bomba de protons. Embora existam muito medicamentos para a erradicacdo da
H. pylori, a maioria deles podem desencadear muitos efeitos adversos (KOUITCHEU et al.,
2017). O crescimento na resisténcia a antibioticos por Helicobacter pylori € um dos principais
problemas frequentemente encontrados na terapia da doenca (TANIH et al., 2010).

Desta forma, a procura por métodos alternativos que possa erradicar ou prevenir a
infeccdes se torna uma busca cada vez mais frequente. Alguns estudos relatam a utilizacdo de
derivados vegetais no combate a infeccdo causada por H. pylori (COGO et al., 2010;
HAJIMAHMOODI et al., 2011; KORONA et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados alcancados nesta pesquisa, pode-se inferir que:

O dleo essencial das folhas de Eugenia pohliana apresenta notaveis propriedades
protetoras e cicatrizantes na mucosa gastrica, efetivamente inibindo a formacdo de Ulceras
agudas e cronicas induzidas por diversos agentes ulcerogénicos, como etanol absoluto, etanol
HCI, piroxicam e acido acético. Além disso, 0s mecanismos subjacentes as acfes preventivas
do OEEP foram minuciosamente elucidados, incluindo sua capacidade de influenciar os
parametros do estresse oxidativo. Um achado adicional relevante é a comprovacao de que o
OEEP exibe propriedades de acdo anti-Helicobacter pylori, contribuindo para seu potencial
terapéutico.

E digno de destaque o fato de que, em meio a esses resultados promissores, 0 OEEP
ndo demonstrou qualquer indicio de efeitos toxicos localizados, o que amplia ainda mais suas
perspectivas terapéuticas. Tais descobertas podem ter implicacBes de grande relevancia no
avanco das terapias naturais e no desenvolvimento de possiveis medicamentos destinados a

tratar condigdes gastrointestinais.
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