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RESUMO

EFEITO GASTROPROTETOR DA 3,6-dimetoxi-6'"",6'"-dimetil-[2'",3"':7,8]-
cromenoflavona ISOLADA DE Lonchocarpus araripensis Bentham EM
CAMUNDONGOS E POSSIVEIS MECANISMOS. Deive de Andrade Campos.
Orientadora: Prof®. Dra. Flavia Almeida Santos. Programa de Pos-Graduagio em
Farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara, 2008.

A 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8,]-cromenoflavona (DDF), isolada da casca das raizes
de Lonchocarpus araripensis Bentham (sin. Derris araripensis) (Leguminosae),
popularmente conhecida como angelim, co¢do ou sucupira-branca, foi avaliada em modelos
de lesoes gastricas induzidas por etanol ou indometacina em camundongos. DDF nas doses de
500, 1000 e 2000 mg/Kg, i.p., ndo foi capaz de promover sinais de toxicidade ou induzir
mortalidade em camundongos. DDF (50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) reduziu significativamente,
de maneira dose-dependente, as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto (0,2
mL/animal) em 62, 73 e 96 % respectivamente, com uma DES50 de 50,87 (38,36-67,46)
mg/Kg. DDF (100 e 200 mg/Kg, i.p.) também reduziu significativamente as lesdes gastricas
induzidas por indometacina (30 mg/Kg, v.0.), com uma DE50 de 61,56 (42,29-89,60) mg/Kg.
O mecanismo gastroprotetor da DDF foi analisado na sua dose de 100 mg/Kg, em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Em animais pré-tratados com L-
NAME (20 mg/Kg, s.c.), um inibidor da o6xido nitrico sintase, ou com glibenclamida (5
mg/Kg, i.p.), droga bloqueadora de canais de potassio ATP-dependentes (Katp), 0 efeito
gastroprotetor de DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi inibido significativamente, sugerindo o papel do
oxido nitrico e demonstrando uma provavel ativacdo dos canais de potassio no efeito
gastroprotetor da DDF. De forma semelhante, o efeito gastroprotetor de DDF (100 mg/Kg,
1.p.) foi revertido, de forma significativa, em camundongos pré-tratados com indometacina
(10 mg/Kg, v.0.), um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase, ou com capsazepina (5 mg/Kg,
i.p.), um antagonista dos receptores vanildides TRPV1, demonstrando assim o papel das
prostaglandinas endogenas e sugerindo uma possivel ativagdo de receptores TRPV1 no
mecanismo de a¢do da DDF. A agdo gastroprotetora da DDF (100 mg/Kg, i.p.) envolve, em
parte, uma acdo antioxidante uma vez que esta foi capaz de restabelecer, de forma parcial,
mas significativa, os niveis de grupos NP-SH géastricos, que sdo depletados pelo etanol. Os
dados obtidos sugerem que a DDF promove gastroprotecdo contra as lesdes gastricas
induzidas por etanol ou indometacina em camundongos, por mecanismos que incluem o
envolvimento de prostaglandinas endogenas, 6xido nitrico, ativacdo dos receptores TRPV1 e
ou, dos canais de Ka1p, além de uma acao antioxidante.

Palavras chaves: Lonchocarpus araripensis, 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7.8,]-
cromenoflavona, lesdes géstricas, gastroprotegao.



ABSTRACT

GASTROPROTECTIVE EFFECT OF THE 3,6-dimethoxy-6'",6'""-dimethyl-[2'",3"":7,8]-
chromeneflavone ISOLATED FROM Lonchocarpus araripensis Bentham IN MICE
AND POSSIBLE MECHANISMS. Deive de Andrade Campos. Supervisor: Prof. Dr. Flavia
Almeida Santos. Post-Graduate Programme in Pharmacology, Departament of Physiology and
Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara, 2008.

The 3,6-dimethoxy-6",6"-dimethyl-[2",3":7,8,]-chromeneflavone (DDF) isolated from the root
bark of Lonchocarpus araripensis Bentham (syn. Derris araripensis) (Leguminosae),
popularly known as angelim, co¢do or sucupira-branca was evaluated in experimental models
of gastric lesions induced by ethanol or indomethacin in mice. DDF, at intraperitoneal doses
of 500, 1000 and 2000 mg/kg, failed to produce any signs of overt toxicity or induce mortality
in mice. DDF (50, 100 and 200 mg/kg, i.p.) significantly reduced the gastric mucosal lesions
evoked by absolute ethanol (0.2 mL/animal), in a dose-related manner by 62, 73 ¢ 96 %
respectively, with an ED50 of 50.87 (38.36-67.46) mg/Kg. DDF (100 and 200 mg/Kg, i.p.)
also reduced significantly the indomethacin (30 mg/Kg, p.o.) -induced gastric lesions, with an
ED50 of 61.56 (42.29-89.60) mg/Kg. The gastroprotective mechanism of DDF was analysed
against ethanol induced gastric damage at the dose of 100 mg/Kg. In animals pretreated with
L-NAME (20 mg/Kg, s.c.), a nitric oxide synthase inhibitor or glibenclamide (5 mg/Kg, i.p.),
an ATP-sensitive potassium (Karp) channel blocker, the gastroprotective effect of DDF (100
mg/Kg, ip.) was significantly antagonised, suggesting a role for nitric oxide and
demonstrating a likely activation of Karp channels in its gastroprotection. In addition, the
gastroprotection afforded by DDF was also significantly reversed in mice pretreated with
indomethacin (10 mg/Kg, p.o.), a non-selective cyclooxygenase inhibitor or capsazepine (5
mg/Kg, i.p.), a transient receptor potential vanilloid receptor 1 (TRPV1) antagonist, thus
demonstrating a role for endogenous prostaglandins and suggesting a likely activation of
TRPV1 receptors in the gastroprotective effect of DDF. Besides, DDF (100 mg/Kg, i.p.)
gastroprotection may also be a result of an antioxidant action as evidenced by partial
restoration of gastric NP-SH depleted by ethanol. From these results, it is concluded that DDF
from Lonchocarpus araripensis roots affords gastroprotection by multiple mechanisms that
include an antioxidant action, stimulation of endogenous prostaglandins, nitric oxide
synthesis, and the activation of TRPV1 and Krp channels.

Key words: Lonchocarpus  araripensis, 3,6-dimethoxy-6",6"-dimethyl-[2",3":7.8,]-
chromeneflavone, gastric lesions, gastroprotection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

Os seres vivos organizados sempre se voltaram para as plantas tentando corrigir certos
distirbios. Desde os primdrdios, o homem soube usar com proveito o0s recursos
medicamentosos que lhes eram propiciados por certas plantas escolhidas na abundante flora
que o cercava. Os animais, sobretudo quando no seu meio natural, procuram espontaneamente

os vegetais que lhes sdo benéficos, aliviando-lhes determinados males (CHATONET, 1979).

Em muitas civilizagdes antigas, a origem das plantas medicinais esta relacionada ao
poder divino. Segundo a mitologia hindu, quando o homem surgiu na Terra, o Deus Indra
previu que os atos humanos desarmonicos podiam gerar males fisicos e doengas. Pediu entao
a Brahma, o senhor absoluto, que insuflasse nas plantas o poder de curar. O pedido de Indra
se realizou e foi assim que as plantas, até entdo todas semelhantes entre si, ganharam uma
enorme diversidade de formas, aromas e virtudes terapéuticas. A mitologia grega conta que
Apolo, compadecido ante o sofrimento que as doencas traziam aos homens, dotou as ervas de
poderes curativos e transferiu esse conhecimento a seu filho Asclépio, Deus da Medicina,

chamado de Esculépio pelos Romanos (BONTEMPO, 1990).

Povos como chineses, arabes, caldeus, egipcios, incas € muitos outros dominaram, no
passado, os segredos da agdo das plantas sobre o organismo humano. Na Idade Média e na
Era Moderna, as escolas médicas s6 diplomavam aqueles que demonstrassem um profundo

conhecimento sobre as plantas medicinais (YUNES et al., 2001).

A utilizacdo de plantas como fonte de produtos teraputicos acompanha a historia da
humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica atualmente, boa parte
das drogas prescritas no mundo sdo de origem vegetal. Trinta por cento das novas substancias
quimicas descobertas entre 1981 e 2002 sdo obtidos de produtos naturais. Outros 20 % dessas
novas moléculas sdo produtos sintetizados mimetizando estruturas encontradas na natureza

(NEWMAN et al., 2003; BALUNAS & KINGHORN, 2005). Entre 2001 e 2002 quase um
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quarto dos farmacos mais vendidos no mundo foram obtidos diretamente ou derivados de

fontes naturais (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

Baseados no conhecimento empirico sobre as propriedades terapéuticas de algumas
plantas, desenvolveram-se alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na medicina
cientifica, como os digitalicos, quinina, morfina, atropina, aspirina entre outros (SIMOES et

al., 2003).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas medicinais ¢
preparagdes caseiras assumem importancia fundamental no tratamento das patologias que
afetam as populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmissdo oral dos hébitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS,

1989).

Apesar de a rica flora brasileira representar mais de 20 % das espécies de plantas
medicinais conhecidas no mundo, pouco tem sido feito para estudar o seu potencial como
fonte de novas moléculas ou de matérias-primas para preparagdes farmacéuticas. Cerca de 70
% dos recursos fitofarmacéuticos ndo foram suficientemente estudados, a fim de se obter a
confirmacgdo necessaria sobre eficacia e seguranga (PETROVICK, 1999). Embora o uso de
produtos derivados de plantas venha crescendo ao longo dos anos e as grandes industrias
farmacéuticas tais como Glaxo, Boehringer, Sintex, Merck ¢ CIBA possuam departamentos
especificos dedicados ao estudo de novas drogas derivadas de fontes naturais, o uso potencial
de plantas superiores como fonte de novas drogas tem sido pobremente explorado. Das cerca
de 250 mil a 500 mil espécies de plantas estimadas, somente uma pequena percentagem tem
sido investigada fitoquimicamente, e uma percentagem menor ainda tem sido
apropriadamente estudada em termos de suas propriedades farmacoldgicas. Na maioria dos
casos, somente um screening farmacoldgico ou estudos preliminares tém sido executados

(HARVEY, 2000; RATES, 2001).

Nas ultimas décadas, observou-se um aumento expressivo no mercado mundial dos
medicamentos fitoterapicos, especialmente nos paises industrializados. Este mercado ¢
estimado em mais de U$ 20 bilhdes anuais, ¢ somente na Europa, atinge a cifra de U$ 7
bilhdes ao ano sendo a Alemanha responsavel por cerca de 50 % desse total (SIANI et al.,

2003).



23

Diversos fatores t€ém impulsionado a busca de novas drogas de origem vegetal tais
como a descoberta de drogas eficazes para o combate ao cancer, estudos sobre a
biodiversidade e a preservagdo das espécies e a falta de acesso da maioria da populagdo aos
medicamentos modernos, fazendo com que vias alternativas mais baratas sejam oferecidas.
Por outro lado, a falta de informagdo e o mau uso dos medicamentos geralmente provocam o
aparecimento de efeitos colaterais graves ou entdo o insucesso do tratamento, causando

descrenca na sua eficacia (CARVALHO, 2001).

Ao lutarmos por nosso proprio progresso, precisamos ter sempre em mente que nao
devemos destruir aquilo que nos ajuda a progredir. As plantas foram fié¢is servidoras do
homem desde os primérdios dos tempos. E dificil imaginar a farmacia ou a medicina sem os
glicosideos do género Digitalis, os alcaldides do Opio, os antibidticos de tetraciclina ou, a
propésito, as antraquinonas da Cassia angustifolia. No entanto, sem as plantas, nem estes,
nem muitos outros medicamentos tdo usados jamais teriam existido. Ja ¢ hora de dar a nossa
retribuicdo, ajudando as plantas a continuar ocupando seu lugar de direito no mundo, em que
elas ja existiam muito antes do Homo sapiens. Se falharmos nessa tarefa de conservagao, os

perdedores serdo as farmécias e a humanidade (ROBBERS et al., 1997).

Atualmente, um dos principais alvos relacionados a pesquisa com plantas medicinais
sdo os problemas gastrintestinais, principalmente os males associados ao sistema gastrico. A
relacdo entre os produtos obtidos de fontes naturais e a gastroprotecdo ¢é antiga e,
constantemente, tem sido objeto de estudos incessantes em busca da substancia com efeito

terapéutico ideal.

1.2 Estomago

O estdmago ¢ a maior dilatagdo do tubo digestivo, apresentando capacidade de um a
dois litros e com forma bastante variada conforme a posicdo do individuo. A digestdao
enzimatica ¢ a principal fungdo gastrica (CASTRO, 1985). Este importante 6rgdo esta em
contato com a parede abdominal anterior, face visceral do lobo esquerdo do figado e
diafragma, que o separa do pericardio e cavidade pleural esquerda. A parede anterior ¢

completamente coberta por peritonio. Postero-inferiormente estdo localizadas estruturas que
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formam o “leito do estdbmago” compreendendo uma pequena parte do diafragma, glandula
supra-renal esquerda, faces gastricas do baco e rim esquerdo e a face antero-superior do

pancreas e do colo transverso (HAMILTON, 1982).

Anatomicamente, o estdmago ¢ dividido em inimeras estruturas. O fundo gastrico ¢
situado acima de uma linha horizontal tragada na por¢ao inferior do eséfago e contém ar
deglutido. Os dois tercos restantes do 6rgao sdo denominados corpo do estomago. A por¢ao
mais distal compreende o antro pildrico, canal pilorico e piloro. Internamente sua membrana
mucosa ¢ rica em pregas, denominadas rugas, que se ramificam e, praticamente desaparecem

quando o estomago esta cheio (HAM, 1991).

Entre as diversas regides do organismo o estdmago € a que possui o ambiente mais
peculiar principalmente pela quantidade elevada de acido cloridrico (HCl), que mantém o pH
na luz do estomago entre 0,9 e 2,0. Esse ambiente acido, além de participar da digestao,
desempenha um papel de extrema importdncia impedindo a entrada de muitos
microrganismos e, portanto, protegendo o organismo de agentes infecciosos. No entanto, isso
faz com que a mucosa estomacal e duodenal fique exposta a acdo do acido e da pepsina,

responsaveis pelo inicio do processo de digestao (BIGHETTI et al., 2002).

O estdmago secreta cerca de 2,5 litros de suco géstrico diariamente. As principais
secregdes exdcrinas consistem em pepsinogénios, provenientes das células principais ou
pépticas, e em HCI e fator intrinseco, provenientes das células parietais ou oxinticas. Trés
estimulos principais atuam sobre as células parietais: gastrina, acetilcolina (ACh) e histamina.
A gastrina e a histamina sdo hormonios e a ACh ¢ um neurotransmissor. O muco ¢ secretado
por células secretoras de muco encontradas entre as células superficiais por toda a mucosa
gastrica. Ocorre também secrecdo de ions bicarbonato, que sao retidos no muco, criando um
gradiente de pH de 6-7 na superficie mucosa, mesmo com o pH na luz do estdmago sendo
extremamente acido. O muco e o bicarbonato formam uma camada inerte semelhante a gel,

que protege a mucosa contra o suco gastrico (RANG et al., 2004).

Em condig¢des fisioldgicas, existe no estbmago um balango entre os fatores agressores
(HCI, pepsina, bile e enzimas pancredticas) e os mecanismos gastroprotetores (muco-
bicarbonato, fluxo sanguineo e glutationa). Esses mecanismos podem ser classificados, pelo

local de agdo, em mecanismos de protegao pré-epitelial, epitelial ou subepitelial. A protecao
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pré-epitelial € realizada pela barreira muco-bicarbonato. A protegdo epitelial ¢ dada pelos
surfactantes (fosfolipidios anfoteros) que aumentam a hidrofobicidade das membranas
bioldgicas, tornando-as resistentes aos agentes hidrofilicos agressores, tais como a aspirina.
Juntamente com os surfactantes, os compostos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH, glutationa)
constituem fatores importantes da protecdo epitelial contra radicais livres. A prote¢ao
subepitelial ¢ dada pelo fluxo sanguineo, que suplementa nutrientes e oxigénio, além de
remover ions hidrogénio e outros agentes nocivos. Recentemente, evidéncias experimentais
tém enfatizado o papel do fluxo sanguineo e, em particular a microcirculagdo na patogénese
de injurias na mucosa gastrica. Atribui-se o controle do fluxo sanguineo da mucosa gastrica as

prostaglandinas (PG’s) (ALPHIN et al., 1977; FORSELL, 1998).

Essa peculiaridade do sistema gastrintestinal faz com que o controle da secre¢do, da
digestdo e da produgdo de fatores citoprotetores seja de extrema complexidade, com a
participacdo do sistema nervoso central, plexo mioentérico, sistema nervoso autdonomo,
hormoénios, neurotransmissores e autacdides. Os neurdnios entéricos secretam pelo menos
uma duzia de neurotransmissores cujas funcdes, da maioria deles, ndo sdo ainda totalmente
conhecidas. ACh e a noradrenalina (NE) sdo os mais estudados e provavelmente os mais
influentes sobre esse sistema, onde o primeiro estimula suas fungdes enquanto o outro inibe.
A adrenalina liberada pela glandula adrenal também exerce efeitos inibitorios sobre o trato
gastrintestinal (TGI). Adenosina trifosfato (ATP), serotonina (5-HT), dopamina,
colecistocinina, substancia P, peptideo intestinal vasoativo, somatostatina, leu-encefalina,
met-encefalina também sdo neutransmissores liberados pelo plexo mioentérico onde alguns
tém agles estimulantes e outras acdes inibitdrias. Um exemplo de sinalizador celular
endogeno, o o0xido nitrico (NO), também atua de forma efetiva nesse complexo sistema

citoprotetor gastrico (GUYTON & HALL, 1996).

A maioria dos horménios e neurotransmissores que atuam no sistema digestivo
também possuem outras fungdes no organismo e, portanto, drogas que interagem com alguma
dessas substdncias podem também exercer outras fungdes no organismo (CARVALHO,

2006).

As lesdes e hiperacidez gastricas estdo entre as mais importantes doengas em todo
mundo. Como foi visto anteriormente, a mucosa gastrica estd continuamente exposta a

agentes potencialmente danosos, tais como HCI, pepsina, acidos biliares, condimentos
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alimentares, produtos bacterianos e medicamentos. Estes agentes estdo implicados na
patogénese das lesdes gastricas, por promoverem aumento na secrecdo do acido gastrico e
pepsina, diminuirem o fluxo sanguineo gastrico, suprimirem a producdo enddgena de PG’s,
inibirem a proliferacdo celular e o crescimento da mucosa além de alterarem a mobilidade
gastrica (TOMA et al., 2002). As ulceragdes ocorrem quando hd um desequilibrio causado
tanto por aumento dos fatores agressores ou por diminui¢do da resisténcia gastrica (SAIRAM

et al., 2002).

1.3 Doenca Péptica Ulcerosa (DPU)

De acordo com o dicionario Aurélio, a palavra ulcera, que vem do latim wulcuserisé,
significa uma solugdo de continuidade, aguda ou cronica, de uma superficie dérmica ou

mucosa, e que ¢ acompanhada de processo inflamatoério.

A tlcera ¢ definida como uma abertura na mucosa do trato digestivo, que se estende
através da musculatura da mucosa a submucosa ou mais profundamente (THOMOPOULOS

et al., 2004).

Ulcera péptica ou doenga péptica ulcerosa ¢ uma denominacdo genérica, comumente
utilizada para designar as tlceras que surgem principalmente no estdmago e no intestino, com
tecido aparente. Gastrite ou duodenite podem gerar tlceras pépticas. As ulceras esofagicas,

mesmo sendo raras, também podem ser consideradas ulceras pépticas.

Podemos definir a DPU como sendo uma doencga inflamatodria cronica do estomago e
duodeno que, apesar da baixa mortalidade que lhe estd associada, afeta de forma apreciavel a
qualidade de vida dos doentes e implica elevados custos econdmicos, diretos e indiretos

(MARTINS et al., 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, a ulcera péptica ¢ uma doenca extremamente
dinamica. Sua prevaléncia ¢ dificil de ser estimada, devido a subjetividade dos sintomas e a
semelhanca do quadro clinico com os vdrios tipos de dispepsia. A maioria dos estudos

epidemiologicos baseia-se em estatisticas obtidas a partir de atendimentos médicos,
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hospitalizagdes, cirurgias e Obitos, dados estes sujeitos a criticas, como nao-representativos de
todo o espectro da doenca ulcerosa. Hoje, existem dados demonstrando que a diferenca de
prevaléncia da tulcera péptica entre os homens e mulheres se apresenta em declinio,
evidenciando que esta doenca ainda representa um grande problema de satide. A despeito de
ser uma doenca extremamente freqiiente, ndo se conhece de modo preciso sua real incidéncia
na populacdo brasileira. Nas diferentes estatisticas, a incidéncia de ulcera péptica no Brasil
varia de 1 a 20 %, o que reflete tdo somente diferencas na coleta dos dados, nos critérios de
diagnoéstico e na variagdo das populagdes estudadas. Atualmente, estudos mostram que as

ulceras pépticas afetam cerca de 10 % da populacdo mundial. (VERAS, 2007).

A tlcera péptica era, até recentemente, considerada uma doenca de etiologia
desconhecida, de evolucdo em geral cronica, com surtos de ativacdo e periodos de acalmia,
resultantes de perda circunscrita de tecido em regides do trato digestivo capazes de entrar em

contato com a secrecao cloridropéptica do estomago (COELHO et al., 2005).

Em 1982, Warren e Marshall isolaram uma bactéria presente na parede do estobmago,
mais tarde denominada Helicobacter pylori (HP), que demonstraram estar relacionada com o
desenvolvimento e recidiva da ulcera duodenal e da ulcera gastrica, bem como com a gastrite
do antro (NIH CONSENSUS CONFERENCE, 1994). A identificacdo e isolamento do
Helicobacter pylori proporcionou um enorme desenvolvimento no conhecimento acerca da

ulcera péptica (MARSHALL & WARREN, 1984).

A infeccgdo gastrica pelo HP ¢ hoje responsavel por mais de 95 % dos casos de tlcera
duodenal e 80 % dos portadores de ulcera gastrica (MEGRAUD, 1993). O HP ¢ uma bactéria
gram-negativa adquirida na infancia e adaptada a vida no estomago humano cuja prevaléncia
varia entre 15 e 90 % e aumenta com a idade sendo mais elevada nas popula¢des do Sul da
Europa e Africa, comparativamente a das populagdes do Norte da Europa e da América do
Norte (KORMAN, 1990; SOARES et al., 1993; MARQUES et al., 1996; BLASER, 1998;
CANHOTO, 1998; SILVA et al, 1998; BROUTET et al.,, 1999; MCMANUS, 2000;
HOFFMAN et al., 2001; JARDIM et al., 2001; SUERBAUM & MICHETTI, 2002).

Outra etiologia associada a Ulcera péptica ¢ o consumo de antiinflamatérios ndo
esteroides (AINEs) cujo efeito agressivo sobre a mucosa gastro-duodenal, por agdo topica,

sist€émica ou entero-hepatica, ¢ bem conhecido. O uso destes medicamentos foi detectado em
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cerca de 40 % dos doentes com tlcera péptica e constitui a segunda forma mais comum de
doenca ulcerosa, especialmente na populacdo mais idosa, embora 85 % destas tlceras ndo
tenham impacto relevante na clinica. A incidéncia dos efeitos gastrintestinais graves e
potencialmente fatais (hemorragia e perfuracdo) ¢ de cerca de 2 % por ano, podendo atingir
10 % em utilizadores de AINEs que acumulem outro fator de risco acrescido para gastropatia
(BRAZER et al., 1990). Mais raramente, outras etiologias podem estar associadas como
gastrinoma (Sindrome de Zollinger-Ellisson) e forma duodenal de doenca de Crohn (HARRIS
& MIZIEWICZ, 2001).

Em relacdo a sintomatologia da ulcera péptica, o conceito tradicional do padrao
doloroso baseia-se na assertiva de que a acidez gastrica produz dor e sua neutralizacido a
alivia. E por todos conhecida a dor epigastrica, tipo queimagao, com ritmicidade, ou seja, com
horario certo para seu aparecimento, guardando intima relagdo com o ritmo alimentar,
ocorrendo 2 a 3 horas apds a alimentagdao ou a noite, e cedendo com o uso de alimentos ou
alcalinos. Um fator discriminante importante ¢ a ocorréncia de dor noturna, acordando o
paciente a noite, entre meia-noite ¢ 3 horas da manhd. Tal sintoma aparece em
aproximadamente 2/3 dos ulcerosos duodenais, mas ¢ também encontrado em pacientes
dispépticos funcionais. Importante salientar ainda o carater periddico da dor epigastrica,
durando vérios dias ou semanas, desaparecendo a seguir por semanas ou meses, para
reaparecer meses ou anos depois, com as mesmas caracteristicas anteriores. A sensibilidade e
a especificidade dos sintomas clinicos para o diagndstico de ulcera péptica variam de pais

para pais (PETERSEN et al., 1988).

Estudos mostram que 30 % a 40 % dos pacientes portadores de tulcera péptica tém
familiares de primeiro grau acometidos pela doenga. Quando ndo tratada, as complicagdes
podem ocorrer em até 30 % dos pacientes e incluem a hemorragia digestiva alta (20 %)
manifestada por melena, hematémese ou por perda de sangue oculto nas fezes, a perfuragao (6
%) e a obstrucdo piloro-duodenal (4 %). Curiosamente, em 10 % dos ulcerosos a hemorragia ¢
a primeira manifestacdo da doenca e, em um ter¢co dos pacientes com ulcera perfurada, o

episodio perfurativo constituiu o primeiro sintoma da doenga (COELHO, 1998).

A confirmacdo diagnostica da ulcera péptica é realizada através da endoscopia
digestiva alta que, além de mais sensivel que a radiologia, permite a realiza¢do de biopsias

(COTTON & SHORVON, 1984). Os testes de secrecao gastrica, dosagem de gastrina sérica e
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ecoendoscopia sao utilizados apenas em situagdes especiais ou em ambiente de investigagao
clinica. Paralelo ao diagndstico da lesdo ulcerosa, impde-se a pesquisa da presenga do HP, que
pode ser efetuada durante o procedimento endoscopico, por pesquisa histologica ou pelo teste
da urease, ou por meios ndo invasivos como o teste respiratdorio com uréia marcada com
carbono 13 ou 14, determinacdo de antigenos fecais e por testes soroldgicos com a pesquisa

de anticorpos anti-HP (COELHO, 2002).

1.3.1 Ulcera gastrica e os modelos animais

Como vimos anteriormente, as ulceras pépticas se diferem quanto a sua localizagao.
As principais sdo as que surgem no estomago e no duodeno. Ulceras localizadas no estdmago
sao chamadas ulceras gastricas ou ulceras estomacais, enquanto as ulceras na primeira parte

do duodeno sdo conhecidas como ulceras duodenais.

As ulceras gastricas podem ser lesdes agudas ou cronicas. A ulcera gastrica cronica,
geralmente ¢ solitaria, que pode ocorrer em outras regides do TGI exposto a agao agressiva
dos sucos 4cidos. Podem ocorrer, também, as lesdes agudas gastricas que variam em
profundidade com interrup¢do e desprendimento do epitélio superficial (gastrite erosiva
aguda), as lesdes profundas que envolvem toda a espessura da mucosa se aprofundando além
da muscular da mucosa (tilcera gastrica aguda) (BERK et al., 1991). Nas formas mais graves
da doenga, pode haver sangramento ou perfuracido da parede gastrica com extravasamento de

liquido gastrico para o saco peritoneal (THOMOPOULOS et al., 2004).

Modelos experimentais utilizando o sistema digestivo, ou partes dele, podem ser de
grande utilidade para a descoberta de novas drogas. Modelos experimentais de lcera gastrica
e de secrecdo estomacal tém custos relativamente baixos, pois necessitam basicamente de

animais de laboratdrio e algumas drogas (CARVALHO, 2006).

Nas diferentes espécies animais a distribui¢do quantitativa e qualitativa das unidades

celulares funcionais géstricas ¢ variada. Apesar disso, no que se refere a ativagdo da bomba de
z ~ ’ + ’ 7 . r +

protons que promove a secrecdao de ions H™ para o lumen gastrico em troca de ions K, elas

mostram o mesmo mecanismo de regulacdo intracelular quando comparadas as células
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gastricas das diferentes espécies (histamina — Adenosina 3,5 monofosfato ciclico (AMPc),

acetilcolina ou gastrina — Ca™* — IP3;) (BERNE et al., 2004).

As investigacdes sobre a doenga péptica gastrica e duodenal tiveram grandes avangos
nas ultimas duas décadas devido a descoberta de varias técnicas que facilitaram o estudo da
mucosa gastrica (BRZOZOWSKI et al., 2003). As lesdes na mucosa gastrica podem ser
induzidas por diferentes modelos experimentais, € cada um com seu proprio mecanismo

(SAMONINA et al., 2004).

Dentre os principais modelos utilizados na pesquisa farmacoldgica, temos: lesdo
gastrica induzida por etanol e etanol acidificado (ROBERT et al., 1979; SCMEDA et al.,
2002), lesdo gastrica induzida por indometacina (RAINSFORD, 1982), lesdo gastrica
induzida por estresse (TAKAGI et al., 1964; TAKAGI & OKABE, 1968), método da ligadura
pildrica (VISSHER et al., 1954), determinagao do muco da mucosa gastrica (CORNE et al.,
1974) e efeito sobre a motilidade gastrintestinal (STICKNEY & NORTHUP, 1959).

A lesdo gastrica por etanol ¢ um modelo extensamente utilizado para avaliagdo
experimental de drogas antiulcerogénicas (PANDIAN et al., 2002). As lesdes ocorrem
predominantemente na parte glandular do estdmago com formacdo de leucotrienos C4
(LTC4), espécies reativas do oxigénio, produtos secretados pelos mastdcitos, diminui¢do do
muco e deplecdo de grupamentos sulfidrilicos, resultando em danos a mucosa gastrica (RAO
et al., 2004). Este modelo possui fundamental importancia para a pesquisa cientifica no que
concerne ao fato de podermos avaliar possiveis mecanismos pelos quais as substancias podem

atuar promovendo gastroprotecao.

A mucosa gastrica normalmente contém altas concentragdes de glutationa reduzida
(GSH) que, atuando como antioxidante, desempenha papel importante na manutengdo da
integridade da mucosa no estdmago. Como foi visto anteriormente, as lesdes por etanol estao
também associadas com diminuicdo significativa dos niveis de GSH na mucosa géstrica
(PONGPIRIYADACHA et al., 2003). Os tiois endogenos, como GSH, por exemplo, sdo
capazes de ligar-se a radicais livres e prevenir a formacao das lesdes produzidas por varios
agentes ulcerogénicos, funcionando assim como um agente gastroprotetor (MAITY et al.,

2001). Varias enzimas antioxidantes, tais como a glutationa peroxidase, estdo envolvidas na
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eliminacdo de peréxido de hidrogénio e da peroxidagdo lipidica, sendo também importantes

para a protecao celular (LA CASA et al., 2000).

Outro modelo bastante utilizado ¢ a tlcera induzida por indometacina. Administragao
intraperitoneal de indometacina reduz, de forma significativa, a secrecao de PG’s, bicarbonato
e o fluxo sanguineo da mucosa géstrica em animais experimentais. A inibicdo das PG’s
predispde o estdmago e o duodeno a danos na mucosa, enquanto o estimulo das PG’s pode
exercer um papel de protegdo. Assim, o efeito antiulcerogénico citoprotetor de uma droga

pode ser mediado pelas PG’s endogenas (SZABO & SZELENYT, 1987; TAN et al., 2002).

A exposi¢do de agentes irritantes aumenta a produgdo de PG’s pela mucosa gastrica
devido a redu¢do do pH do limen gastrica, provavelmente, através da estimulagdo da secre¢ao
acida. A agdo protetora das PG’s ¢ mediada pelo aumento na producido de muco e secrecao de
bicarbonato, modulacdao da secrecdo do acido gastrico, inibicao da liberagdo de mediadores
inflamatorios por mastocitos e pela manutencdo do fluxo sanguineo durante a exposi¢do a

estes agentes (BATISTA et al., 2004).

O tratamento da doenca ulcerosa, objetiva restabelecer o equilibrio da mucosa
gastroduodenal rompido, seja por aumento dos fatores agressivos (HCI, pepsina, bile,
medicamentos ulcerogénicos e HP), seja por reducdo dos fatores defensivos locais (secrecao

de muco, bicarbonato ¢ PG’s) ou, ainda, por ambos os desvios (VERAS, 2007).

Virios progressos farmacologicos se verificaram, no tratamento das tlceras géstricas,
durante o século XX (MARTINS et al., 2005). A terapia utilizada para o tratamento das
ulceras gastricas inclui o controle da bactéria Helicobacter pylori bem como o controle da
bomba de prétons (H'/K'-ATPase), da reversdo dos danos a mucosa e da inflamagdo (TOMA
et al., 2002). Hoje, existe uma multiplicidade de op¢des terapéuticas que incluem protetores
da mucosa gastrica, antagonistas dos receptores da histamina (H;) e, mais recentemente, os
inibidores da bomba de protons (IBP). Apesar disso, a doenga tem demonstrado uma elevada
tendéncia para a recidiva (MARTINS et al., 2005). Muitos medicamentos utilizados no
tratamento desta doenga ndo sdo completamente efetivos e muitos efeitos adversos
acompanham estas drogas, além do alto custo desses medicamentos para o paciente (TOMA

et al., 2002).
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Dessa forma, muitos produtos derivados de plantas apresentam-se como uma fonte
atraente de novas drogas e muitos tém mostrado resultados promissores para a clinica
(ZAYACHKIVSKA et al., 2005), seja como fonte no desenvolvimento de novas ferramentas
farmacoldgicas ou como um produto adjuvante no tratamento das ulceras gastricas

(ARRIETA et al., 2003).

1.4 Produtos naturais e a relacio com a gastroproteciao

Tradicionalmente, as plantas medicinais t€ém sido utilizadas na medicina popular por
todo o mundo para o tratamento de varias doencas, em especial a tlcera géastrica (TOMA et

al., 2002).

Virios produtos naturais tém sido usados para o tratamento de distarbios
gastrintestinais. A primeira droga sistematicamente efetiva contra Ulceras gastricas, a
carbenoxolona, foi descoberta como resultado de estudos de Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
comumente usada pelos indigenas no tratamento de tlceras gastricas, bronquite, inflamacao e
espasmos (AKTAR & MUNIR, 1989). Um ponto importante a ser analisado quando se decide
pelo trabalho aplicado com uma dada classe terapéutica ¢ a incidéncia da morbidade na
populacio, pois este tipo de dado reflete o bindmio: importancia em satide publica e mercado
local e mundial para a substancia potencialmente util na patologia. Ainda nao existe no
mercado uma droga que leve a remissdo completa das ulceras gastroduodenais (HIRUMA-

LIMA, 2000).

Dados recentes na literatura demonstram a grande variedade de substancias quimicas
isoladas de plantas que apresentaram atividade antiulcerogénica e contra distarbios do TGI,
como, por exemplo, o trabalho de Hiruma-Lima (2000) que isolou a trans-desidrocrotonina e
trans-crotonina de Croton cajucara Benth. (sacaca), e o de Rao et al. (1997) que isolaram a
ternatina, um flavonoide tetrametoxilado de Egletes viscosa Less (macela). Viana et al. (1995)
demonstraram o efeito antiulcerogénico do extrato alcodlico da entrecasca de aroeira do
sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) em animais com ulceras géstricas induzidas por

estresse ou histamina. A pesquisa por principios ativos obtidos de plantas medicinais pode
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prover a descoberta de novos compostos, uteis para o desenvolvimento de novas drogas, ¢ a

precos mais acessiveis para a maioria da populacao (SILVA et al., 2006).

Diversos produtos obtidos de fontes naturais foram estudados, alguns principios ativos
identificados, bem como o seu mecanismo de acdo esclarecido (CARVALHO, 2006). O
isolamento e a determinacao estrutural de substancias organicas produzidas pelo metabolismo de
organismos Vvivos assumem importancia fundamental para o desenvolvimento cientifico da
quimica de produtos naturais e contribui para avango de outras atividades cientificas e
tecnoldgicas no pais (FILHO, 2007). Varias substancias com atividade biologica sao isoladas a
cada ano e, o metabolismo vegetal, por sua vez, tem sido responsavel por uma enorme parcela
destes avancos. A diversidade estrutural das moléculas naturais ndo pode ser superada pela mais

ativa imaginag¢ao dos quimicos organicos sintéticos.

1.5 Metabolismo Vegetal

O metabolismo das plantas ¢ dividido didaticamente em metabolismo primdrio e
metabolismo secundario, mas, na realidade, ndo existe uma divisdo exata entre os dois tipos.
Admite-se, porém, que os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos nucléicos, que sdo
comuns aos seres vivos e essenciais para a manutencdo das células, sdo originados do
metabolismo primario. E as substancias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas,

que estdo restritas a determinados grupos de organismos, sdo produtos do metabolismo

secundario (VICKERY & VICKERY, 1981).

Através do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos os metabdlitos
primdrios e secunddrios. Esta ¢ convertida em moléculas de 4cido pirivico que podem seguir
duas vias diferentes: via do acido chigimico e via da acetil-coenzima A (acetil-CoA). A
combinagdo de uma unidade do 4cido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato ou
derivados destes, podera resultar na produgdo de antraquinonas, flavonodides e dos taninos

condensados (VICKERY & VICKERY, 1981).

Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados como produtos

de excrecao do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades biologicas
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interessantes. Atualmente, entretanto, ja foram reconhecidas varias funcdes atribuidas a essa

classe de metabolitos (HARBORNE, 1988; WINK, 1990).

Atualmente, dentre os metabdlitos secundarios mais estudados na pesquisa cientifica
estdo os flavonodides, do latim flavus (amarelo), que constituem um grupo de pigmentos

vegetais com ampla distribui¢do na natureza (SIMOES, 2003).

1.5.1 Flavonoides

Os flavonoides foram descobertos em 1930, pelo Dr. Szent Gyodrgy, vencedor do
prémio Nobel de Fisiologia ¢ Medicina. Ele extraiu, a partir da casca do limao, a citrina, uma
substancia que possuia certa capacidade de regulagdo da permeabilidade dos capilares. Assim,
esta classe de produtos naturais foi inicialmente denominada como vitamina P (de
permeabilidade) e também por vitamina C,, visto que algumas das substancias pertencentes a
esta classe apresentavam propriedades semelhantes as da vitamina C. Porém, dada a ndo
confirmacao destas substiancias como vitaminas, esta classificagdo foi abandonada em 1950

(MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, constituem uma
importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia entre os metabodlitos
secundarios dos vegetais. O termo “fenolico” ou “polifenol” pode ser definido como sendo
uma substancia que tem um ou mais niicleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados
e/ou seus derivados funcionais (ésteres, metoxilas, glicosideos e outros). Entretanto, uma
defini¢ao levando em conta somente a estrutura quimica ndo ¢ apropriada, uma vez que
existem compostos contendo hidroxilas fenodlicas, fazendo parte de outras classes de
metabolitos. Dessa forma, ¢ mais conveniente empregar-se uma defini¢do que leva em conta

também a origem biogenética (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

A estrutura quimica dos flavonodides baseia-se num esqueleto de carbono Ce-Cs-Ce,
com um anel de cromano ostentando um segundo anel aromadtico na posi¢do 2, 3, ou 4
(Figura 1). Em alguns casos, o anel heterociclico de seis membros ¢ substituido por um anel

de cinco membros (auronas) ou aparece numa forma isomérica de cadeia aberta (chalconas).
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Além dos derivados glicosilados, também ocorrem derivados metilados, acilados, prenilados
ou sulfatados. Da biossintese geral dos flavonoides participam como intermediarios
fundamentais a p-cumaroil-CoA e trés unidades de malonil-CoA para alongar a cadeia lateral

da unidade fenilpropanoidica original (ROBBERS et al., 1997).

Os flavonoides de origem natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um
grande nimero ocorre conjugado com agucares. Esta forma, chamada conjugada, também ¢
conhecida como heterosideo. Quando o metabolito (flavonodides, antraquinonas, terpenos,
etc.) encontra-se sem o agucar, ¢ chamado de aglicona ou genina, sendo frequentemente

denominado de forma livre (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

Pode-se encontrar flavondides em diversas formas estruturais, entretanto, a maioria
dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental,
constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Nos compostos
triciclicos, as unidades sao chamadas nucleos A, B e C ¢ os atomos de carbono recebem a
numera¢do com nimeros ordindrios para os nicleos A e C e os mesmos nimeros seguidos de
uma linha (') para o ntcleo B (Figura 1). Alguns autores substituem a numeragao 9 ¢ 10 nos

flavonodides por 8a e 4a, respectivamente (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

FIGURA 1. Nicleo fundamental dos flavondides e sua numeracio (RUSSO &
SANCHEZ, 2006).

Diversas fung¢des sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Dentre as quais podemos

citar: prote¢do dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta (UV) e visivel, além de
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protecao contra insetos, fungos, virus e bactérias; atragdo de animais com finalidade de
polinizacdo, antioxidante, controle da acdo de hormdnios vegetais, agente alelopaticos,
inibidores de enzimas e marcadores taxonomicos (HARBORNE, 1989; HARBORNE &
WILLIAMS, 2000).

Os flavonodides sao amplamente consumidos na dieta humana e de animais, sendo
capazes de modular a atividade de diferentes enzimas e afetar o comportamento de muitos
sistemas celulares, sugerindo assim que estes compostos possam ter significativas atividades
bioldgicas, podendo apresentar usos terapéuticos sendo, portanto, indispensavel que pesquisas
continuem sendo feitas, tanto na identificagdo dos compostos quanto no estudo de suas
atividades. Sendo os flavonoides um grupo com cerca de 8000 compostos separados em
diversas classes (chalconas, flavondis, flavonas, dihidroflavonoides, flavanonas e flavanonois,
antocianidinas, isoflavondides, auronas, neoflavondides, biflavonoides, entre outros), somente
alguns, ou as formas substituidas em que eles se encontram, parecem estar relacionados a

algum efeito bioldgico (DI-CARLO et al., 1999; PARK et al., 2002).

Dentre as principais atividades biologicas associadas a esta classe de substancias,
podemos citar: antiulcerogénica (BLANK et al., 1997; RAO et al., 1997; BRZOZOWSKI et
al., 2005; ZATACHKIVSKA et al., 2005), antioxidante (MIZUI et al., 1987; SOUZA et al.,
1999), antiinflamatéria (RAO et al, 2003; VIEIRA et al., 2004), antialérgica (KAWAI et al.,
2007), antidiarreica (RAO et al., 1997), hepatoprotetora (RAO et al, 1994; ALARCON DE
LA LASTRA et al., 1995), antinociceptiva (MEOTTI et al., 2006), anti-anafilatica (SOUZA
et al., 1992), antiviral (BAE et al., 2000), antitumoral (CHANG & KINGHORNE, 2001) e
hormonal (KNIGHT & EDEN, 1995).

Viérios efeitos biologicos tém sido atribuidos aos flavondides, visto que sdo capazes,
por exemplo, de inibir a peroxidacdo de lipideos e a agregagdo de plaquetas, e de modular
sistemas enzimadticos, incluindo ciclooxigenases e lipoxigenases. Esses efeitos sdo devidos a

sua capacidade de remover radicais livres e de quelar cations divalentes (BRODY, 1994).

Pesquisas realizadas por Lale & Herbert (1996) demonstraram que os flavonoides
daidzeina, daidzina, pseudobaptigenina, karangina, himokiflavona e silibina apresentaram
habilidade em inibir a atividade procoagulante de monocitos humanos. O efeito

antitrombotico dos flavonoides parece estar relacionado com sua acdo antioxidante. As agdes



37

antitrombotica e vasoprotetora de alguns flavonoides tém sido atribuidas a habilidade destas
substancias de ligarem-se a membrana de plaquetas e eliminarem radicais livres. Por sua acao
antioxidante, os flavondides restabelecem a biossintese e acdo de prostaciclina (PGI,)
endotelial e fator de relaxamento derivado do endotélio, os quais sdo inibidos pelos radicais
livres (LALE & HERBERT, 1996). Um dos mais potentes mecanismos, pelo qual os
flavonoides inibem a agregacdo plaquetaria, ¢ mediar o aumento dos niveis de AMPc
plaquetario através da estimulacdo da atividade da enzima adenilato ciclase ou por inibi¢ao da

fosfodiesterase do AMPc (COOK & SAMMAN, 1996).

As PG’s parecem preservar a integridade microvascular e reduzir a subjacente
congestdo dos vasos sangiiineos. Entretanto, nem todos os eicosanodides exercem efeito
protetor sobre a mucosa gastrica. Os leucotrienos, potentes vasoconstritores, sdo gerados pela
mucosa gastrica, e t€ém sido ali identificados, particularmente, apds o aparecimento de lesdes
causadas por etanol. Pesquisas recentes t€ém mostrado que alguns flavonoides podem interferir
com a producdo de metabdlitos do acido araquidonico, por meio da inibicdo da enzima
lipoxigenase, e reduzir a concentragdo de leucotrienos em diferentes sistemas bioldgicos

(HOMMAM et al., 2000).

O efeito de protecdo da mucosa géstrica, exercida pela naringenina, por exemplo, pode
ser devido a regulacdo da liberagdo de substancias vasoativas como os leucotrienos. Além
disso, radicais livres podem estar envolvidos na patogénese de lesdes agudas da mucosa

gastrica (ISIHIWA et al., 2000).

Brzozowski et al. (2005) demonstraram o efeito gastroprotetor de flavondides via
ativacao de PG’s, NO e nervos sensoriais, em modelos de ulcera induzida por etanol ou
estresse, em ratos. Blank et al. (1997) verificaram o papel do fluxo sanguineo ¢ da adesdo
leucocitaria na gastroprote¢do promovida por flavonodides, em ratos. Mizui et al. (1987)
avaliaram o efeito antiperoxidativo de flavonoides em modelos animais de lesdo gastrica
induzida por etanol. Rao et al. (1997) investigaram o papel das prostaglandinas enddégenas no
efeito gastroprotetor da ternatina, uma tetrametoxiflavona, em modelo de lesdes gastricas
induzidas por indometacina, em camundongos. As flavonas se caracterizam por serem uma
das principais classes de flavonoides que, atualmente, em virtude de suas importantes

propriedades biologicas, t€ém sido alvo de intensas pesquisas na area farmacoldgica.
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1.5.1.1 Flavonas

Esses compostos, juntamente com os flavonois, fazem parte de um grande grupo de
flavondides de origens biossintéticas muito proximas. Como os flavondis sdo flavonas
substituidas na posi¢ao C-3 por uma hidroxila, essas duas classes sdo em geral classificadas
juntas. Isto € justificado uma vez que suas andlises, sintese e reacdes quimicas possuem uma
base tedrica comum. As cores das flavonas variam do branco ao amarelo, sendo identificadas
em quase todo o reino vegetal. As flavonas naturais sdo freqiientemente oxigenadas,
substituidas com hidroxilas e/ou metoxilas. Outros substituintes encontrados com bastante
freqiliéncia sdo: acila, metileno, dioxila, isopreno, pirano, furano e seus derivados clorados. A
maioria das flavonas, identificadas em plantas, estdo sob forma conjugada, com um ou mais
acucares ligados aos grupos hidroxilas por uma ligagdo hemiacetal facilmente destruida por
hidrolise 4acida. Além disso, existem formas desses flavonoides possuindo um ou mais
sulfatos ligados a hidroxila e/ou parte osidica da molécula (ZUANAZZI & MONTANHA,
2003).

FIGURA 2 - A. Féormula estrutural condensada do nucleo 2-fenilcromona (ZUANAZZI
& MONTANHA, 2003).
FIGURA 2 - B. Arranjo espacial da molécula de 2-fenilcromona (NPPN, 2007).

As flavonas (Figura 3) s3o derivadas da 2-fenilcromona (Figura 2), e, possuindo um
grupamento metoxila ou isoprenila ligados ao carbono 3 sdo chamadas de 3-metdxi-flavonas

ou 3-prenilflavonas, respectivamente. De uma maneira geral, as flavonas sdo pouco soluveis
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em agua. Com relacdo a numeracdo do nucleo fundamental, o que se observa ¢ que, nos
heterosideos, os carbonos dos agticares sao numerados por nimeros ordindrios seguidos de
uma linha ('), segundo a distancia deste da aglicona. As flavonas apigenina e luteolina, livres
(agliconas) ou conjugadas (heterosideos), sdo as mais abundantes encontradas em plantas

(ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).

H
OH (flavonol)

FIGURA 3. Nucleo fundamental das flavonas (GROSSO et al., 2007).

Estudos mostram que algumas flavonas possuem propriedades bioldgicas importantes
tais como anti-alérgica (YANO et al., 2007), antiinflamatoria (KIM et al., 2004; LEE et al.,
2007), antinociceptiva (RAJENDRAN et al., 2000), antioxidante (BENEDEK et al., 2006),
antiulcerogénica (TAKASE et al., 1994; LA CASA et al., 2000), antiespasmodica (GILANI et
al., 2006), antiviral (BRINKWORTH et al., 1992) e antitumoral (CABRERA et al., 2007).

A flavona baicaleina, extraida de Scutellaria baicalensis Georgi, apresenta atividade
antioxidante sendo empregada na industria de alimentos (ZUANAZZI & MONTANHA,
2003). A flavona jaceosidina, isolada a partir de espécies do género Armica, apresentou
citotoxicidade para células colorretais humanas e carcinoma de intestino delgado

(WOERDENBAG et al., 1994).

A flavona hesperidina, tem sido atribuida certa propriedade protetora capilar ou ago
tonico-venosa. Chamada historicamente de fator P ou vitamina P, esta substancia é empregada
no tratamento de enfermidades caracterizadas por hemorragias e fragilidade capilar. Assim,
especialidades farmacéuticas a base de flavonas sdo comercializadas, no Brasil e em paises

europeus, indicadas no tratamento de alguns distirbios circulatérios (ZUANAZZI &
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MONTANHA, 2003). Estudos das décadas de 30 e 40 ja relatavam que a administra¢ao didria
de 30 mg de hesperidina diminuia a permeabilidade e aumentava a resisténcia capilar. O
efeito benéfico desta substancia foi observado no tratamento da purpura hemorragica e da
fragilidade capilar, tendo sido atribuida a sua acdo sobre a enzima hialuronidase, que tem a

capacidade de aumentar a permeabilidade e diminuir a fragilidade capilar (GARG et al.,

2001).

Estudos clinicos mostraram que especialidades farmacéuticas, contendo uma mistura
das flavonas diosmina e hesperidina micronizadas, melhoram o tonus venoso, aumentando a
microcirculagao em pacientes com insuficiéncia venosa, reduzindo os sintomas da crise aguda
de hemorrdidas (COSPITE, 1994). No Brasil, este produto ¢ comercializado como venotonico

e vasculoprotetor, sendo assim indicado no tratamento de varizes, hemorréidas e hemorragias.

Lu et al. (2001) demonstraram os efeitos preventivos das flavonas 5,7,3'.4'-
tetrahidroxi-3-metoxiflavona e luteolina na geragao de superoxidos e de proteinas fosforiladas

em neutrofilos humanos.

Estudos tém mostrado que algumas flavonas atuam como um agente antiagregante,
inibindo a atividade da enzima ciclooxigenase de plaquetas humanas. Landolfi et al. (1984)
demonstraram o efeito de varios flavondides sobre agregagdo plaquetaria bem como sobre o
AMPc e metabolismo do acido araquidonico. As flavonas crisina, apigenina e floretina
inibiram a agregacdo plaquetdria por inibir a via da ciclooxigenase. A inibicdo da
ciclooxigenase pode ser devida a um aumento do AMPc. Além disso, crisina e apigenina
reduziram o AMPc plaquetario em resposta a PGI,, efeito, provavelmente, mediado pela
inibicao da adenilato ciclase. Entretanto, os flavonodides miricetina e quercetina aumentaram o
AMPc plaquetario, aumento induzido por PGI,. A potencializa¢do do efeito da PGI, sobre os
niveis de AMPc pela quercetina pode ser devida a inibicdo da fosfodiesterase. O efeito
oposto, exercido por diferentes flavonodides sobre a resposta do AMPc, induzida por PGI,
pode ser devido & inibi¢do preferencial da fosfodiesterase ou adenilato ciclase. E possivel
sugerir que a inibi¢do da ciclooxigenase desempenha um papel importante sobre o efeito da
inibicdo da agregacdo plaquetdria exercido pelas flavonas apigenina, crisina e floretina,

inibi¢do devida a um aumento do AMPc.
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As flavonas podem ser encontradas em diferentes espécies de plantas distribuidas
entre os mais diversos géneros e familias. As principais familias dentre as quais esta
importante classe de flavonoides estd inserida sdo: Leguminosae, Rutaceae, Passifloraceae,
Lamiaceae, Solanaceae, Moraceae, Bignoniaceae, Hypericaceae, Ochnaceae, Asteraceae,

Apocynaceae, Piperaceae, Trimeniaceae, Chloranthaceae, Boraginaceae entre outras.

1.6 A familia Leguminosae

Das Angiospermas, as Leguminosas constituem um dos maiores e mais importantes
grupos, amplamente distribuidos, com aproximadamente 650 (seiscentos e cinqiienta) tdxons

genéricos e 18.000 (dezoito mil) espécies (QUEIROZ, 1999).

As plantas que formam esta familia t€ém hébitos muito variados, podendo ser desde
grandes arvores das matas tropicais a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e ainda
trepadeiras. Podem ser encontradas em diferentes ambientes, inclusive com variagdes de
altitude e latitude. As folhas sdo sempre de disposi¢do alternada, compostas, pari ou
imparipenadas. Suas flores sdo variadas, sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente
zigomorfa, com androceu formado de 4 a 10 estames, livres ou soldados entre si e dvulo
sempre supero, unicarpelar e unicolar. Assim como as folhas, os foliolos sdo sempre pulvinos,
0 que permite movimento diuturno. Apresenta fruto variado, em geral legume. As sementes

sdo algumas vezes envoltas em mucilagem ou polpa doce (JOLY, 1977).

Ainda segundo Joly (1977), a familia Leguminosae pode ser dividida em trés

importantes subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae e a Papilionoideae.

e Mimosoideae: ¢ a menor dentre as leguminosas compreendendo cerca de 40 géneros.
Dentre os géneros que se encontram no Brasil, destacam-se pelo nlimero de espécies:

Mimosa, Calliandra, Inga, Pithecellobium, Parkia e Piptadenia.

e C(Caesalpinoideae: esta subfamilia contém cerca de 150 géneros. O género com maior
nimero de espécie ¢ Cassia. Outros géneros freqiientemente sdo: Caesalpinia,

Dimorphandra, Bauhinia, Copaifera, Hymenaea e Swartzia.
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e Papilionoideae: também conhecida por Fabaceae, compreende cerca de 400 géneros
sendo, portanto a maior dentre as leguminosas. Além de Harpalyce, estdo incluidos
nesta categoria todos os nossos legumes: Phaseolus (feijao), Pisum (ervilha), Lens
(lentilha), Vicia (fava), Cicer (grao de bico), etc. Os géneros nativos brasileiros que
mais se destacam sdo: Phasealus, Crotalaria, Erythrina, Andira, Sophora, Dalbergia,

Plastymicium, Indigoflora, Desmodium, Clitoria e Mucuna.

Muitos taxons de Leguminosae, como os pertencentes aos géneros Mimosa, Acacia,
Caesalpinia e Senna, contribuem para a formacdo dos estratos arboéreos e arbustivos que
compdem a paisagem caracteristica das caatingas (QUEIROZ, 2006a). A familia
Leguminosae, por apresentar: grande nimero de taxons nas caatingas, diferentes padroes de
distribuicdo (QUEIROZ, 2002) e diversificagdo antiga em areas secas (LAVIN et al., 2004),
retne atributos que permite usar dados de distribuicdo de suas espécies para inferir relagdes

entre as diferentes unidades floristicas incluidas no semi-arido (QUEIROZ, 2006b).

O taxon Lonchocarpus pertence as Papilionoideae, considerada a subdivisdo mais
evoluida das Leguminosas. Compreende arvores ou arbustos; estipulas rudimentares,
geralmente caducas, folhas alternas imparipenadas, com 2-7 (-10) jugos, raramente 1 ou 3-
folioladas; Inflorescéncia pseudo-racemosa geralmente axilar, com eixo de segunda ordem 2(-
3) flores ou as vezes geminadas, raros solitarios, as vezes raros pseudo-racemos agrupados
verticalmente, ou combinados em pseudo-paniculas ou pseudo-corimbos terminais; Flores
dispostas mais ou menos alternadamente ao longo do eixo, bracteas pequenas orbiculares,
ovais ou lineares em numero equivalente ao das flores nos eixos de segunda e terceira ordens,
geralmente caducas, duas bractéolas para cada flor, pequenas de forma variada; Fruto
oblongo-lanceolado, geralmente alongado (QUEIROZ, 2004). A partir de um levantamento
dos espécimes incorporados ao acervo do Herbario Prisco Bezerra/EAC, da Univercidade
Federal do Ceara (UFC), 04 (quatro) espécies foram identificadas: Lonchocarpus arapirensis
Bentham (Figura 4), Lonchocarpus campestris Bentham, Lonchocarpus obtusus Bentham e

Lonchocarpus sericeus (Poiret) Kunth.
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1.7 Lonchocarpus araripensis Bentham

Em 1980, Nascimento e Mors, do Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais, Centro de
Ciéncia da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, isolaram nove flavonoides deste
espécime endémico da Regido Nordeste do Brasil, o Lonchocarpus araripensis ou Derris
araripensis (LIMA, 2007). A estrutura quimica de cada um dos nove flavonoides isolados,

pode ser observada na Figura 5.

Segundo Fernandes et al. (1964).

“O Lonchocarpus araripensis é uma espécie pertencente a familia
Leguminosae-Papilionoideae (Fabaceae), ¢ uma arvore de pequeno a
médio porte, geralmente de 3-5m de altura, folhas 7 ou 9 folioladas,
alterno-espiraladas; peciolo delgado, cilindrico a angular, fruto 1 (-2)
por eixo de 2° ordem, que pode chegar até 5cm comprimento, sementes
reniformes, marrom-avermelhadas com algumas manchas negras. Sua
distribui¢do se restringe a regido Nordeste do Brasil e pode ser
encontrada principalmente nos Estados do Ceard, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Maranhdo em formagoes
vegetais diversas, tais como tabuleiros, matas do litoral, carrascais,
cerrados e campos sujos. Ocorre desde as regioes litoraneas: solos
arenosos, pedregosos, terrenos baixos e umidos, até chapadas e
serras. A espécie é conhecida no Ceara por angelim, co¢do ou
sucupira-branca. Em Pernambuco por rabo-de-cavalo, no Piaui por
pau-de-formiga e na Paraiba por sucupira-de-concha. O periodo de
floragdo estende-se do final de setembro a dezembro, quando ja se
pode observar o inicio da frutifica¢do, abundante até o més de margo,
embora material frutifero tenha sido coletado até no més de Julho. O
periodo de floragdo corresponde ao da primavera, que na regido
Nordeste ¢ precedida pelas chuvas, quando entdo a planta reinicia seu
desenvolvimento vegetativo, com o aparecimento das folhas, e inicia
seu processo reprodutivo. A inflorescéncia paniculada subterminal é a
caracteristica basica utilizada na identificagdo desta espécie. Em
associagdo, a forma e textura do foliolo também podem ser
satisfatoriamente utilizadas, bem como forma, indumento e coloragdo
do cdlice e peca da corola, além da pilosidade nas anteras e filetes dos
estames”



FIGURA 4. Lonchocarpus araripensis Bentham.
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Em Fevereiro de 2005, uma amostra do material vegetal, obtida da espécie
Lonchocarpus araripensis, foi coletada na fazenda do Garapa situada no municipio de
Acarape - CE, para estudo dos constituintes quimicos. A planta foi identificada pelo Professor
Afranio Gomes Fernandes, do departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara

(UFC). A exsicata n® 11074 da planta encontra-se depositada no Herbario Bezerra / UFC.

Embora ndo se tenha evidéncias de algum uso terapéutico popular atribuido a esta
espécie, estudos mostram que outras espécies, também do género Lonchocarpus tais como
Lonchocarpus sericeus possuem propriedades farmacologicas de fundamental importancia,
tais como atividade antiinflamatoria (ALENCAR et al., 2005; NAPIMOGA et al., 2007). Ao
Lonchocarpus oaxacensis Pittier e ao Lonchocarpus guatemalensis Benth sdo atribuidos

efeitos inibitorios gastroprotetores sobre a bomba de prétons (REYES-CHILPA et al., 2006).

Além dos flavonodides isolados na década de 80, novos compostos ja foram isolados e
caracterizados no Departamento de Quimica Organica e Inorginica da UFC. Atualmente,
mais sete compostos ja foram identificados e tiveram suas estruturas moleculares elucidadas
(Figura 6), o que totaliza dezesseis substancias obtidas até o momento. Algumas substancias
isoladas do Lonchocarpus araripensis sao ainda desconhecidas na pesquisa farmacoldgica
como o 6a-hidroxi-medicarpin, a 2',5',6'-trimetoxifurano-[3',4":2",3"]-di-hidrochalcona e a
2,4'5,6-tetrametoxi-[2",3":7,8]-furanodihidroflavona. J& outros compostos, como o0s
constituintes terpénicos acido betulinico e o lupeol, sdo exemplos de substancias com

atividades bioldgicas bem caracterizadas farmacologicamente.

O 4cido betulinico (acido 3f-hidroxilup-20(29)-en-28-6ico) ¢ um triterpenodide
pentaciclico pertencente ao grupo dos lupanos que apresenta atividades farmacoldgicas
importantes. Fujioka et al. (1994) e Evers et al. (1996) associaram este composto a acdo anti-
HIV, sendo um potente inibidor da replicacdo viral. Pisha et al. (1995) descreveram a
atividade do acido betulinico como inibidor seletivo do melanoma, através de inducao da
apoptose. Posteriormente foi demonstrado que tal agao se devia a inibicao da aminopeptidase
N (MELZIG & BORMANN, 1998). O 4acido betulinico tem despertado interesse pelas
atividades Dbiologicas potenciais exibidas, tais como, antitumoral, antimaldrica e

antiinflamatéria (LUNARDI et al., 2001).
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FIGURA 6. Estrutura quimica dos novos compostos isolados de L. araripensis.

O lupeol (lup-20(29)-en-3p-ol) ¢ reportado na literatura como possuidor de vérias

propriedades farmacologicas como antinflamatoria, antiartritica, antimutagénica (GEETHA et

al., 1998) e no controle de formacdo de calculos renais (VIDYA & VARALAKSHMI, 2000).

Estudos demonstram que muitas plantas com atividade antitumoral contém o triterpeno lupeol

como um de seus principais constituintes (MILES & KOKOPOL, 1976; SALEEM et al.,

2001).
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2. OBJETIVOS

A despeito da inexisténcia de uso popular, bem como de estudos farmacoldgicos,
envolvendo a espécie Lonchocarpus araripensis, mas, tendo em vista que, constituintes com
atividades bioldgicas importantes ja foram isolados da mesma (acido betulinico e lupeol) e,
tendo conhecimento de que as flavonas demonstram importantes atividades bioldgicas tais
como antiulcerogénica (TAKASE et al., 1994; LA CASA et al., 2000), antiinflamatdria (LEE
et al., 2007; KIM et al., 2004) e antioxidante (BENEDEK et al., 2006), decidimos entao
investigar a atividade antiulcerogénica géstrica de uma flavona, a 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-

[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF), isolada de L. araripensis.

2.1 Objetivo geral

e Avaliar o potencial efeito antiulcerogénico gastrico da DDF em modelos
experimentais de lesdes gastricas em camundongos e verificar os possiveis

mecanismos de acao.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade aguda da DDF em camundongos.

e Investigar o efeito antiulcerogénico gastrico da DDF em modelos de lesdes gastricas

induzidas por etanol ou indometacina em camundongos.

e Analisar a possivel participagdo das prostaglandinas (PG’s), do 6xido nitrico (NO) e
dos canais de potassio ATP-dependentes (Katp ) no efeito gastroprotetor da DDF em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.
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e Averiguar a participacao do receptor TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid
1) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol

em camundongos.

e Avaliar uma possivel acdo antioxidante (niveis de NP-SH géastricos) no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.



50

3. MATERIAIS

3.1 Material Botanico

O composto 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF) foi obtido
no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC)
sob orienta¢do da Prof* Dra. Otilia Desusdénia Loiola Pessoa, a partir do extrato hexanico da
casca das raizes de Lonchocarpus araripensis Bentham. A planta foi coletada na fazenda do
Garapa situada no municipio de Acarape-CE e identificada pelo Professor Afranio Gomes
Fernandes, do departamento de Biologia da UFC. A exsicata n° 11074 da planta encontra-se

depositada no Herbario Prisco Bezerra da UFC.

3.2 Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, ambos os
sexos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC, foram acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura de 24
+ 2°C, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo racao padrao (Purina Chow) e
agua ad libitum. Os animais foram mantidos em jejum de so6lidos por 18 h, antes da realizagao
dos experimentos. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC (Protocolo n® 101 / 07).

3.3 Drogas e Reagentes

Drogas e Reagentes Origem

Acido ditio bis-2-nitrobenzéico (DTNB) Sigma, U.S.A




Acido etilenodiaminotetracético sal dissédico (EDTA)
Acido tricloroacético (TCA)

Alcool etilico absoluto (96 %)

Capsaicina

Capsazepina

Cloreto de sodio

Diazoxido

Formaldeido P.A

Glibenclamida

Glutationa reduzida

Hidroximetil-aminometano-acido cloridrico (Tris-HCI)
Indometacina (Indocid®)

L-Arginina

Misoprostol (Cytotec™)

N-acetilcisteina (Fluimucil®)
NG-nitro-L-arginina—metilester (L-NAME)

Tween 80

3.4 Aparelhos

Aparelho

Balanga para animais (mod. MF-6)

Balanga analitica (mod. AX200)

Centrifuga, refrigerada, modelo CT 5500 DR
Espectrofotometro

Freezer (-75°C)

Pipetas automaticas

Seringas plasticas

Proanalysi

Sigma, U.S.A
Quimex, Brasil
Calbiochem, U.S.A
Sigma, U.S.A
Vetec, Brasil
Sigma, U.S.A
Sigma, U.S.A
Sigma, U.S.A
Sigma, U.S.A
Sigma, U.S.A
Predome, Brasil
Sigma, U.S.A
Continental Pharma, Italia
Eurofarma, Brasil
Sigma, U.S.A
Riedel, Alemanha

Origem

Filizola, Brasil

Shimadzu Corporation, Japao
Cientec, Brasil

Bayer-RA 50

Legacy Sistem, U.S.A
Jencons Scientific Inc., U.S.A

B-D Plastipak

51



52

4. METODOS

4.1 Obtenciao da 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF) a partir

da casca das raizes de Lonchocarpus araripensis

A casca das raizes de L. araripensis (1,93 Kg) foi seca, triturada e extraida trés vezes
com hexano (9 L cada) e em seguida, por trés vezes com etanol (9 L cada), a temperatura
ambiente (Figura 7). A destilacdo dos solventes foi realizada sob pressdo reduzida, em
evaporador rotativo, levando a obtengao de 51,97 g de um extrato hexanico, viscoso, de cor
marrom, denominado LAEH (Lonchocarpus araripensis: extrato hexanico) e 78,36 g de um
extrato etanolico, viscoso, de cor preta, denominado LAEEt (Lonchocarpus araripensis:

extrato etanolico).

O extrato hexanico (LAEH) (51,97 g) foi cromatografado sobre gel de silica (100 g),
empregando sucessivas eluigdes com n-hexano, n-hexano/CH,Cl, 1:1, CH)Cl,
(diclorometano), AcOEt (acetato de etila) e EtOH (etanol), para que fossem obtidas as
respectivas fragoes (Tabela 1): LAFH (Lonchocarpus araripensis: fragao hexano), LAFHD
(Lonchocarpus araripensis: fracdo hexano-dicloro), LAFD (Lonchocarpus araripensis: fragao
dicloro), LAFA (Lonchocarpus araripensis: fragdo acetato) e LAFEt (Lonchocarpus

araripensis: fracao etanol).

TABELA 1. Fragoes obtidas a partir do extrato hexanico (LAEH) da casca das raizes de

L. araripensis.

Solvente Fraciao Peso (g)
Hexano LAFH 1,4658

Hexano/CH,Cl, LAFHD 21,4992
CH,Cl, LAFD 3,6781
AcOEt LAFA 5,8619

EtOH LAFEt 0,5562
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Na fragao CH,Cl, (3,7 g) do extrato hexanico foi observado a presenga de um material
solido. Inicialmente, foi adicionado a esta fragdao, uma mistura de solventes (n-hexano/AcOEt
9:1) com a finalidade de melhorar a pureza do material em questdo. Em seguida o composto
foi purificado, por recristalizacdo, com a mesma mistura de solventes, obtendo-se 1,0219 g de
um cristal branco denominado inicialmente de LA-SU-02 (L. araripensis — substancia 02), o
qual se mostrou uniforme em Cromatografia de Camada Delgada (CCD), apresentando certo
grau de pureza. Posteriormente a substancia foi estabelecida como sendo a 3,6-dimetoxi-
6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF). As etapas que levaram a obtengdo do

composto estdo resumidas na Figura 7.

Casca das raizes de L.araripenses

secagem, triura

extraco 3 % hexano (9L cada)
3 % etanol (BL cada)

LAEH: 51,97g LAEEt: 78,369

Cromatografia liguida
frhexana
rrhexano / CH.Cl,
CHCly
AcOR
EtOH

LAFH | [LAFHD|| LAFD || LAFA | | LAFEt

Cristalizagdo e Recristalizagio
rrhexano f AcOEE 901

LA-SU-02:1,0219g
ldentificagio

DDF

FIGURA 7. Método de isolamento da 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-

cromenoflavona (DDF).
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4.2 Toxicidade aguda

Na avaliagdo da toxicidade aguda da DDF, foram utilizados camundongos Swiss (25-
30 g), ambos os sexos, escolhidos aleatoriamente, separados em grupos de 10 animais cada e
mantidos em jejum por 18 horas. DDF foi administrada, por via intraperitoneal, em doses
crescentes de 500, 1000 e 2000 mg/Kg de peso, no volume de 10 mL/Kg. O grupo controle
recebeu igual volume de veiculo (2 % de Tween 80 em dgua destilada, 10 mL/Kg, i.p.). Os
animais foram observados 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min ap6s a administragdo de DDF e

entdo em intervalos de 24 horas até completarem 72 horas (MILLER & TAINTER, 1944).

Os animais foram observados quanto as alteragdes comportamentais (sensibilidade ao
toque, sensibilidade ao reflexo, ptose palpebral, piloeregdo, letargia, freqiiéncia respiratoria,
dispnéia, convulsdes e sialorréia), alteracdes nos padrdes fisioldgicos de evacuagdo e micgao

e quanto ao niumero de mortes ocorridas, por um periodo de setenta e duas horas.

4.3 Atividade Gastroprotetora

4.3.1 Lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso em torno de 25-30 g, divididos em grupos
(n=8), foram tratados com N-acetilcisteina (750 mg/Kg, v.0.), um conhecido antioxidante, 1 h
antes, ou com veiculo (2 % de Tween 80 em 4gua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (25, 50,
100 ou 200 mg/Kg, i.p.) 45 min antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2
mL/animal). Decorridos 30 min da administragdo do etanol,ys, os animais foram sacrificados,
os estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucao salina 0,9 % e
comprimidos entre dois vidros de relogio para uma melhor visualizagcdo. O percentual de area
gastrica lesionada (por¢do glandular) foi determinado com o auxilio de um programa de
planimetria computadorizada (/mageJ). A 4area ulcerada foi expressa em termos de

percentagem em relacgdo a area total do corpo gastrico (ROBERT et al., 1979).
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4.3.2 Lesoes gastricas induzidas por indometacina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, 25-30 g, (n=8/grupo) foram tratados com veiculo (2 %
de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (25, 50, 100 ou 200 mg/Kg, i.p.) 45
min antes da administragdo oral de indometacina (30 mg/Kg), preparada em 0,5 % de
carboximetilcelulose. Apdés 6 h da administracio da indometacina, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos foram removidos, instilados com formalina a 5 % por 30 min e, em
seguida, abertos pela grande curvatura, lavados em salina 0,9 % (RAINSFORD, 1982) ¢ a
extensdo das lesdes foi registrada, atribuindo-se escores, de acordo com a escala de Szabo et

al. (1985), evidenciada no Quadro 1.

1. Perda de pregas da mucosa 1 ponto
2. Descoloragao da mucosa 1 ponto
3. Edema 1 ponto
4. Hemorragias 1 ponto

5. Numero de petéquias
e atée 10 2 pontos

e mais de 10 3 pontos

6. Intensidade da ulceragdo

e tlceras ou erosao de até 1mm n x 2 pontos
e Ulceras ou erosdo maiores que lmm n x 3 pontos
e Ulceras perfuradas n x 4 pontos

n = numero de ulceras encontradas

QUADRO 1. Determinaciao do indice de lesdes gastricas induzidas por indometacina

(SZABO et al., 1985).
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4.3.3 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Camundongos Swiss, machos, 25-30 g, divididos em grupos (n=8), foram tratados
com veiculo (2 % de Tween 80 em 4gua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (100 mg/Kg, 1.p.)
45 min antes, ou L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.) ou N -nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
(20 mg/Kg, s.c.) 30 min antes da administra¢do de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Para
avaliar o papel do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico da DDF, também foram realizadas
combinagdes onde L-NAME (20 mg/Kg, s.c.) foi administrado 15 min antes da DDF (100
mg/Kg, i.p.) ou L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.). Decorridos 30 min da administracdo do
etanol,,s, 0s animais foram sacrificados, os estomagos retirados, abertos pela grande
curvatura, lavados em solugdo salina 0,9 % e comprimidos entre dois vidros de reldgio para
uma melhor visualizagdo. O percentual de area gastrica lesionada (por¢ao glandular) foi
determinado com o auxilio de um programa de planimetria computadorizada (/mageJ). A éarea

lesionada foi expressa em termos de percentagem em relagdo a area total do corpo géstrico.

4.3.4 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Karp), no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos

Grupos de camundongos (n=8) Swiss, machos, com peso em torno de 25-30 g, foram
tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100
mg/Kg, i.p.) ou diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) 45 min antes da administracao oral de etanol
absoluto (0,2 ml/animal). Para avaliar a possivel participagdo dos canais de Karp no efeito
gastroprotetor da DDF, foram realizadas combinagdes nas quais glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.)
foi administrada 15 min antes do tratamento com DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou diazéxido (3
mg/Kg, i.p.). 30 min depois da administragdo do etanol,s, 0s animais foram sacrificados, os
estomagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em solucdo salina 0,9 % e
comprimidos entre dois vidros de relégio para uma melhor visualizagdo. O percentual de area

gastrica lesionada (por¢ao glandular) foi determinado com o auxilio de um programa de
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planimetria computadorizada e a area lesionada foi expressa em termos de percentagem em

relagdo a area total do corpo gastrico, como descrito anteriormente.

4.3.5 Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor da DDF em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Para avaliar a possivel participagdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor da
DDF, camundongos (n=8/grupo) Swiss, machos, 25-30 g foram tratados com veiculo (2 % de
Tween 80 em 4gua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou misoprostol (50
ng/Kg, v.o.) 1 h antes da administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.o.).
Combinacdes também foram realizadas e, indometacina (10 mg/Kg, v.o.) foi administrada 2 h
antes da administracdo da DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou do misoprostol (50 ug/Kg, v.0.). Apos
30 min da administracdo do etanoly,s, os animais foram sacrificados, os estdmagos foram
removidos, abertos pela grande curvatura e a analise do percentual de lesdo gastrica procedeu-

se como descrito anteriormente.

4.3.6 Papel dos receptores TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) no
efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos

Para avaliar a possivel participacdo dos neuronios aferentes primdrios sensiveis a
capsaicina no efeito gastroprotetor da DDF, camundongos Swiss, machos, com peso em torno
de 25-30 g, foram divididos em grupos (n=8) e tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em
agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.) 1 h
antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Também foram realizadas
combinagdes nas quais capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) foi administrada 30 min antes do
tratamento com DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.). Decorridos 30 min da
administracdo do etanol,,s, 0s animais foram sacrificados, os estdomagos removidos ¢ em
seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a analise do percentual de

lesdo gastrica.
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4.3.7 Papel dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos

Para avaliar uma possivel acdo antioxidante no efeito gastroprotetor da DDF em
modelo de ulcera gastrica induzida por etanol, grupos de camundongos Swiss (n=8), machos,
foram tratados com N-acetilcisteina (750 mg/Kg, v.0.) 1 h antes, ou com veiculo (2 % de
Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (100 mg/Kg, i.p.) 45 min antes da
administracao de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.o0.). Um outro grupo, tratado apenas com
solugdo salina 0,9 %, foi incluido no estudo. Apos 30 min da administracdo do etanolyys, 0s
animais foram sacrificados e tiveram seus estomagos retirados. A quantificagdo dos grupos
sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) foi realizada segundo o método de Sedlak & Lindsay
(1968). A porcao glandular de cada estdbmago foi removida, pesada e homogeneizada com
EDTA 0,02 M gelado, para preparacdo do homogenato a 10 %. Em seguida, adicionou-se, a
uma aliquota de 1 mL do homogenato, 800 puL. de agua destilada e 200 pL de acido
tricloroacético (TCA 50 % em solugdo aquosa) e entdo as amostras foram centrifugadas a
3000rpm por 15 min. Um volume de 1 mL foi entdo retirado do sobrenadante e adicionou-se
2 mL de tampao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 50 uL de DTNB 0,01 M. A absorbancia foi medida
dentro de 5 min a 412 nm. A concentracdo de NP-SH foi calculada através de uma curva

padrdo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos em pg de NP-SH/g de tecido.

4.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para
compara¢do multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a anélise de varidncia (ANOVA)
seguida do teste de Student Newman Keul. Para os dados ndo paramétricos, os resultados
foram expressos como mediana (minimo - maximo) e analisados pelos testes de Kruskall-
Wallis e Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A
DES5O0 (dose capaz de promover 50 % do efeito méximo) da DDF foi calculada através de

analise por software (GraphPAD) e expressa em termos de intervalo de confianga de 95 %.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacao da 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-|2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF).

A estrutura da LA-SU-02 (L. araripensis — substancia 02), posteriormente estabelecida
como sendo a 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF) (Figura 8), foi
identificada por métodos espectroscopicos incluindo IV, EM, RMN 'H e "°C, sendo também
comparada com trabalhos relacionados ja publicados (NASCIMENTO & MORS, 1981;
ARRIAGA et al., 2001).

FIGURA 8. 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF).

A extracdo de DDF a partir de 1,93 Kg de casca das raizes de Lonchocarpus
araripensis produziu 1,0219 g de substancia pura (cristal branco), o que corresponde a um
rendimento em torno de 0,05 %. Utilizando-se procedimentos fisico-quimicos tais como
destilacdo e métodos cromatograficos, a DDF foi isolada diretamente a partir da fracao
dicloro (LAFD — Lonchocarpus araripensis: fracdo dicloro) resultante do extrato hexanico
(LAEH — Lonchocarpus araripensis: extrato hexanico) obtido com a casca das raizes. Todo o
material foi isolado no Departamento de Quimica Orgénica e Inorginica da Universidade

Federal do Ceara (UFC) sob orientagio da Prof®. Dra. Otilia Deusdénia Loiola Pessoa.
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5.2 Toxicidade aguda.

A administrac¢do intraperitoneal de DDF nas doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg nao foi
capaz produzir alteracdes comportamentais ou alteracdes nos padrdes fisiologicos de
evacuacao ¢ micgdo além de ndo induzir mortalidade nos animais, durante o periodo de

observacao de 72 horas.

5.3 Efeito da DDF nas lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os efeitos da DDF e N-acetilcisteina (NAC) sobre as lesdes gastricas induzidas por

etanol, em camundongos, estdo demonstrados na Tabela 2 e Figura 9.

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, apos a administracdo oral do
etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucosa gastrica. DDF na dose de 25 mg/Kg, i.p.,
ndo conseguiu reduzir de forma significativa (p>0,05) o percentual de lesdo gastrica (21,2 +
3,71 %) em comparagdo com o grupo controle (21,42 = 2,22 %). DDF nas doses de 50, 100 e
200 mg/Kg, i.p., reduziu de forma significativa (p<0,001) e dose-dependente o percentual de
area ulcerada para 8,21 + 2,19; 5,88 = 1,06 ¢ 0,83 + 0,54 %, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (21,42 £ 2,22 %), o que corresponde a um percentual de
inibicdo de 62, 73 e 96 %, respectivamente. NAC (750 mg/Kg, v.0.), um conhecido
antioxidante, reduziu significativamente (p<0,01) as lesdes gastricas (10,62 + 1,39 %),
quando comparada ao grupo controle (21,42 + 2,22 %), o que corresponde a uma redugdo de
50 %. O valor relativo a DE50 da flavona nesse modelo, obtido em torno do seu respectivo

intervalo de confianca de 95 %, foi de 50,87 (38,36 — 67,46) mg/Kg.
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TABELA 2. Efeito da DDF no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
GRUPOS DOSE AREA GASTRICA
(mg/Kg; via) ULCERADA (%)
Controle (veiculo) - 21,42 +£2722
DDF 25, i.p. 21,2+3,71
50, i.p. 8,21 +£2,19%**
100, i.p. 5,88 + 1,06%**
200, i.p. 0,83 £ 0,54*%**
NAC 750, v.o. 10,62 &+ 1,39%**

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da percentagem de
area gastrica ulcerada. N-acetilcisteina (NAC) foi administrada, por via oral, 1 h antes e,
veiculo (2 % de Tween 80 em 4gua destilada) ou DDF, por via intraperitoneal, 45 min antes
da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Os animais foram sacrificados 30
min apds a administracdo do etanol,,s. Foram utilizados 8 animais por grupo. **p<0,01 e

**%p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 9. Efeito da DDF no modelo de lesdoes gastricas induzidas por etanol em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de 4rea gastrica
ulcerada. N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/Kg, v.0.) foi administrada 1 h antes e, veiculo (2 %
de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, 1.p.), 45
min antes da administragdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Foram utilizados 8
animais por grupo. **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student

Newman Keul).
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FIGURA 10. Aspectos macroscopicos de estomago de camundongos em modelo de lesdes
gastricas induzidas por etanol. (A) — Estomago aberto pela grande curvatura de um
camundongo no qual foi administrado apenas veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada,
10 mL/Kg, i.p.). (B) — Estomago aberto pela grande curvatura de um camundongo tratado
com veiculo 45 min antes da administra¢do oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). (C) —
Estomago aberto pela grande curvatura de um camundongo tratado com DDF (100 mg/Kg,

1.p.) 45 min antes da administragdo oral de etanol absoluto.
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5.4 Efeito da DDF nas lesdes gastricas induzidas por indometacina em camundongos.

Os efeitos da DDF sobre as lesdes gastricas induzidas por indometacina, em

camundongos, estdo demonstrados na Tabela 3 ¢ Figura 11.

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, apds a administragcdo oral da
indometacina (30 mg/Kg), elevado indice de lesdo gastrica com base nos escores obtidos a
partir da escala de Szabo et al. (1985). DDF nas doses de 25 e 50 mg/Kg, i.p., onde as
medianas relacionadas aos escores obtidos foram 25,5 (19,0 a 31,0) e 22,0 (12,0 a 36,0),
respectivamente, ndo conseguiu reduzir de forma significativa (p>0,05) o indice de lesdo
gastrica em comparacdo com o grupo controle que, por sua vez, apresentou mediana 32,0
(20,0 a 61,0). DDF nas doses de 100 e 200 mg/Kg, i.p., onde as medianas relacionadas aos
escores obtidos foram 7,0 (4,0 a 19,0) e 8,5 (0 a 20,0), respectivamente, reduziu de maneira
significativa (p<0,01) o indice de lesdo gastrica em comparagdo com o grupo controle. O
valor relativo a DES0 da flavona nesse modelo, obtido em torno do seu respectivo intervalo

de confianca de 95 %, foi de 61,56 (42,29 — 89,60) mg/Kg.
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TABELA 3. Efeito da DDF no modelo de lesdes gastricas induzidas por indometacina

em camundongos.

GRUPOS DOSE ESCORES DE LESAO
(mg/Kg; via) GASTRICA
Controle (veiculo) - 32,0 (20,0 - 61,0)
DDF 25, i.p. 25,5 (19,0 - 31,0)
50, i.p. 22,0 (12,0 — 36,0)
100, i.p. 7,0 (4,0 — 19,0) **
200, i.p. 8,5 (0 —20,0) **

Os valores estdo expressos como mediana (minimo — méaximo) do indice de lesdo gastrica
relacionada aos escores obtidos com a escala proposta por Szabo et al. (1985). Veiculo (2 %
de Tween 80 em agua destilada) ou DDF foram administrados, por via intraperitoneal, 45 min
antes da administragdo oral de indometacina (30 mg/Kg). Os animais foram sacrificados 6 h
ap6s a administragdo da indometacina. Foram utilizados 8 animais por grupo. **p<0,01 vs

controle (Kruskall-Wallis e teste de Dunn).
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FIGURA 11. Efeito da DDF no modelo de lesdes gastricas induzidas por indometacina
em camundongos. Os valores representam a mediana (minimo — maximo) do indice de lesao
gastrica relacionada aos escores obtidos com a escala proposta por Szabo et al. (1985).
Veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (25, 50, 100 ¢ 200
mg/Kg, 1.p.) foram administrados 45 min antes da administracdo de indometacina (30 mg/Kg,
v.0.). Foram utilizados 8 animais por grupo. **p<0,01 vs controle veiculo (Kruskall-Wallis e

teste de Dunn).
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FIGURA 12. Aspectos macroscopicos de estomago de camundongos em modelo de lesdes
gastricas induzidas por indometacina. (A) — Estdmago aberto pela grande curvatura de um
camundongo no qual foi administrado apenas veiculo (2 % de Tween 80 em dgua destilada,
10 mL/Kg, i.p.). (B) — Estomago aberto pela grande curvatura de um camundongo tratado
com veiculo 45 min antes da administragdo oral de indometacina (30 mg/Kg). (C) — Estdmago
aberto pela grande curvatura de um camundongo tratado com DDF (100 mg/Kg, i.p.) 45 min

antes da administragdo oral de indometacina.
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5.5 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesoes

gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, ap6s a administracdo oral do
etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucosa gastrica. DDF (100 mg/Kg, 1.p.) reduziu de
forma significativa (p<<0,001) o percentual de lesdo géstrica (7,10 + 1,54 %) em comparagao
com o grupo controle (31,97 + 1,40 %), o que corresponde a um percentual de inibi¢ao de 78
%. Os animais tratados com L-NAME (20 mg/Kg, s.c.), um inibidor ndo seletivo das
isoformas da NOS (Oxido Nitrico Sintase), ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
no percentual de area gastrica ulcerada (32,90 + 1,49 %), quando comparado ao grupo
controle (31,97 £ 1,40 %). O efeito gastroprotetor da DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi bloqueado
(32,17 £ 2,20 %) de forma significativa (p<0,001) na presenga do L-NAME (20 mg/Kg, s.c.).
L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.), um aminoacido que funciona como substrato para a sintese de
oxido nitrico, reduziu de forma significativa (p<0,01), cerca de 34 % do percentual de area
gastrica ulcerada (21,16 + 1,89 %), quando comparado ao grupo controle (31,97 + 1,40 %). L-
NAME (20 mg/Kg, s.c.) reverteu (31,22 + 2,52 %), significativamente (p<0,001), o efeito
gastroprotetor da L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.). Os resultados obtidos com a avaliagao do
papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DDF, nesse modelo, podem ser

observados na Tabela 4 ¢ Figura 13.
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TABELA 4. Papel do o6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA
(mg/Kg; via) ULCERADA (%)

Controle (veiculo) - 31,97 £ 1,40
DDF 100, i.p. 710+1,5°
L-NAME 20, s.c. 32,90 + 1,49
L-NAME + DDF 20, s.c. + 100, i.p. 32,17+2,20°
L-Arginina 600, i.p. 21,16+ 1,89*
L-NAME + L-Arginina 20, s.c. + 600, i.p. 31,22 +2.,52°¢

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da percentagem de

area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em d4gua destilada) ou DDF foram

administrados, por via intraperitoneal, 45 min antes e, L-NAME, por via subcutanea ou L-

Arginina, por via intraperitoneal, 30 min antes da administragdo oral de etanol absoluto (0,2

mL/animal). Nas combinagdes, L-NAME foi administrado, por via subcutanea, 15 min antes

da DDF ou L-Arginina, sendo estes administrados por via intraperitoneal. Os animais foram

sacrificados 30 min ap6s a administragdo do etanol,,s. Foram utilizados 8 animais por grupo.

*p<0,01 vs controle; bp<0,001 vs DDF; “p<0,001 vs L-Arginina (ANOVA e teste de Student

Newman Keul).
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FIGURA 13. Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os valores representam a média +
E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em agua
destilada, 10 mL/Kg, i.p.) ou DDF (100 mg/Kg, i.p.) foram administrados 45 min antes e, L-
NAME (20 mg/Kg, s.c.) ou L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.), 30 min antes da administragao de
etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.o.). Nas combina¢des, L-NAME (20 mg/Kg, s.c.) foi
administrado 15 min antes da DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.). Foram
utilizados 8 animais por grupo. *p<0,01 vs controle veiculo; °p<0,001 vs DDF (100 mg/Kg,
i.p.); °p<0,001 vs L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.) (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.6 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Karp), no efeito gastroprotetor da

DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os resultados obtidos com a avaliagdo do papel dos canais de potdssio ATP-
dependentes (Katp) no efeito gastroprotetor da DDF, neste modelo, podem ser observados na

Tabela 5 ¢ Figura 14.

DDF (100 mg/Kg, i.p.) reduziu de forma significativa (p<0,05), cerca de 63 % do
percentual de lesdo gastrica (6,53 = 1,67 %) em comparagdo com o grupo controle (17,41 +
2,87 %). O efeito gastroprotetor da DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi bloqueado (15,46 + 4,13 %) de
forma significativa (p<0,05) na presenga de glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.), um bloqueador dos
canais de potassio ATP-dependentes. Diazdxido (3 mg/Kg, i.p.), uma substancia que promove
a abertura de Karp, reduziu significativamente (p<0,05) o percentual de area géstrica ulcerada
(9,43 £ 0,68 %), quando comparado ao grupo controle (17,41 £+ 2,87 %), o que corresponde a
um percentual de inibicdo de 46 %. Glibenclamida (5 mg/Kg, 1.p.) reverteu (16,02 + 1,37 %),

de maneira estatisticamente significante (p<0,05), o efeito gastroprotetor do diazoxido (3

mg/Kg, i.p.).
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TABELA 5. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Kirp), no efeito

gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
GRUPOS DOSE AREA GASTRICA
(mg/Kg; via) ULCERADA (%)
Controle (veiculo) - 17,41 £2,87
DDF 100, i.p. 6,53+1,67°
Glibenclamida + DDF 5, 1.p. + 100, i.p. 15,46 + 4,13 b
Diazoxido 3, 1.p. 9,43 +0,68 °
Glibenclamida + Diazoxido 5,1p.+3,1p. 16,02+1,37°¢

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da percentagem de
area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada), DDF ou diazéxido
foram administrados, por via intraperitoneal, 45 min antes da administracdo oral de etanol
absoluto (0,2 mL/animal). Nas combinagdes, glibenclamida foi administrada, por via
intraperitoneal, 15 min antes da DDF ou diaz6xido, sendo estes administrados também por via
intraperitoneal. Os animais foram sacrificados 30 min apds a administracio do etanolps.
Foram utilizados 8 animais por grupo. “p<0,05 vs controle; bp<0,05 vs DDF; “p<0,05 vs

diazoxido (ANOVA e teste de Student Newman Keul).



73

25 -
<

o 20 4
ge)
e
()

L 15 -
=
©
L

= 10 1
0
‘@
O

@ 5 -
o
<L

0
5 5 mg/Kg
Veiculo Glibenclamida Glibenclamida
100 3 mg/Kg
DDF Diazoxido

Etanol Absoluto

FIGURA 14. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Kirp), no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de 4rea gastrica
ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100 mg/Kg,
1.p.) ou diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) foram administrados 45 min antes da administragao de
etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinagdes, glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) foi
administrada 15 min antes da DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou diazéxido (3 mg/Kg, i.p.). Foram
utilizados 8 animais por grupo. *p<0,05 vs controle veiculo; "p<0,05 vs DDF (100 mg/Kg,
i.p.); p<0,05 vs diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.7 Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os animais do grupo controle, os quais receberam apenas veiculo antes da
administracdo oral do etanol absoluto, apresentaram extenso percentual de area gastrica
ulcerada (20,43 + 2,69 %). DDF (100 mg/Kg, i.p.) reduziu de forma significativa (p<0,01) o
percentual de lesdo gastrica (5,06 = 1,52 %) em comparagdo com o grupo controle (20,43 +
2,69 %), o que corresponde a um percentual de inibigdo de 75 %. O efeito gastroprotetor da
DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi bloqueado (16,13 + 3,98 %) de forma significativa (p<0,05) na
presenga de indometacina (10 mg/Kg, v.0.), um antiinflamatorio nao esteroidal (AINE) que
atua inibindo as agdes da enzima ciclooxigenase (COX). Misoprostol (50 pg/Kg, v.0.), um
analogo das prostaglandinas do tipo E1 (PGE1), reduziu de maneira significativa (p<0,05)
cerca de 66 % do percentual de lesdo gastrica ulcerada (7,03 £ 3,61 %), quando comparado ao
grupo controle (20,43 + 2,69 %). Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) reverteu (18,03 + 1,36 %),
significativamente (p<0,05), o efeito gastroprotetor do misoprostol (50 pg/Kg, v.o.). Os
resultados obtidos com o modelo que avalia do papel das PG’s no efeito gastroprotetor da

DDF estao demonstrados também na Tabela 6 e Figura 15.
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TABELA 6. Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor da DDF em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA
(mg ou pg/Kg, via) ULCERADA (%)
Controle (veiculo) - 20,43 + 2,69
DDF 100 mg/Kg, i.p. 5,06+1,52°
Indometacina + DDF 10mg/Kg, v.o. + 100mg/Kg, i.p. 16,13 +3,98°
Misoprostol 50 ug/Kg, v.o. 7,03 +3,61°
Indometacina + Misoprostol 10mg/Kg, v.o. + 50ug/Kg, v.o. 18,03+1,36 ¢

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da percentagem de

area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em dagua destilada), DDF foram

administrados, por via intraperitoneal, € misoprostol, por via oral, 1 h antes da administragao

oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Nas combinacdes, indometacina foi administrada,

por via oral, 2 h antes da DDF ou misoprostol, sendo estes administrados por via

intraperitoneal e oral respectivamente. Os animais foram sacrificados 30 min apds a

administragdo do etanol,,s. Foram utilizados 8 animais por grupo. “p<0,05 vs controle;

®»<0,05 vs DDF; °p<0,05 vs misoprostol (ANOVA e¢ teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 15. Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor da DDF em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os valores representam
a média + E.P.M. da percentagem de area géstrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em
agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou misoprostol (50 ug/Kg, v.o.) foram
administrados 1 h antes da administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Nas
combinagdes, indometacina (10 mg/Kg, v.0.) foi administrada 2 h antes da DDF (100 mg/Kg,
i.p.) ou misoprostol (50 pg/Kg, v.0.). Foram utilizados 8 animais por grupo. “p<0,05 vs
controle veiculo; "p<0,05 vs DDF (100 mg/Kg, i.p.); p<0,05 vs misoprostol (50 ug/Kg, v.0.)
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.8 Papel dos receptores TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.

Os resultados obtidos com a avaliagdo do papel dos neurdnios aferentes primarios
sensiveis a capsaicina no efeito gastroprotetor da DDF, neste modelo, podem ser observados

na Tabela 7 ¢ Figura 16.

DDF (100 mg/Kg, i.p.) reduziu de forma significativa (p<0,001) cerca de 73 % do
percentual de lesdo gastrica (5,06 = 1,52 %) em comparagdo com o grupo controle (19,01 +
2,71 %). O efeito gastroprotetor da DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi bloqueado (13,32 + 2,00 %) de
forma significativa (p<0,05) na presenca de capsazepina (5 mg/Kg, i.p.), um bloqueador
seletivo dos receptores TRPV1. Capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.), uma substancia agonista dos
receptores TRPV1 , reduziu de maneira significativa (p<0,001) o percentual de area géstrica
ulcerada (6,11 = 1,79 %), quando comparado ao grupo controle (19,01 + 2,71 %), o que
corresponde a um percentual de inibicdo de 68 %. Capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) reverteu
(18,42 + 1,34 %), significativamente (p<0,001), o efeito gastroprotetor da capsaicina (0,3
mg/Kg, v.0.).
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TABELA 7. Papel dos receptores TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) no

efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
GRUPOS DOSE AREA GASTRICA
(mg/Kg; via) ULCERADA (%)

Controle (veiculo) - 19,01 £2,71
DDF 100, i.p. 506+1,52"°
Capsazepina + DDF 5, 1.p. + 100, i.p. 13,32 +2,00°
Capsaicina 0,3, v.o. 6,11+1,79°%
Capsazepina + Capsaicina 5,1.p.+0,3, v.o. 18,42 +1,34°¢

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da percentagem de
area géastrica ulcerada. Foram administrados veiculo (2 % de Tween 80 em 4gua destilada) ou
DDF, por via intraperitoneal, ou capsaicina, por via oral, 1 h antes da administracdo oral de
etanol absoluto (0,2 mL/animal). Nas combinagdes, capsazepina foi administrada, por via
intraperitoneal, 30 min antes da DDF ou capsaicina, sendo estes administrados por via
intraperitoneal e oral respectivamente. Os animais foram sacrificados 30 min apds a
administragdo do etanol,s. Foram utilizados 8 animais por grupo. “p<0,001 vs controle;

®p<0,05 vs DDF; ®p<0,001 vs capsaicina (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 16. Papel dos receptores TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) no
efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de 4rea gastrica
ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, i.p.), DDF (100 mg/Kg,
1.p.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.) foram administrados 1 h antes da administragcdo de etanol
absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Nas combinagdes, capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) foi
administrada 30 min antes da DDF (100 mg/Kg, i.p.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.o0.). Foram
utilizados 8 animais por grupo. *p<0,001 vs controle veiculo; "p<0,05 vs DDF (100 mg/Kg,
i.p.); “p<0,001 vs capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.) (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.9 Papel dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) no efeito gastroprotetor da

DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, ap6s a administragdo oral do
etanol absoluto, significativa reducdo (p<0,05) nos niveis de grupos sulfidrilicos nao-
protéicos (NP-SH) (189,8 + 14,1 pg/g de tecido) quando comparado ao grupo controle salina
(393,8 + 26,7 pg/g de tecido). DDF (100 mg/Kg, i.p.) foi capaz de restaurar, ndo
completamente, mas de maneira significativa (p<0,01), os niveis de NP-SH (273,9 + 10,6
ng/g de tecido) em comparagdo com o grupo controle veiculo. NAC (750 mg/Kg, v.o.)
também conseguiu restabelecer (318,1 + 18,9 pg/g de tecido), significativamente (p<0,01),
cerca de 81 % dos niveis de NP-SH em comparag¢do com o grupo controle veiculo (Tabela 8 e

Figura 17).
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TABELA 8. Papel dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) no efeito

gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/Kg; via) (ng/g de tecido)
Controle (salina) - 393,8 £ 26,7
Controle (veiculo) - 189,8 +14,1°
DDF 100, i.p. 273,9+ 10,6
NAC 750, v.o. 318,1 £18,9

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os niveis
gastricos de grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH). Os niveis de NP-SH foram
analisados 30 min apds a administragdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). N-
acetilcisteina (NAC) foi administrada, por via oral, 1 h antes e, veiculo (2 % de Tween 80 em
agua destilada) ou DDF, por via intraperitoneal, 45 min antes da administragdo oral do etanol
absoluto. Os animais foram sacrificados 30 min apds a administragdo do etanol,,s. Foram
utilizados 8 animais por grupo. “p<0,05 vs controle salina; bp<0,01 vs controle veiculo

(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 17. Papel dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) no efeito
gastroprotetor da DDF em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos. Os valores representam a média = E.P.M. para os niveis gastricos de grupos
sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH). Os niveis NP-SH foram analisados 30 min apds a
administracao de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/Kg,
v.0.) foi administrada 1 h antes e, veiculo (2 % de Tween 80 em 4gua destilada, 10 mL/Kg,
i.p.) ou DDF (100 mg/Kg, i.p.), 45 min antes da administracdo de etanol absoluto (0,2
mL/animal, v.0.). Foram utilizados 8 animais por grupo. *p<0,05 vs controle salina; °p<0,01

vs controle veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6. DISCUSSAO

Os compostos de origem natural desempenham quatro papéis importantes na medicina
moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos extremamente uteis, cuja
producdo e comercializacdo na forma sintética sdo dificeis, se ndo impossivel. De fontes
naturais também sdo retirados compostos basicos que podem ser ligeiramente modificados
para tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos. O terceiro papel desempenhado pelos
produtos naturais ¢ sua utilidade como protétipos ou modelos para medicamentos sintéticos
que tenham atividades fisioldgicas semelhantes as dos originais. H4& um quarto papel
desempenhado pelos produtos naturais, bem diferente dos acima citados, mas ndao menos
importante. Alguns produtos naturais contém compostos que apresentam atividade pequena
ou nula em si mesmos, mas que podem ser modificados por métodos quimicos ou bioldgicos
para produzir drogas potentes, ndo obtidas facilmente por outros métodos (ROBBERS et al.,

1997).

A medicina popular ¢ rica em exemplos de plantas utilizadas para os mais diversos
fins, que substituem, muitas vezes, a prescricdo médica (MITSCHER et al., 1987). Isto ¢
justificado, em parte, pelo alto grau de aceitabilidade das plantas medicinais, bem como, a
grande disponibilidade destes recursos, diferente do que ocorre com os medicamentos
industrializados, que na maioria, dependem de tecnologia e matéria-prima externas

(AMORIM et al., 2003).

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima que cerca de 65 a 80 % da populagao
mundial (estimada em 7 bilhdes de pessoas), principalmente nos paises em desenvolvimento,
dependem primariamente das plantas medicinais na aten¢do bdasica a saide. Dessa forma, as
plantas medicinais, por constituirem matéria-prima de facil acesso, de baixo custo e de facil
manipulacdo, tém contribuido muito para a saide da populagdo. Sao bilhdes de pessoas
utilizando essa alternativa, mas somente uma pequena percentagem sob indicagdo médica.
Sao muitos os fatores que colaboram no uso de plantas medicinais, sobretudo econdmicos e
sociais. Sendo assim, o trabalho de pesquisa com plantas medicinais tende a produzir

medicamentos com custos inferiores e mais acessiveis a populacdo, a qual muitas vezes nao
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consegue arcar com os custos elevados da aquisi¢do de medicamentos em atendimento as

necessidades basicas de saude (OLIVEIRA, 2005).

Plantas do género Lonchocarpus sdo conhecidas, ndo apenas pelo uso popular, mas
também por suas atividades biologicas ja caracterizadas através da pesquisa farmacologica,
tais como, antimicrobiana de Lonchocarpus montanus (MAGALHAES et al., 2007),
antiinflamatéria de Lonchocarpus sericeus (ALENCAR et al., 2005; NAPIMOGA et al.,
2007), efeitos gastroprotetores atribuidos ao Lonchocarpus oaxacensis Pittier e ao
Lonchocarpus guatemalensis Benth (REYES-CHILPA et al., 2006), antitumoral e
antiprotozoaria de Lonchocarpus spp. (BORGES-ARGAEZ et al., 2007) e antioxidante de
Lonchocarpus utilis (CABONI et al., 2004).

O Lonchocarpus araripensis Bentham (Leguminosae), uma planta restrita da Regido
Nordeste, popularmente conhecida como angelim, co¢do ou sucupira-branca, possui varios
compostos isolados a partir do extrato hexanico obtido da casca de suas raizes, tais como os
terpenos acido betulinico e lupeol, além de vérios flavondides dentre os quais podemos citar a

3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-cromenoflavona (DDF).

Os flavonoides constituem um grupo de pigmentos polifendlicos vegetais de ampla
distribuicdo na natureza que apresentam diversas atividades bioldgicas ja reportadas na
literatura, tais como antiulcerogénica (BLANK et al., 1997, RAO et al., 1997,
BROZOZOWSKI et al., 2005; ZAIACHKIVSKA et al., 2005), antioxidante (MIZUI et al.,
1987, SOUZA et al., 1999), antiinflamatéria (RAO et al, 2003; VIEIRA et al., 2004),
antialérgica (KAWALI et al., 2007), antidiarreica (RAO et al., 1997), hepatoprotetora (RAO et
al, 1994; ALARCON DE LA LASTRA et al., 1995), antinociceptiva (MEOTTI et al., 2006),
anti-anafilatica (SOUZA et al., 1992), antiviral (BAE et al., 2000), antitumoral (CHANG &
KINGHORNE, 2001) e hormonal (KNIGHT & EDEN, 1995).

Constituindo uma das principais classes derivadas desse grupo de polifendis, as
flavonas sdo substincias responsaveis por alguns dos principais efeitos bioldgicos atribuidos
aos flavonoides. A importancia das flavonas para a pesquisa farmacoldgica estd relacionada
principalmente com a enorme quantidade de estudos ja realizados demonstrando varias
atividades tais como anti-alérgica (YANO et al., 2007), antiinflamatéria (KIM et al., 2004;
LEE et al., 2007), antinociceptiva (RAJENDRAN et al., 2000), antioxidante (BENEDEK et
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al., 2006), antiulcerogénica (TAKASE et al., 1994; LA CASA et al., 2000), antiespasmoddica
(GILANI et al., 2006), antiviral (BRINKWORTH et al., 1992) e antitumoral (CABRERA et
al., 2007).

Tendo em vista as agdes farmacologicas atribuidas a espécies do género
Lonchocarpus, assim como as atividades biologicas apresentadas pelos flavonoides, o
trabalho objetivou estudar o efeito gastroprotetor da DDF, isolada de Lonchocarpus
araripensis, e avaliar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos, através de modelos
experimentais classicos de ulcera gastrica induzida por etanol ou indometacina em

camundongos.

A descoberta, principalmente nas ultimas décadas, de técnicas que facilitaram o estudo
da mucosa géastrica, ocasionou um grande avango nas investigagcdes sobre a doenca péptica
ulcerosa (DPU) (BRZOZOWSKI, 2003). Nao obstante os avancos, a DPU ainda possui um
papel importante na gastroenterologia clinica mundial com custos anuais, somente nos
Estados Unidos, de aproximadamente 4 bilhdes de dolares. Além disso, cerca de meio milhdo
de novos casos e¢ de quatro milhdes de recorréncias sdo diagnosticados anualmente

(MOYSES, 1998).

Em condicdes fisioldgicas, a mucosa géstrica ndo ¢ propensa a ser digerida de forma
proteolitica por sua propria secre¢do endogena de pepsina e acido cloridrico (TEORELL,
1939). As ulceras gastricas sdo lesoes profundas da mucosa, onde, tanto os componentes do
tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células do musculo liso,
vasos e nervos, podem ser destruidos (MILANI & CALABRO, 2001). Essas lesdes parecem
ser produzidas quando h4d um desequilibrio entre as forcas lesivas (HCI, pepsina, gastrina,
proteases, radicais livres, etanol, nicotina, isquemia, leucotrienos, AINEg, estresse e
Helicobacter pylori) e os mecanismos de defesa da mucosa (6xido nitrico, grupos sulfidrilicos
ndo-protéicos, prostaglandinas, muco, bicarbonato e fluxo sanguineo na mucosa) (GLAVIN &

SZABO, 1992).

O élcool ¢ a causa mais comum de ulceracdo gastrica entre os homens. E conhecido
como uma substdncia necrosante que causa injiria na mucosa gastrica e, sua ingestdo
excessiva, pode resultar em gastrite, caracterizada por edema na mucosa, hemorragias

subepteliais, esfoliagdo celular e infiltracao de células inflamatorias (GUSLANDI, 1987). O
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etanol absoluto rapidamente promove a formagao de lesdes hemorragicas na mucosa gastrica,
sendo devido a uma reagao inflamatéria aguda que provoca como caracteristica comum, um

aumento na permeabilidade vascular (SZABO et al., 1985).

No estomago o alcool interfere na secre¢do de acido gastrico, um efeito possivelmente
mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa ¢ a principal protecdo da mucosa
gastrica contra o acido gastrico e o etanol em altas concentragdes aumenta a permeabilidade
epitelial como conseqiiéncia de mudangas no potencial celular, causando re-difusdo de ions
H" (DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969). Nesse 6rgio também causa deple¢do dos
grupos sulfidrilicos, que sdo necessarios para estabilizacdo das membranas celulares, bem
como na eliminac¢do de radicais livres. Ainda no estdmago, o etanol influencia a atividade da
musculatura e reduz o fluxo sanguineo géstrico, provocando estase, congestdo capilar e
aumento da permeabilidade vascular, aumentando os riscos de hemorragias, hiperemia, erosao
e necrose tecidual com formacdo de estrias, associados as injurias macroscopicas €
histoloégicas na mucosa (MACMATH, 1990; BODE & BODE, 1997; SANTOS & RAO,
2001). A congestdo capilar ¢ quase sempre acompanhada de estase circulatoria que ndo esta
associada somente com a constricdo de vénulas na submucosa, mas também com a dilatagao

de arteriolas na submucosa (BOU-ABBOUD et al., 1988; OATES & HAKKINEN, 1988).

Além dos danos causados aos microvasos, o etanol pode causar dano direto a célula da
mucosa gastrica. Estes efeitos somados levam a liberacdo de mediadores inflamatdrios e
vasoconstritores de artérias na submucosa, podendo resultar em isquemia, liberagao de
endotelina e degranulacdo de mastocitos. Mediadores vasoativos como a histamina, agem na
microvasculatura, desencadeando uma séria de eventos que podem causar danos no tecido
submucoso (AL-HARBI et al.,, 1997, GONZALEZ et al., 2001; TAN et al, 2002;
MATSUDA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004). Fisiopatologicamente, as lesdes na mucosa
provocadas pelo dlcool podem ser mediadas ou moduladas, diretamente ou indiretamente, por
varias moléculas celulares, tais como as ciclooxigenases (COX), lipoxigenases, diversas
citocinas, citocromo P450 2E1, tromboxanos e radicais livres derivados do oxigénio
(ROBERT et al., 1979; TARNAWSKI et al., 1988). Alguns produtos do metabolismo do
acido araquidonico tém sido implicados na patogénese da injaria gastrica causada por etanol
(PESKAR et al.,, 1986; SAMONINA et al., 2004). Os produtos da via 5-Lipoxigenase
parecem ter papel chave no desenvolvimento de tlcera induzida por agentes irritantes como o

etanol (LANGE et al., 1985).
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O etanol também causa deplecio de muco, possivelmente por mobilizar os
mucopolissacarideos da mucosa para o limem, reduzindo a capacidade secretoria de muco do
estomago, contribuindo assim, para a formacao de tlceras (CHO et al., 1983; ISHIHARA et
al., 1988). A liberacdo de muco em resposta a aplicacdo de agentes irritantes possui um papel
importante no reparo do epitélio e no processo de restituicdo. Alguns autores demonstraram
que o oxido nitrico e as prostaglandinas sdo capazes de aumentar a secrecdo de muco no

estomago (ROWN et al., 1992).

No modelo de lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos, a administragdo
intraperitoneal de DDF nas doses de 50, 100 ou 200 mg/Kg, preveniu, de maneira dose
dependente, o aparecimento de lesdes na mucosa gastrica. As doses inibiram em 62, 73 ¢ 96
%, respectivamente, o percentual de area gastrica ulcerada em comparagdo com o grupo
controle veiculo, assim como a N-acetilcisteina (NAC) (750 mg/Kg), um conhecido
antioxidante, que inibiu em cerca de 50 %. A dose de 25 mg/Kg da DDF nao foi capaz de
promover uma significativa inibi¢do no processo ulcerativo e os animais se mostraram com

um percentual de area géstrica ulcerada semelhante ao grupo controle veiculo.

Drogas antiinflamatorias nao esteroidais (DAINEg), como a indometacina, sao
conhecidas pelos seus efeitos toxicos renais e por induzir dano géstrico através de multiplos
mecanismos. Drogas como a indometacina, agem inibindo o metabolismo do 4acido
araquidonico pela via das ciclooxigenases (COX) e assim alteram o equilibrio entre os fatores
agressores e protetores da mucosa do estomago promovendo aumento da acidez, reducdo do
fluxo sanguineo, bloqueio ou reducdo da sintese de prostaglandinas (PG’s) além de ferir
diretamente o estdbmago por sua acgdo irritante local (GONZALEZ et al., 2001). Além disso,
essa substancia também ¢ capaz de aumentar a producdo de leucotrienos (LTs), e o papel
destes como mediadores da ulcera géstrica ¢ bem notado na aplicagdo local de leucotrieno do
tipo C4 (LTC4), que leva a uma vasoconstri¢do na mucosa gastrica de ratos e pode induzir
estase nas arteriolas e vénulas na submucosa ( WHITTLE et al., 1985). A indometacina ¢ um
inibidor nao-seletivo das COX e o modelo de ulcera gastrica induzida por essa substancia ¢
um teste bastante utilizado quando se deseja estudar possiveis mecanismos de drogas

antiulcerogénicas (LANZA et al., 1995; TAHA et al., 1995; WAGNER et al., 1995).

Com o objetivo de avaliar a capacidade da DDF em inibir os danos gastricos causados

pelos AINEjg, realizamos um modelo classico de indugdo da lesdo gastrica por indometacina.
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DDF, nas doses de 100 e 200 mg/Kg, i.p., foi capaz de prevenir o aparecimento de lesdes
gastricas em animais submetidos ao tratamento com este antiinflamatorio ndo-esteroidal, na
sua dose ulcerogénica. Ja nas doses de 25 e 50 mg/Kg, i.p., a DDF nao conseguiu promover
significativa inibi¢do do processo ulcerogénico em comparagdo com o grupo controle veiculo.
Os resultados sugerem um possivel envolvimento da estimulag¢do ou preservagao da liberagao
de PG’s, ou uma inibi¢do de LTs no efeito citoprotetor/antiulcerogénico da DDF, nas doses de
50 e 100 mg/Kg, i.p. Varios compostos com potencial gerador de PG’s tém sido relatados
como protetores de mucosa gastrica contra varios agentes ulcerogénicos (FRANZONE et al.,
1988; DAJANI & AGRAWAL, 1995). Blank et al. (1997) demonstraram o efeito
gastroprotetor dos flavonoides 5-metoxiflavona e 5-metoxiflavanona em modelo de ulcera
gastrica induzida por indometacina. Os autores sugeriram que o aumento da perfusdo vascular
gastrica e a redugdo da adesdo leucocitaria, principalmente ao nivel de vénulas mesentéricas,

poderiam estar contribuindo para o efeito gastroprotetor dos flavondides.

E bem conhecido que as PG’s tém efeito anti-secretério e gastroprotetor (ROBERT et
al., 1979). O mecanismo pelo qual as PG’s protegem a mucosa ndo foi completamente
esclarecido, mas o aumento da secre¢do de muco e bicarbonato ¢ uma possivel explicagao
(SMEDIFORDS & JOHANSSON, 1986; WILSON et al., 1986) assim como o aumento do
fluxo sanguineo na mucosa gastrica (COLTON et al., 1978). Dessa forma, os AINEg atuam
aumentando a susceptibilidade da mucosa gastrica a lesdes. As complica¢des causadas pelo
consumo abusivo destas substincias, resultam em maior parte, da inibi¢do da isoenzima
ciclooxigenase do tipo 1 (COX-1). A COX-1 ¢ responsavel por manter a integridade da
mucosa e fluxo sanguineo enquanto a ciclooxigenase do tipo 2 (COX-2) estd envolvida no
processo inflamatorio (VANE & BOTTING, 1998). Pesquisas extensivas tém levado a sintese
de inibidores altamente seletivos de COX-2 que, presumivelmente, possuem menos efeitos
danosos sobre o trato gastrintestinal. Recentemente, a teoria de seguranca dos inibidores
seletivos de COX-2 tem sido mudada mostrando que a COX-2 estd envolvida na fisiologia
renal (ROSSAT et al., 1999), participa na defesa da mucosa gastrica (SCHMASSMANN et
al., 1998; MARICIC et al., 1999), contribui para a sintese de prostaglandinas no estomago de
rato (TEGEDER et al., 2000), e que, a COX-1, estd envolvida no processo inflamatorio
(LANGEBACH et al., 1995). Tanaka et al. (2004) evidenciaram que os inibidores ndo-
seletivos de COX como a indometacina, o naproxen e o diclofenaco, inibem as
prostaglandinas E2 (PGE2) e aumentam a motilidade gastrica causando sérias lesdes

gastricas, e sugerem que as propriedades ulcerogénicas dos AINEg nao acontecem unicamente
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por inibicao da COX-1, mas requer a inibicdo de ambas as isoenzimas (COX-1 ¢ COX-2)

(TAKEUCHI et al., 2004).

A agdo protetora das PG’s na mucosa gastrica ¢ mediada pelo aumento na produgao de
muco ¢ secre¢do de bicarbonato, modulagdo da secre¢do do acido gastrico, inibi¢do da
liberacao de mediadores inflamatorios por mastocitos € na manutencao do fluxo sanguineo
durante a exposi¢do a agentes irritantes (BATISTA et al., 2004). E conhecido que a
prostaglandina E2 (PGE2) possui uma agdo protetora contra a lesdo gastrica provocada pelo
etanol (GLAVIN et al., 1996) e que essa prote¢ao decorre de um aumento de guanosina-3’,5’-
monofosfato ciclica (GMPc) intracelular, que ¢ mediado via aumento da concentracao de

calcio intracelular livre e pela producdo de 6xido nitrico (SAKAI et al., 1995).

Para avaliarmos uma efetiva participagdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor
da DDF, utilizamos o misoprostol, um analogo das prostaglandinas do tipo E1 (PGE1), bem

como indometacina, um inibidor da sintese de PG’s.

Os resultados obtidos mostram que o misoprostol (50 pg/Kg, v.o.) inibiu
significativamente o aparecimento das lesdes gastricas quando comparado com o controle
veiculo. Esse resultado reflete bem os dados obtidos na literatura, os quais demonstram que o
aparecimento de tUlceras induzidas por etanol ¢ inibido pela liberacdo de prostaglandinas
enddgenas na superficie da mucosa gastrica (HOLLANDER et al., 1984). O misoprostol inibe
a secre¢do de acido géastrico, tanto no estado basal quanto em respostas a alimentos,
histamina, pentagastrina e cafeina, através de uma acdo direta sobre a célula parietal. Além
disso, essa substancia aumenta o fluxo sanguineo da mucosa e a secrecdo de muco e
bicarbonato (RANG et al., 2004). Tanto o efeito gastroprotetor promovido pela DDF quanto
pelo misoprostol, foram revertidos pelo pré-tratamento com indometacina (10 mg/Kg, v.o.),
sugerindo que as PG’s possuam um papel importante no mecanismo de gastroprote¢do da
DDF. Possivelmente, a DDF poderia estar modulando a secre¢do gastrica ou promovendo um
aumento na liberagdo de PG’s e conseqiientemente, aumento no fluxo sanguineo gastrico, na
produ¢do de muco e bicarbonato. Motilva et al. (1994) estudaram o efeito protetor do
flavondide naringenina sobre lesdes de mucosa gastrica, produzidas por etanol, e o possivel
envolvimento de prostaglandinas enddgenas nesse efeito gastroprotetor. Konturek et al.
(1986) demonstraram a participagdo das prostaglandinas enddgenas no efeito gastroprotetor

de um flavonodide sintético derivado da soforadina.



90

A descoberta do 6xido nitrico (NO) como um agente de sinalizacao celular foi um dos
mais importantes acontecimentos na fisiologia humana dos anos 80-90. O NO ¢ um gas de
radical livre e ndo carregado que tem chamado a atencdo pela sua participagdo na sinalizacao
de inimeros processos fisiologicos tais como: relaxamento do musculo liso e vasodilatagao,
neurotransmissao, agregacao plaquetaria, regulacdo dos mecanismos pré e anti-apoptoticos,
controle da pressao arterial e fluxo sanguineo regional (RADOMSKI & MONCADA, 1993;
KIM et al., 2001). Além disso, a producdo excessiva ou ac¢ao inadequada de NO pode estar
envolvida em varios processos patologicos como doengas inflamatorias, cancer e doengas

neurodegenerativas (RANG et al., 2004).

Nas células do endotélio vascular, na presenca do oxigénio molecular, as enzimas
oxido nitrico sintases (NOS) catalisam a oxidacdo de cinco elétrons da L-Arginina, um
aminoacido enddgeno, produzindo o radical livre gasoso, NO e L-citrulina (MARLETTA,
1993; BUTTLER et al., 1995; KUO & SCHROEDER, 1995). Atualmente, existem trés
isoformas conhecidas das NOS: uma forma induzivel (iNOS ou NOS-II) e duas formas
constitutivamente expressas, sendo denominadas de NOS endotelial (eNOS ou NOS-III) e

NOS neuronal (nNOS ou NOS-I) (MONCADA et al., 1991; PFEILSCHIFTER et al., 2001).

A INOS ¢ induzida principalmente por estimulos pro-inflamatérios e produz uma
quantidade de NO aproximadamente 10.000 vezes maior do que as isoformas constitutivas.
Sob condigoes fisioldgicas as células produzem apenas pequenas quantidades de NO, e essa
producdo depende das enzimas constitutivas (eNOS e nNOS), indicando que o NO atua
diretamente no controle de diversas respostas celulares. A eNOS produz NO para manutengao
da homeostase vascular normal, é encontrada, além do endotélio, nos midcitos cardiacos, nas
cé¢lulas mesangiais renais, nos osteoclastos, osteoblastos, plaquetas e possui uma atividade
basal que ¢ inibida por inibidores da NOS, como o N -nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
e NG—monometil—L—arginina (L-NMMA) (FLEMING & BUSSE, 1999; RANG et al., 2004). O
NO produzido pela agdo da nNOS possui fun¢do de neurotransmissao, mas também pode ser
utilizado para a regulacdo do tonus muscular do trato gastrintestinal (TGI) e musculo

esquelético (FORSTERMANN et al., 1994; EISERICH et al., 1998).

No estdmago o NO possui um importante papel na preservacdo e reparo de injurias no
TGI, participando no controle da produg¢do de muco e secrecdo de bicarbonato, na regulagao

do fluxo sanguineo capilar da parede gastrintestinal, além de atuar como agente citoprotetor,
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antiinflamatério e como complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas no estomago
(WALLACE & GRANGER, 1996; MUSCARA & WALLACE, 1999). Estudos mostram que
a presenca de NO em baixas concentracdes estd associada aos efeitos benéficos no TGI,
enquanto o NO em altas concentragcdes pode induzir a formacdo de radicais derivados do

nitrogénio, que sao toxicos para varias linhagens celulares (WALLACE & MILLER, 2000).

Os resultados obtidos com a avaliagdo do papel do o¢xido nitrico no efeito
gastroprotetor da DDF no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos,
mostram que, os animais que receberam L-NAME (20 mg/Kg, s.c.), apresentaram uma
extensa area gastrica ulcerada, apds a administragdo do etanol absoluto, semelhante ao grupo
controle veiculo. A DDF (100 mg/Kg, i.p.) conseguiu inibir o aparecimento das lesdes
gastricas em cerca de 78 %, e esse efeito gastroprotetor foi revertido com o pré-tratamento
com L-NAME. De forma semelhante, observamos que a L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.) reduziu
o percentual de area gastrica ulcerada, em comparagao com o grupo controle veiculo, e esse
efeito também foi revertido no pré-tratamento com L-NAME. Nahavandi et al. (1999)
demonstraram que o L-NAME aumenta e a L-Arginina diminui a quantidade e intensidade da
lesdo provocada por alcool no estdmago de ratos. Além disso, a L-Arginina acelera a
cicatrizagdo da ulcera gastrica estimulando fatores envolvidos na microcirculacdo e
angiogénese (KONTUREK et al., 1993). Zayachkivska et al. (2005) demonstraram o efeito
gastroprotetor de diversos flavonoides provavelmente devido a um aumento na expressao de
NOS constitutiva e liberacdo de NO e neuropeptideos. Assim, nossos resultados sugerem uma
possivel participacao do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor da DDF. A DDF poderia estar
atuando de modo a facilitar um maior fornecimento de NO, talvez por induzir um aumento na
expressdo das NOS constitutivas, ou até mesmo aumentar a eficiéncia de suas acdes
cataliticas. Além disso, a DDF poderia atuar também inibindo competitivamente uma agao
efetiva do L-NAME sobre as NOS. Alguns autores mostraram que drogas que aumentam a
liberagdo de NO constitutivo protegem a mucosa gastrica contra os AINEg, além de aumentar
a cicatrizagdo da ulcera induzida por esses farmacos (CALATAYUD et al., 1999; ELLIOTT
et al., 1995).

Como foi visto anteriormente, o 6xido nitrico pode atuar complementando o efeito
gastroprotetor promovido pelas prostaglandinas (SAKAI et al., 1995; WALLACE &
GRANGER, 1996; MUSCARA & WALLACE, 1999). Sabe-se também que o NO ¢ capaz de

aumentar a permeabilidade vascular e a producao de prostaglandinas pré-inflamatérias
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(RANG et al., 2004). Estudos mostram que existe uma modulagdo cooperativa na defesa da
mucosa gastrintestinal promovida pelas PG’s e o NO (WALLACE, 1996). Hristovska et al.
(2007) demonstraram que a PGE2 causava vasodilatacdo através da ativagao de eNOS. Com
relagdo ao nosso trabalho, os dados supracitados sdo de fundamental importincia, pois
poderiamos reforcar a hipdtese de uma possivel interacdo entre esses dois mediadores visto
que conseguimos demonstrar suas participagdes no efeito gastroprotetor promovido pela

DDF.

Os canais de potassio ATP-dependentes (Katp) pertencem a uma grande familia de
proteinas de membrana. Estes canais regulados por ligantes sao definidos tendo por base a sua
sensibilidade ao ATP intracelular, que inibe sua atividade. Foram descobertos inicialmente no
coracdo (NOMA, 1983) e posteriormente em outros tecidos como o pancreas (ASHCROFT et
al., 1984), musculo esquelético (SPRUCE et al., 1985), musculo liso (STANDEN et al.,
1989), rim (HUNTER & GIEBSCH, 1988) e cérebro (ASHFORD et al., 1988). O papel
fisiologico dos canais de Karp tem sido mais bem caracterizado nas células B-pancreaticas.
Nestas células, o aumento na concentracdo de ATP e do metabolismo da glicose fecha os
canais de Karp (COOK et al., 1988). No sistema vascular, esses canais estdo implicados no
relaxamento do musculo liso vascular, possuindo um papel importante no controle da pressao
sanguinea (NELSON & QUAYLE, 1995). Essa vasodilatagdo pode ser bloqueada pela
glibenclamida, uma sulfonilréia que causa bloqueio dos canais Karp (BEECH et al., 1993).
Tem sido postulado que os canais de Karp estdo envolvidos em uma variedade de fungdes
fisiopatologicas do estdmago tais como: regulacdo do fluxo sanguineo, secrecao de acido

gastrico e contratilidade do estomago (TOROUDI et al., 1999).

Alguns compostos como diazéxido, cromacalina, pinacidil e o nicorandil sdo
substancias que ativam e abrem os canais de potassio em diversos tecidos, causando
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e reducdo da atividade elétrica (ASHCROFT &
GRIBLLE, 2000; JAHANGIR et al., 2001). Trabalhos recentes estudando os efeitos do
diazéxido no estobmago demonstraram que ele inibiu as lesdes na mucosa gastrica induzidas
por etanol, enquanto a glibenclamida, um agente hipoglicemiante oral que estimula a secrecao
de insulina por bloquear os canais de potassio ATP-dependentes, aumentou as lesdes gastricas
(TOROUDI et al., 1999). A diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico ¢ uma das possibilidades
pelas quais a glibenclamida poderia aumentar as lesdes gastricas induzidas por etanol.

Também foi mostrado que o efeito lesivo direto da indometacina na mucosa gastrica de rato
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pode ser agravado pelo uso da glibenclamida. Entretanto esse efeito pode ser inibido com o
uso de cromacalina ou diazéxido (AKAR et al., 1999; GOMES et al., 2006). Peskar et al.
(2002) demonstraram que a gastroprotecdo promovida pelas prostaglandinas ¢ inibida ndo
somente pela indometacina, mas também pela glibenclamida. Estes dados sugerem que o
mecanismo de acdo das prostaglandinas endogenas e exdgenas envolve a ativacao dos canais
de Katp. Assim, todos esses trabalhos sugerem que a modulagao, tanto da abertura como do
fechamento dos canais de Karp, no estdbmago, pode ser um mecanismo de defesa da mucosa

gastrica e agressdes externas.

A capacidade da glibenclamida e do diazéxido de alterar a resposta de algumas drogas
tem sido aceita como evidéncia para sugerir o envolvimento dos canais de Karp nos eventos
bioldgicos que resultam em gastroprote¢do (STANDEN et al., 1989). No presente estudo,
avaliamos o papel dos canais de Karp no efeito gastroprotetor da DDF no modelo de lesdo
gastrica induzida por etanol em camundongos. A DDF (100 mg/Kg, i.p.) conseguiu reduzir,
de forma significativa, o percentual de area géstrica ulcerada em comparagdo com o grupo
controle veiculo. De forma semelhante, o diazéxido (3 mg/Kg, i.p.) também inibiu o
aparecimento das lesdes gastricas em comparagdo com o mesmo grupo controle veiculo. O
efeito gastroprotetor promovido por essas duas substincias foi revertido na presenca de
glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.). Esses resultados sustentam a hipdtese de uma possivel
participagdo dos canais de Katp no efeito gastroprotetor da DDF. Avaliando os resultados até
o presente momento, podemos sugerir ainda que a participacao das prostaglandinas e do 6xido
nitrico no efeito gastroprotetor da DDF, confirmada apds a realizagdo dos experimentos de
lesdo gastrica induzida por etanol, poderia estar acoplada a um sistema de abertura de canais
de potassio sensiveis ao ATP, com conseqiiente relaxamento endotelial na vasculatura
gastrica e aumento do fluxo sanguineo na regido afetada, impedindo assim a formacao das

ulceras.

Uma das mais interessantes substincias obtidas da pimenta vermelha (Pipper) ¢ a
capsaicina. Essa substancia age sobre os neurdnios sensoriais estimulando os receptores de
membrana, predominantemente receptores vaniléides (TRPV1), liberando neuropeptideos tais
como substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Em pequenas
doses, a capsaicina funciona como um potente gastroprotetor, estimulando a microcirculagao

gastrica, porém em altas doses, ela destrdi seletivamente as terminagdes neuronais das fibras
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C resultando em uma inativacdo dos nervos sensoriais € perda dos reflexos nos quais estes
nervos estdo envolvidos (SZOLCSANYI & BAETHO, 2001; EVANGELHISTA, 2006).
Evidéncias mostram que, no estdmago, os nervos sensoriais aferentes sensiveis a
capsaicina estdo envolvidos no mecanismo de defesa local contra a formagdao de ulceras
gastricas ¢ que a administracdo oral de capsaicina exerce prote¢do contra lesdes gastricas

induzidas por etanol (PARK et al., 2000).

Com base no exposto acima, decidimos investigar o papel das fibras aferentes
sensiveis a capsaicina no efeito gastroprotetor da DDF em modelo de lesdo gastrica induzida
por etanol. Para tanto, utilizamos capsaicina em uma pequena dose oral (3 mg/Kg), e também

a capsazepina, um antagonista especifico dos receptores TRPV1.

De forma semelhante a capsaicina, a DDF reduziu significativamente o percentual de
area gastrica ulcerada em comparagdo com o grupo controle veiculo. O efeito gastroprotetor
promovido por essas duas substancias foi revertido na presenca de capsazepina. Esses
resultados evidenciam a possivel participacao das fibras sensoriais aferentes no mecanismo de
acao da DDF. Acredita-se que o mecanismo pelo qual a capsaicina exerce sua gastroprotecao,
deve-se as prostaglandinas e ao aumento da microcirculagdo na mucosa gastrica via NO,
aumento na secre¢do de muco e bicarbonato, efeitos estes, mediados pela ativagdo dos
neurdnios sensoriais aferentes no estdmago (KATO et al., 2003). Brzozowski et al. (2005)
atribuiram aos flavonodides presentes no extrato das sementes de pomelo, o efeito
antiulcerogénico evidenciado em modelo de ulcera gastrica induzida por etanol. Nesse mesmo
trabalho, os autores sugerem o aumento na geracdo de PG’s enddgenas, a supressdo da
lipoperoxidagdo e a hiperemia possivelmente mediada pelo NO e CGRP liberados pelas fibras

sensoriais aferentes, como possiveis mecanismos de agdo gastroprotetor.

Como j& tinhamos evidenciado anteriormente uma possivel participagdo das
prostaglandinas, dos canais de potassio ATP-dependentes (Karp) € do NO, no efeito
gastroprotetor da DDF, podemos sugerir que esta poderia atuar promovendo gastroprotecao
de forma inespecifica através de um complexo sistema que envolveria a sensibilizacdo dos
TRPV1 e, conseqiientemente, liberacdo de NO e PG’s, sendo que as PG’s poderiam atuar,
tanto via canais de Karp como por ativacdo de eNOS e conseqiiente liberacao de NO, e este,
por sua vez, poderia levar novamente a uma liberacdo de PG’s, principalmente PGE2, como

também poderia atuar diretamente via canais de Katp. Todos esses efeitos somados levariam a
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um aumento no fluxo sanguineo gastrico, na secre¢ao de muco e bicarbonato € no poder de
cicatrizagdo das tulceras. Contudo, essas acdes ainda precisam ser investigadas de forma mais
detalhadas para que possamos evidenciar de maneira efetiva, possiveis mecanismos pelos

quais a DDF atuaria levando a uma gastroprotegao.

Um ponto essencial para o nosso trabalho seria avaliar um possivel efeito antioxidante
promovido pela DDF, pois como vimos anteriormente, a indugdo de lesdo gastrica por etanol
ocorre de maneira multifatorial e o estresse oxidativo com certeza se apresenta como um dos

fatores mais importantes na fisiopatologia das tlceras gastricas induzidas por etanol.

Estudos tém demonstrado que as lesdes induzidas pelo etanol sdo oriundas de dano
direto as células da mucosa gastrica, resultando no desenvolvimento de radicais livres e,
consequentemente, lipoperoxidacdo. Compostos antioxidantes podem ser ativos, nesse
modelo experimental, complexando-se com os radicais livres e, assim, produzir efeitos
antiulcerogénicos (MATSUDA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004). De certa forma, isso
explica o fato da NAC (750 mg/Kg) ter conseguido reduzir o percentual de area gastrica

ulcerada em comparagdo com o grupo controle veiculo.

Etanol, ainda, depleta os niveis de grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH),
contidos nos tecidos estomacais, e a restauracdo destes parece ser importante na
gastroprotecdo. Os radicais livres citotdoxicos parecem ser detoxificados por ligacdo com
glutationa (GSH), o maior componente endogeno do “pool” dos NP-SH (PARK et al., 2000;
GONZALES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina. A
atividade antioxidante do GSH ¢ mediada por dois mecanismos: primeiro, o GSH pode
diretamente remover radicais livres; segundo, ela pode funcionar como um substrato para a
glutationa peroxidase (GPX), eliminando peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos no citosol
e mitocondrias (REED & FARISS, 1984). Na década de 80, um grande numero de
pesquisadores relatou sobre a importancia do GSH na defesa da mucosa géstrica. Essa tese foi
inicialmente baseada na observagdo de que, tanto no homem como em animais, 0 GSH esta
presente em altas concentragdes no estdmago quando comparado com outros Orgaos,
sugerindo seu papel protetor como um composto antioxidante endégeno (MILLER et al.,

1985; MUZUI & DOTEUCH]I, 1986).
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Normalmente, o GSH atua como um sequestrador de radicais livres e de substancias
toxicas presentes no TGI, produzidas durante a alimentacdo (SHIRIN et al.,, 2001). Sob
condicdes de estresse oxidativo, como no tratamento com etanol, as espécies reativas de
oxigénio sdo reduzidas pelo GSH com a concomitante formacdo de glutationa oxidada
(GSSG). Além da sua agdo como um antioxidante quimico, o GSH também atua na primeira
linha de defesa antioxidante como um cofator da glutationa peroxidase na reducdo de

perdxidos que também resulta na formag¢ao de GSSG (CNUBBEN et al., 2001).

Na tentativa de determinar uma possivel acdo antioxidante da DDF, avaliamos a
participagdo dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) no efeito gastroprotetor dessa
flavona em modelo de ulcera induzida por etanol. Os resultados mostram que o etanol
promoveu deplecdo dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos na mucosa gastrica. A
administracao de NAC (750 mg/Kg, v.o.) foi efetiva em restabelecer os niveis de NP-SH no
estomago. De forma semelhante, a administracdo de DDF (100 mg/Kg, i.p.) também foi capaz
de restaurar, ndo completamente, mas de maneira significativa, os niveis de NP-SH na
mucosa gastrica, reduzidos apos a administracio de etanol absoluto. Esses resultados sugerem
que, possivelmente, a DDF seja capaz de promover gastroprotecdo através de um mecanismo
que dependa também de uma acdo antioxidante. Além disso, esses dados obtidos conseguem
refletir estudos ja estabelecidos na literatura os quais demonstram o papel antioxidante
atribuido a grande parte dos flavondides. A rutina, um exemplo de flavonodide bastante
estudado atualmente, ¢ conhecida por suas propriedades antiinflamatoria, vasoativa e
antiulcerogénica. Existem relatos de que a rutina ¢ um importante agente anti-lipoperoxidante
e também um forte seqiiestrador de radicais hidroxil e superéxidos, os quais estdo envolvidos

na injuria tecidual (LA CASA et al., 2000).
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos, no presente estudo, com a 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-[2",3":7,8]-
cromenoflavona (DDF), uma substancia isolada de Lonchocarpus araripensis, nos permitiram

delinear as seguintes conclusdes:

. A DDF, nas doses testadas, na avaliacdo da toxicidade aguda, ndo promoveu

sinais de toxicidade e nao foi capaz de induzir mortalidade nos animais.

. A DDF demonstrou atividade gastroprotetora em modelos de lesdes gastricas

induzidas por etanol ou indometacina em camundongos.

e No modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol, tanto o L-NAME, um
inibidor ndo seletivo da NOS, como a glibenclamida, um antagonista de canais
de potassio ATP dependentes (Karp), reverteram, de maneira significativa, a
gastroprotecdo promovida pela DDF, sugerindo uma possivel participagao do

oxido nitrico e dos canais de K51p no seu efeito protetor.

o As prostaglandinas (PG’s) e os receptores vanildides do tipo TRPV1 presentes
nas fibras aferentes sensiveis a capsaicina, também parecem possuir um papel
importante no mecanismo de ag¢do da DDF, visto que drogas como a
indometacina, um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase ou a capsazepina, um
antagonista  especifico dos receptores TRPVI1, conseguiram inibir
significativamente seu efeito gastroprotetor em lesdes gastricas induzidas por

etanol.

. O efeito gastroprotetor da DDF parece estar relacionado também com uma
possivel acdo antioxidante porquanto essa substancia foi capaz de restabelecer,
de maneira significativa, os niveis gastricos de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos

(NP-SH) em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol.
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Os resultados obtidos nesse estudo fornecem evidéncias para uma futura
utilizagdo terapéutica do Lonchocarpus araripensis e parte dessa agdo pode ser
explicada pela presenca da DDF, visto que suas atividades bioldgicas
demonstradas servem como requisitos importantes para qualificar essa molécula
como uma ferramenta farmacologica, em potncial, no tratamento de gastropatias

associadas ao uso abusivo de etanol ou DAINE;s.
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Gastroprotective effect of a flavone from
Lonchocarpus araripensis Benth. (Leguminosae)
and the possible mechanism

Deive A. Campos, Almi F. de Lima, Saulo Rodrigo L. Ribeiro,
Edilberto R. Silveira, Otilia Deusdénia L. Pessoa, Vietla S. Rao
and Flavia A. Santos

Abstract

The gastroprotective effect of DDF (3,6-dimethoxy-6”, 6”-dimethyl-[2”, 3" : 7, 8]-chromeneflavone)
from Lonchocarpus araripensis Benth. (Leguminosae) on gastric damage induced by absolute ethanol
(96%, 0.2 mL/mouse) and indometacin (30 mg kg", p.o.) in mice was investigated. Intraperitoneally
administered DDF at dose levels of 50, 100 and 200mgkg™" markedly reduced the gastric lesions
in the ethanol model by 62, 72 and 96%, and in the indometacin model by 34, 70 and 75%,
respectively, as compared with misoprostol (50 ug kg'1, p.o.), the reference compound that caused
lesion suppression by 67% in ethanol model and by 72% against indometacin-induced ulceration.
The ED50 of DDF in reducing gastric lesions induced by ethanol and indometacin (dose of the
DDF that reduced the gastric lesion area by 50% in relation to the control value) was 50.87 and
61.56mgkg ™", respectively. Mechanistic studies were carried out at 100mgkg™" DDF using the
ethanol model. Compared with N-acetylcysteine (750mgkg™", p.o.), a donor of sulfhydryls, DDF
only partially replenished the ethanol-induced depletion of gastric mucosal NP-SH. Pretreatment
with TRPV1 antagonist capsazepine (5mgkg™", i.p.) or the non-selective cyclooxygenase inhibitor
indometacin (10mgkg™, p.o.) effectively blocked the gastroprotective effect of DDF (100mgkg™)
against ethanol damage. Furthermore, the effect of DDF was significantly reduced in mice pretreated
with L-NAME, or glibenclamide, the respective inhibitors of nitric oxide synthase and K*,;; channel
activation. These data provide evidence to show that DDF affords gastroprotection against gastric
damage induced by ethanol and indometacin by different and complementary mechanisms, which
include involvement of endogenous prostaglandins, nitric oxide release, the activation of TRPV1
receptor or K*,rp channels, besides a sparing effect on NP-SH reserve.

Lonchocarpus araripensis Benth. (syn. Derris araripensis) (Leguminosae), popularly
known as angelim or sucupira branca, is a tree that largely grows in the North East of
Brazil. Although L. araripensis has no folk medicinal usage, there are reports showing
the anti-inflammatory activity (Alencar et al 2005; Napimoga et al 2007) and the inhibitory
effect on gastric Ht, K*-ATPase (Reyes-Chilpa et al 2006) of a few Lonchocarpus-related
species. Chemical studies carried out on L. araripensis demonstrated the presence of
flavonoids (Nascimento & Mors 1981), including 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-[2", 3" :
7, 8]-chromeneflavone (DDF). Some flavones have been reported to possess clinically rele-
vant properties, such as anti-allergic (Yano etal 2007), anti-inflammatory (Kim et al 2004;
Lee etal 2007), antinociceptive (Rajendran etal 2000), antioxidant (Benedek etal 2006),
anti-ulcerogenic (Takase etal 1994; La Casa etal 2000), antispasmodic (Gilani et al 2006),
antiviral (Brinkworth etal 1992) and anti-tumoral (Cabrera etal 2007) actions.

However, to date no pharmacological study has been carried out on this flavone, DDF.
Since flavonoid substances of plant origin in general are considered highly gastroprotective
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against damage caused by necrotizants or NSAIDs, prob-
ably due to an improvement of gastric microcirculation
(Zayachkivska et al 20053), this study examined whether DDF
affords protection against gastric damage induced by ethanol
and indometacin in mice, and further attempted to establish
the possible mechanism.

Drugs

Capsaicin, indometacin, glibenclamide, diazoxide, L-arginine
and NY-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Tween 80
was from Merck AG (Darmstadt, Germany). Absolute ethanol
was obtained from Synth (Brazil) and prostaglandin analogue
16,16-dimethyl PGE2 (misoprostol) was from Continental
Pharma (Cytotec, Italy). All solvents used were of analyt-
ical grade. The 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-[2",3":7, 8]-
chromeneflavone (DDF) from L. araripenses was dissolved
in 2% Tween 80 and diluted just before use in 0.9% saline.

Plant material

Lonchocarpus araripensis Benth. (syn. Derris araripensis)
was collected from the plantation in Acarape County (Ceard
State, Brazil), during February 2005 after its authentication
by Prof. Edson P. Nunes. A voucher specimen (No. 11074)
was deposited at the Herbério Prisco Bezerra (EAC) of the
Departament of Biology, Universidade Federal do Ceara.

Extraction and isolation

The air-dried and ground root bark material of L. araripensis
(1.9kg) was extracted three times with hexane (9L each)
followed by ethanol (9L each) at room temperature. The
solvents were evaporated under reduced pressure to give
51.9 and 78.3 g of the crude hexanic and ethanolic extracts,
respectively. The hexane extract was coarsely fractioned on
silica gel by elution with n-hexane, n-hexane-CH,Cl, 1:1,
CH,Cl,, EtOAc and EtOH to obtain the respective frac-
tions. The CH,Cl, fraction (3.6g), a crystalline material,
was subjected to recrystallization using #-hexane-EtOAc 9:1
to yield the pure compound 1 (1.02g). The structure of
1, which was established as 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-
[27,3” : 7, 8]-chromeneflavone (Figure 1), was determined
by spectroscopic methods, including IV, EM and 'H and
3C NMR, and comparison with published data (Nascimento
& Mors 1981; Arriaga etal 2000). The spectral details
are as follows: 3,6-dimethoxy-6”, 6”-dimethyl-[2",3":7, 8]-
chromeneflavone (1): white crystals; mp 202-204°C; IR v,,,,
3012, 1663, 1500, 1483, 1130,1069; EIMS m/z 364 [M]+
(80), 349 (100), 331 (10), 217 (30), 105 (25), 77 (28);
'HNMR (CDCl,) 8.07 (dd, J = 8.4 and 1.8Hz, H-2//
H-8), 7.50 (m, H-5, H-3', H-4, H-5'), 6.88 (d, J = 10Hz,
H-4"), 5.74 (d, J = 10Hz, H-5"), 3.96 (s, MeO-3), 3.88
(s, MeO-6), 1.55 (s, CH;-6" /CH;-6"); 3C NMR (CDCl,)
174.4 (C-4), 154.6 (C-2), 147.5 (C-9), 147.2 (C-6), 146.6
(C-7), 141.2 (C-3), 131.6 (C-5"), 131.5 (C-1"), 130.5 (C-4'),

Figure 1 Chemical structure of 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-
[2”,3":7, 8]-chromeneflavone (1).

128.7 (C-5'/C-3), 128.4 (C-6//C-2'), 117.5 (C-10), 115.5 (C-
4), 104.6 (C-5), 78.4 (C-6"), 60.3 (MeO-3), 56.5 (MeO-6),
28.1 (C-6"/C-6"").

Animals

Male Swiss mice, 20-25 g obtained from the Central Animal
House of this University were uvsed. Experimental groups
consisted of 8 mice per group. They were housed at 24 & 2°C
under a 12-h light-dark cycle and had free access to stan-
dard pellet diet (Purina chow) and tap water. The mice
were deprived of food for 15h before experimentation, but
had free access to drinking water. The institutional Ethics
Committee on the Care and Use of Animals for experimenta-
tion approved the experimental protocols, and all experiments
were performed in accordance with the guidelines of the
National Institutes of Health, Bethesda, USA.

Gastric damage induced by ethanol

Groups of mice (n = 8) were treated with 3,6-dimethoxy-
6", 6'-dimethyl-[2”, 3" : 7, 8]-chromeneflavone (DDF) (25,
50, 100 and 200mgkg ', ip.), misoprostol (50 ugkg™,
p-0.), or vehicle (2% Tween 80 in saline in a volume of
10mLkg™"). Forty-five minutes after treatment, each mouse
was given orally 0.2mL of ethanol (96%) and they were
sacrificed 30min later (Robert 1979). The stomachs were
excised, opened along the greater curvature, rinsed with saline
(0.9%) and the mucosal lesion area (mm?) was measured by
planimetry using a transparent grid (area: 1mm?) placed on
the glandular mucosal surface and expressed in percentage
(%) in relation to total area of corpus.

Gastric damage induced by indometacin

Mice in groups (n = 8) were treated with DDF (25, 50,
100 and 200mgkg™", ip.), misoprostol (50 ug kg™, p.o.)
or vehicle. Forty-five minutes after treatment, each mouse
received an oral dose of 30mgkg™" indometacin and they
were sacrificed 6 h later (Rainsford 1982). The stomachs were
removed, immersed in 5% formalin for 30min, and then
opened along the greater curvature to register the incidence
and extent of ulceration according to the following scale: 0 =
no petichial haemorrhage or erosion; 1 =up to 5 petichial;
2 =up to 5 petichial with erosions of depth 1 mm; 3 =upto 10



petichial; 4 =up to 10 petichial with erosions of depth above
1 mm. The mean ulcer score for each mouse was calculated
and compared between groups.

Effect of DDF on ethanol-induced depletion of
non-protein sulfhydryls

To study the role of gastric mucosal non-protein sulfhydryls
(NP-SH) in the gastroprotective effect of DDF, groups
of mice (n = 8) were pretreated with vehicle, DDF
(100mgkg™", i.p.), N-acetyl-L-cysteine (NAC; 750 mgkg ™",
p.0.) alone, or in their combinations before the oral admin-
istration of 0.2mL of ethanol (96%). DDF and NAC were
administered 45 min and 60 min before ethanol, respectively.
Thirty minutes after ethanol, the mice were sacrificed, stom-
achs excised and the glandular part of the stomach was
homogenized in 5mL ice-cold ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA; 0.02 m; pH 8.9). Gastric mucosal NP-SH were
measured according to a previously described method (Sedlak
& Lindsay 1968). Volumes of 4mL of the homogenates
were mixed in 15mL test tubes with 3.2mL of distilled
water and 0.8 mL of 50% trichloroacetic acid (TCA). The
tubes were shaken intermittently for 10 min and centrifuged
at 3000rev min~" for 15 min. Two millilitres of supernatant
was mixed with 4 mL of 0.4 M Tris buffer at pH 8.9, 0.1 mL
of 5, 5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0.01 M) was
added and the sample was shaken. The absorbance was
measured within 5min after addition of DTNB at 412 nm
against a reagent blank with no homogenate. The absorbance
values were extrapolated from a gluthathione standard curve
and expressed as g per g of stomach tissue (ug g71).

Effects of capsazepine and indometacin pretreatments
on DDF gastroprotection

Groups of mice (n = 8) were pretreated with vehicle,
DDF (100mgkg™", i.p.), capsaicin (0.3mgkg™, p.o.) and
misoprostol (50ug kg™, p.o.), alone or in their combi-
nations with capsazepine (Smgkg™', ip.) or indometacin
(10mgkg™, p.o.) before the oral administration of 0.2 mL of
ethanol (96%). When given alone, DDF, capsaicin and miso-
prostol were administered 1h before ethanol. Indometacin
and capsazepine were administered 2h and 30 min, respec-
tively, before ethanol.

Role of nitric oxide (NO) on the gastroprotective effect
of DDF

To investigate the influence of endogenous NO in the gastro-
protective effect (Arrieta etal 2003), mice (n = 8 per group)
were pretreated with vehicle, DDF (100mgkg™", i.p.) or L-
arginine (600mgkg™", i.p.) alone or in their combinations
with L-NAME (20mgkg™, i.p.) before induction of gastric
damage with ethanol (0.2mL of ethanol, 96%); DDF was
administered 45min before and L-NAME and L-arginine
were given 30 min before ethanol.

Gastroprotection by Lonchocarpus araripensis flavone
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Role of K,;p channels on the gastroprotective effect of
DDF

To verify a likely activation of ATP-sensitive potassium
channels in the gastroprotective effect (Peskar etal 2002),
groups of mice (n = 8) were pretreated with vehicle, DDF
(100mgkg™", i.p.) or diazoxide (3mgkg™, i.p.) alone or in
their combinations with glibenclamide (Smgkg™, i.p.) before
the oral administration of 0.2 mL of ethanol (96%). DDF was
given 45min before, whereas diazoxide was administered
30min before ethanol or glibenclamide. Glibenclamide was
administered 30 min before DDF.

Statistical analysis

The results are presented as the mean =+ s.e.m. of 8 mice
per group. Statistical analysis was carried out using one-way
analysis of variance followed by Tukey’s test for parametric
data and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test for
nonparametric data. The ED50 (dose of the DDF that reduces
the gastric lesion area by 50% in relation to the control
value) was calculated by sigmoidal curve-fitting analysis by
using GraphPAD software and expressed along with its 95%
confidence limits. P < 0.05 was considered as indicative of
statistical significance.

DDF at the tested doses of 50, 100 and 200mgkg™ exhib-
ited a dose-related protective effect against ethanol-induced
gastric lesions (Table 1) and when compared to vehicle group,
the extent of inhibition for the respective doses employed
were 62, 72 and 96%. Against indometacin ulceration, the
protection was significant only at higher doses (100 and
200mgkg™") of DDF, with 70 and 75% decrease of gastric
lesion scores, respectively. The respective ED50 values and
the confidence limits (CL) for DDF gastroprotection against
gastric damage induced by ethanol and indometacin were in
the order of 50.87 (38.36-67.46) and 61.56mgkg " (42.29-
89.60). Misoprostol, the positive control included for the
study, also offered significant protection of a similar magni-
tude (Table 1), against both ethanol (67% inhibition)- and
indometacin (72% inhibition)-induced gastric lesions.

The level of NP-SH in the gastric mucosa of normal
control rats (393.8£26.7 ug g~!) significantly decreased to
189.8 £ 14.1 ug g ! following the administration of ethanol
(Table 2). While pretreatment with NAC (750mgkg ™)
almost completely replenished the ethanol-induced depletion
of NP-SH (318.1£18,9ug g7!), DDF caused only a weak
replenishment of NP-SH (273.94+10.6 ug g !).

In mice pretreated with the vanilloid antago-
nist capsazepine, the gastroprotective effect of DDF
(100mgkg™") on ethanol damage was only weakly blocked,
unlike that of capsaicin (0.3mg kg‘l, p.o.), which was
completely prevented (Figure 2A). Indometacin (10mgkg ™,
p.0.) pretreatment completely abolished the protective effect
of DDF as well as that of 50 ug kg™ misoprostol (Figure 2B).
These data indicate that the gastroprotective effect of DDF
is possibly mediated by activation of capsaicin-sensitive
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Table 1 Inhibition by 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-[2”,3" : 7, 8]-chromeneflavone
(DDF) from L. araripensis on gastric damage induced by absolute ethanol and indometacin
in mice

Treatment Dose and route Ethanol Indometacin

Lesion area (mm?) Lesion score

Control (vehicle) —

DDF 25mgkg ™, ip.
50mgkg™!, ip.
100mgkg™", i.p.
200mgkg™!, ip.

Misoprostol 50ug kg, po.

21424222 31.56+3.45

21.20£3.70 25.17£1.78
8.21£2.19 20.67+2.15
5.88£1.06"* 9.43£2.19™
0.83 £0.54* 7.80%3.90*
7.02+2.61* 8.691+0.84*

Data represent means = s.e.m., n = 8. Mice were treated with DDF or misoprostol, 45 min and
60 min, respectively, before ethanol or indometacin administration. **P < 0.01,*P < 0.001
compared with control group (analysis of variance followed by Tukey test (ethanol model)
or Kruskal-Wallis test followed by Dunn test (indometacin model))

Table 2 Effect of 3,6-dimethoxy-6”, 6”-dimethyl-[2”,3" : 7, 8]-
chromeneflavone (DDF) from L. araripensis on the levels of non-
protein sulthydryls (NP-SH) in glandular stomach of mice treated with
96% ethanol

Treatment Dose and route NP-SH (png g1)
Control (vehicle) — 393.8+26.7
Control (ethanol) — 189.8+14.1*
DDF 100mgkg™, ip. 273.9410.6*
NAC 750mgkg™", p.o. 318.1418,9*

Data represent means xs.e.m., n = 8. Mice were treated with DDF
or N-acetylcysteine (NAC), 45min and 60 min, respectively, before
ethanol. *P < 0.05 compared with control vehicle; P < 0.01 compared
with control ethanol (analysis of variance followed by Tukey test).

primary afferents and endogenous prostaglandins. L-NAME
(20mgkg™', i.p.) significantly blocked the gastroprotection
produced by DDF and v-arginine (600mgkg™', ip.),
suggesting the likely participation of NO (Figure 3A). The
K channel blocker glibenclamide (Smgkg™', ip.) was
more efficient in abrogating the gastroprotective effect of
DDF and also of diazoxide (3mgkg™', i.p.), indicating a
potential role for K, channels in the gastroprotection
(Figure 3B).

This study for the first time demonstrated the gastropro-
tective property of 3,6-dimethoxy-6”, 6”-dimethyl-[2”, 3" :
7, 8]-chromeneflavone (DDF), a novel flavone isolated from
Lonchocarpus araripensis. DDF pretreatment at doses of
50, 100 and 200mgkg™' markedly reduced the gastric
damage induced in mice by both ethanol and indometacin
in a dose-related manner and the ED50 values obtained

indicate a slightly higher potency of DDF against ethanol
damage (50.87mgkg™') than against indometacin damage
(61.56mgkg™"). This finding is consistent with earlier reports
on other flavones and flavonoids in general that show gastro-
protective activity at doses in the range 5-500mg orally or
3-100mgkg™" intraperitoneally (Goel etal 1988; Rao etal
1997; La Casa etal 2000; Zayachkivska etal 2005; Olaleye
& Farombi 2006). Flavonoids in general possess a cytopro-
tective property (Robert 1979) and DDF simulated it. Cyto-
protection in the stomach, consisting of mucus secretion,
mucus circulation intensification and bicarbonate secretion
to the gastric lumen, is highly dependent on the products of
the arachidonic acid pathway and peroxidative—antioxidative
balance. It has been firmly established that oxidative stress
and impaired prostaglandin synthesis contribute to gastric
mucosal damage in experimental models of gastric lesions
induced by both ethanol and indometacin (Kwiecien etal
2002; Chattopadhyay etal 2006; Robertson etal 2007).
However, antioxidants and prostaglandin analogues could
attenuate gastric mucosal lesions in either of these models
(Brzozowski etal 2005; Valcheva-Kuzmanova etal 2007).
Accordingly, we tested the gastroprotective efficacy of
DDF in comparison with misoprostol in both models of
gastric injury. The results obtained clearly show that the
natural flavone DDF and prostaglandin analogue misoprostol
are equally effective in affording gastroprotection, possibly
implicating a common cytoprotective mechanism.

Flavonoids may have powerful antioxidant effects when
tested in-vitro but their poor oral bioavailability is a major
limitation. However, they may be able to help protect
the gastrointestinal tract against reactive species present
in foods or generated within the stomach and intestines
(Halliwell 2007). In this study, intraperitoneally adminis-
tered DDF showed a significant effect, but it was much less
sparing than that of N-acetyl-L-cysteine (NAC), a replen-
isher of sulfhydryls on gastric NP-SH content depleted by
ethanol, suggesting that it has only a weak antioxidant
action and possibly other mechanisms also participate in its
gastroprotection.
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Figure 2 Role of capsaicin-sensitive sensory afferents (A) and
prostaglandins (B) in the gastroprotective effect of DDF against
ethanol-induced gastric damage in mice. A. Mice were pretreated
with vehicle (control), DDF alone (100mgkg™, p.o.), capsazepine
(CPZ, 3mgkg™, ip)-+DDF, capsaicin alone (0.3mgkg™!, p.o.) or
capsazepine + capsaicin. B. Mice were pretreated with vehicle (control),
DDF alone (IOOmgkg_l, ip.), indometacin (INDO, 10mgkg™!,
p.0o.)+DDF, misoprostol alone (50ug kg™, p.o.) or indometacin
(INDO) + misoprostol. Data are presented as mean =+ s.e.m. from 8 mice.
*P < 0.05 compared with vehicle (control) group; ¥P < 0.05 compared
with DDF group; ¥ P < 0.05 compared with corresponding control (anal-
ysis of variance followed by Tukey test).

Some plant-derived substances have been shown to atten-
uate ethanol- and stress-induced gastric lesions via activa-
tion of prostaglandin, NO and sensory nerve pathways and
thus improve the microcirculation (Zayachkivska etal 2004;
Brzozowski etal 2005). In the experiments aimed to estab-
lish the possible mechanism of DDF gastroprotection, various
agonists and antagonists were examined on an ethanol model
of gastric damage. These agonists (capsaicin, misoprostol,
L-arginine and diazoxide) and antagonists (capsazepine,
indometacin, L-NAME and glibenclamide), employed in this
study when tested alone may manifest some per-se reduc-
tions or enhancements on ethanol-induced gastric injury. We
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Figure 3 Role of nitric oxide (A) and K zqp channels (B) in the
gastroprotective effect of DDF against ethanol-induced gastric damage
in mice. A. Mice were pretreated with vehicle (control), DDF alone
(100mgkg™!, p.o.), LNAME (20mgkg™*, ip) + DDF, L-arginine
alone (L-ARG, 600mgkg ™) or L-arginine + L-NAME. B. Mice were
pretreated with vehicle (control), DDF alone (100 mgkg ™', i.p.), gliben-
clamide (GLIB, 5 mgkg ™, i.p.) + DDF, diazoxide alone (3mgkg ™', i.p.)
or diazoxide 4+ glibenclamide. Data are presented as mean + s.e.m. from
8 mice. *P < 0.05 compared with vehicle (control) group; *¥P < 0.05
compared with DDF group; $P < 0.05 compared with corresponding
control (analysis of variance followed by Tukey test).

have chosen the smallest doses possible to minimize these
per-se effects and at the same time not losing their agonistic
or blocking effects. To verify the role of prostaglanding
and TRPV1 in the gastroprotection afforded by DDF, mice
were pretreated with indometacin, a non-selective cyclooxy-
genase inhibitor, and capsazepine, an antagonist of TRPV1.
The results reveal that the gastroprotection by DDF against
ethanol-induced mucosal injury was more vulnerable to
indometacin than to capsazepine, suggesting a limited role
for the capsaicin-sensitive afferents rather than endogenous
prostaglandins in its gastroprotection. NO also appears to
be a key mediator of gastrointestinal mucosal defence. NO,
produced via activity of NO-synthase (NOS), appears to
be one of the major factors, involved in the regulation of
the gastric blood flow (GBF) and gastric microcirculation
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(Wallace 2006). NO-releasing drugs protect against ethanol-
induced gastric lesions and, conversely, inhibition of NO
synthesis increases the susceptibility of the stomach to ethanol
injury (Kawano & Tsuji 2000). In this study, L-arginine
(600mgkg™")- and DDF (100mgkg ')-induced gastropro-
tection was reversed by L-NAME, a non-selective NOS
inhibitor, suggesting that the gastroprotective effect of DDF
is mediated, in part, by NO. It has been shown that
prostaglandins mediated gastroprotection involving, at least
in part, the activation of K*,1p channels (Peskar etal 2002).
In our study, glibenclamide, a blocker of K*,p channels,
very potently antagonized the gastroprotective effect of DDF
and diazoxide. Since the protection afforded by DDF is addi-
tionally indometacin-sensitive, we assume that endogenous
prostaglandins act as activators of K7 ,qp channels and thus
might contribute to enhanced gastric microcirculation.

Conclusion

The results of this study indicate a cytoprotec-
tive role for 3,6-dimethoxy-6", 6”-dimethyl-[2",3" : 7, 8]-
chromeneflavone from L. araripensis, affording gastropro-
tection against gastric mucosal damage induced by ethanol
and indometacin. DDF gastroprotection is possibly medi-
ated by plurimechanisms that include an antioxidant effect
preventing the depletion of gastric NP-SH, stimulation of
endogenous prostaglandins and nitric oxide release, activation
of capsaicin-sensitive gastric afferents and K*,p channels
opening, and these effects are likely to be accompanied by an
increase in gastric microcirculation. Because of such an inter-
esting wide spectrum of activity, future studies should address
the likely synergistic effect of DDF with other gastroprotec-
tive agents like omeprazole or misoprostol. Such synergism
may have an advantage in combating the undesirable side
effects of these specific agents. From the clinical point of
view, DDF may well be more suitable for adjunctive therapy
to combat chemotherapy or NSAID-associated gastropathies.
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