Efeito gastroprotetor de substância química derivada da biotransformação do (-)-mirtenol em modelo experimental de lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos
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ABSTRACT
The monoterpene (-)-myrthenol present in some species of vegetables has gastroprotective and healing properties. The purpose of the research is to check the gastroprotective effect of substance X, which is derived from the metabolism by (-)-myrthenol’s microorganisms in the ethanol-induced gastric ulcer model in rats. The Ethics Committee on the Use of Animals of the Universidade Federal do Piauí approved this research, registration number 684/21. The experiments to obtain the substance X by (-)-myrthenol's biotransformation and chemical characterization by Gas Chromatography-high-resolution Mass Spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy of 1H and 12C, these experiments were held at the Maria Currie-Skłodowska University. In the experimental model of ethanol-induced gastric ulcer, the animals were pretreated orally with the vehicle control (distilled water 10 mL/kg), substance X (6,25; 12,5 and 25 mg/kg), and a standard drug (pantoprazole 15 mg/kg). After one hour, the animals received absolute ethanol, and 30 minutes later were sacrificed. The substance X (12,5 and 25 mg/kg) and pantoprazole (15 mg/kg) have reduced the area of the gastric lesions when compared with the vehicle group (P<0,001). In this way, these results increase the possibility of obtaining substances sustainably and industrially with the potential to cure gastric ulcers.
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INTRODUÇÃO
O termo úlcera gástrica refere-se a uma lesão no estômago que resulta em ruptura da mucosa, atingindo a submucosa. As lesões são causadas quando ocorre o desequilíbrio entre fatores protetores, como muco e bicarbonato, e agressores na mucosa gástrica como ácido clorídrico e pepsina (LANAS, CHAN, 2017). A infecção por Helicobacter pylori e o consumo de anti-inflamatórios não esteroides (AINES) estão associados ao aumento da incidência de úlcera gástrica no Brasil e no mundo (CARLI et al., 2015). 

Os fármacos de primeira escolha utilizados para tratar a úlcera, são os inibidores de bomba de prótons (IBPs), omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol e tenatoprazol aliviam os sintomas e ajudam na cicatrização das lesões, por inibir a secreção de ácido clorídrico (SALAS; WARD; CARO, 2002). No entanto, esses fármacos apresentam consideráveis efeitos colaterais, como diarréia, tonturas, hipergastrinemia, desenvolvimento de câncer do colo, deficiência de vitamina B12, atrofia da mucosa gástrica e anemia ferropriva, principalmente quando utilizados por longos períodos (COSTA et al., 2021). Diante deste contexto, novos estudos são necessários e nos dão a base para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos, de novas terapias possíveis para o tratamento da úlcera péptica.

O (-)-mirtenol é um monoterpeno muito utilizado na indústria cosmética e vem apresentando resultados promissores nas pesquisas farmacológicas realizadas pelo nosso grupo, com atividade gastroprotetora e cicatrizante gástrica (VIANA et al. 2016, VIANA et al., 2019). Ainda não existem na literatura científica testes farmacológicos das substâncias derivadas da biotransformação do (-)-mirtenol por microrganismos, que é um método barato e de bom rendimento do produto.  Com isso, o presente estudo tem como objetivo investigar o possível efeito gastroprotetor de uma substância X derivada da metabolização por microrganismos do (-)-mirtenol, em modelo experimental de úlcera gástrica induzida por etanol em camundongos.

MATERIAL E MÉTODOS
Obtenção e diluição da substância teste
A substância X (subst. X) foi obtida por biotransformação do álcool terpeno (-)-mirtenol, realizada por fungos filamentosos. A caracterização química foi definida através da Cromatografia Gasosa de Alta Eficiência com Espectro de Massa (GC-FID e GC-MS), e por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (NMR) de 1H e 12C. Os experimentos para obtenção e caracterização da subst. X foram realizados no laboratório de Microbiologia Industrial e Ambiental, no Instituto de Ciências Biológicas e Química da Universidade Maria Currie-Skłodowska de Lublin na Polônia. 

Animais do Estudo
Para a realização dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus, 25 - 30 g) machos mantidos em gaiolas-padrão, com temperatura controlada (24 ± 1 °C) e ciclo de 12 h claro/escuro. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Piauí (CEUA/UFPI) sob número de registro 684/21.

Lesões gástricas induzidas por etanol absoluto 
Após jejum de sólidos de 12 horas, os camundongos Swiss machos foram divididos em grupos (n=6 animais/grupo) e tratados com veículo (água destilada, 10 mL/kg), subst. X (6,25 12,5 e 25 mg/kg) e fármaco comercial (pantoprazol 15 mg/kg), administrados por via oral. Após 1 h do tratamento as lesões gástricas foram induzidas pela administração oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal), segundo metodologia descrita por Morimoto et al. (1991). Decorridos 30 minutos após a administração do etanol, os animais foram sacrificados, seus estômagos foram retirados e abertos ao longo da curvatura maior e área de lesão mensurada utilizando técnica de planimetria (mm2) computadorizada através do software ImageJ 1.43. 

Análise Estatística
 Os resultados foram expressos como média ± E.P.M e submetidos à análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey. Valores de p<0,05, estatisticamente significativos. O programa utilizado para análise foi o Graphpad Prism 5.01 (GraphPad software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A análise dos dados da GC-FID e GC-MS, e por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (NMR) de 1H e 12C elucidou a estrutura química da subst. X obtida da metabolização do (-)-mirtenol, por biocatalizadores (Fig. 01). O grau de pureza da subst. X está entre 90 e 95%.
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Figura 01. Estrutura química do (-)-mirtenol, que ao ser biotranformado forma a subst. X.
Os derivados de monoterpenos de interesse econômico e farmacêutico, podem ser produzidas em larga escala e de maneira sustentável através da transformação utilizando biocatalizadores (MUSSO et al., 2021). 

Os resultados obtidos referentes ao efeito da subst. X administrada por via oral sobre o dano gástrico induzido pelo etanol absoluto em camundongos são apresentados na Fig. 02. Os animais do grupo veículo que receberam apenas etanol absoluto apresentaram lesões gástricas hemorrágicas com área total de 23,6 ± 2,1 mm2. Enquanto, os animais pré-tratados com a subst. X (12,5 e 25 mg/kg, v.o.) demonstraram uma atenuação significativa das áreas de lesões gástricas para 0,9 ± 0,3 e 0,8 ± 0,4 mm2 respectivamente, bem como os animais tratados com pantoprazol (15 mg/kg) para 9,9 ± 2,6 mm2 quando comparados ao grupo veículo (23,6 ± 2,1 mm2). 
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Figura 02. Efeito da Subst. X (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) e do pantoprazol (15 mg/kg) sobre lesões gástricas induzidas por etanol absoluto em camundongo. 
Subst., Substância. Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. (n=6 animais/ grupo). ***p<0,001 comparados com o veículo (controle negativo) (ANOVA “one way”, seguida do pós-teste de Tukey).
O etanol induz danos à mucosa e submucosa gástrica gerando congestão e estase microvascular, o que contribui para formação de lesões hemorrágicas na região glandular, redução dos fatores protetores da mucosa, muco, prostaglandinas, glutationa e superóxido dismutase, e aumento das lipo-oxigenases no tecido gástrico (SIEGMUND, 2003). A subst. X apresentou efeito gastroprotetor em dose mais baixa (12,5 mg/kg) do que as doses do (-)-mirtenol (25, 50 e 100 mg/k) com potencial gastroprotetor, como consequência da atividade anti-inflamatória e antioxidante desse monoterpeno, evidenciada no estudo realizado por Viana et al., 2016. Além disso, no presente estudo a subst. X na dose de 12,5 mg/kg teve efeito gastroprotetor estatisticamente equivalente ao fármaco padrão (pantoprazol) utilizado na clínica para tratar úlcera na dose de 15 mg/kg, que é maior do que a dose da subst. X  (12,5 mg/kg).  Isso sugere uma maior potência da subst. X quando comparada ao (-)-mirtenol e ao pantoprazol para atividade gastroprotetora, que possivelmente envolve efeito antioxidante e  anti-inflamatório dessa substância inibindo os danos causados pelo etanol.
CONCLUSÃO

Essa pesquisa amplia o espectro, de maneira sustentável e industrial, de possibilidades terapêuticas para o tratamento da úlcera gástrica, e suscita futuramente a introdução da subst.X no mercado farmacêutico, como princípio ativo ou adjuvante de novos medicamentos gastroprotetores.
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