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RESUMO

EFEITO ANALGESICO, ANTIINFLAMATORIO E GASTROPROTETO R DOS
ACIDOS ANACARDICOS, ISOLADOS DE ANACARDIUM OCCIDENTALE L., EM
MODELOS EXPERIMENTAIS. Talita Cavalcante Morais. Orientadora: Prdfra. Flavia
Almeida Santos. Programa de Pés-Graduagcédo em Faloge; Departamento de Fisiologia
e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidrtieral do Ceara, 2010.

Os Acidos Anacardicos (AA), isolados do liquidodmca da castanha, da planta medicinal
Anacardium occidentalécajueiro, Anacardiaceae) e que possuem proprsdantioxidante,
inibidora de lipoxigenase, artelicobacter pylori e antitumoral foram avaliados e
caracterizados farmacologicamente, pela primeira, viesando modelos animais de
nocicepcao (contorcdes pelo acido acético, formaliapsacina e placa quente), inflamacéao
(edema de pata pela carragenina e granuloma gdet gelalgodao) e ulcera gastrica (etanol e
indometacina). Em camundongos, a administracdodoalAA (10, 30 e 100 mg/kg) e acido
acetilsalicilico (250 mg/kg) reduziram significatimente as contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético em 33, 44, 47 e 70%, respectwten Os AA (10, 30 e 100 mg/Kg, v.0.)
demonstraram atividade antinociceptiva nas duasfde teste da formalina, o0 mesmo efeito
sendo observado com a morfina (7,5mg/kg, s.c.).d&&ontraram efeito antinociceptivo no
modelo da placa quente, mas ndo no modelo da ca@msalAA, nas mesmas doses,
demonstraram significante atividade antiinflamatoevidenciada pela reducédo no edema de
pata induzido pela carragenina e reducéo dos peso® e seco dos granulomas de algodao.
Além disso, observou-se que AA (10, 30 e 100 mgkigiisoprostol (50g/kg) administrados
oralmente proporcionaram gastroprotecdo contrdcasagdes gastricas induzidas por etanol
e indometacina. Nas respectivas doses, as redigg@es de 25, 64, 83 e 63%, no modelo do
etanol, e de 21, 41, 50 e 61%, no modelo da indemet. No estudo do mecanismo de
gastroprotecdo, os papéis de receptores TRPV1tagtasdinas enddgenas, oxido nitrico e
canais de potéssio sensiveis ao ATP foram analisddocefeito dos tratamentos sobre os
marcadores do estresse oxidativo associado aole@86l, MDA, catalase, SOD e niveis
totais de nitrato/nitrito como um indice de NO ta&mbforam medidos no tecido gastrico. O
efeito dos AA sobre o volume secretorio gastriaxriglez total foram analisados no modelo
de ligadura pil6érica em ratos. AA proporcionaranstggprotecdo dose dependente contra os
danos causados pelo etanol e preveniram as aksragduzidas pelo etanol sobre os niveis
de GSH, MDA, catalase, SOD e nitrato/nitrito. Calttu AA falharam em modificar a
secrecdo e acidez total gastrica. A gastroprotelg@o AA foi reduzida em animais pré-
tratados com capsazepina, indometacina, L-NAMEigegtlamida. Os resultados sugerem
que os AA exercem gastroprotecao principalmentvés de um mecanismo antioxidante.
Outros mecanismos complementares incluindo a @ovdgs receptores TRPV1, estimulagéo
de prostaglandinas endogenas e 6xido nitrico eeduah de canais de potassio dependentes
de ATP estdo envolvidos. Esses efeitos combinadodemp estar provavelmente
acompanhados pelo aumento na microcirculacdo ¢@stiis resultados demonstram que 0s
acidos anacardicos, isolados d& occidentale possuem atividade antinociceptiva,
antiinflamatoéria e gastroprotetora, e que merecammavaliacdo futura em modelos animais
que simulem doencas inflamatdrias degenerativadaagel cronicas em humanos.

Fjalavras-chave:Acidos Anacérdicosinacardium occidentaléfledicdo da Dor, Inflamacéo,
Ulcera gastrica.



ABSTRACT

ANALGESIC, ANTIINFLAMMATORY AND GASTROPROTECTIVE EF FECTS OF
ANACARDIC ACIDS ISOLATED FROM ANACARDIUM OCCIDENTALE L., IN
EXPERIMENTAL MODELS. Talita Cavalcante Morais. Orientadora: Prdbra. Flavia
Almeida Santos. Post-Graduate Programme in Phatogdepartment of Physiology and
Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal Uniugref Ceara, 2010.

The anacardic acids (AA), isolated from cashewsahaH liquid of popular medicinal plant
Anacardium occidental¢cajueiro, Anacardiaceae) and were shown to pssaegoxidant,
lipoxygenase inhibitory, antitelicobacter pyloriand antitumor properties were evaluated and
pharmacologically characterized for the first tim&ng the animal models of nociception
(acetic acid writhing. formalin, capsaicin, and -ptate), inflammation (carrageenan paw
edema, cotton pellet granuloma), and gastric u{edranol, indometacin). In mice, orally
administered AA (10, 30, and 100 mg/kg) and acaligglic acid (250 mg/kg) significantly
reduced the acetic acid-induced abdominal writhe83) 44, 47 and 70 %, respectively.
AA (10, 30 and 100 mg/Kg, p.o.) significantly reeédcthe formalin-induced nociception at
both first and second phases in a manner similandghine (7,5mg/kg, i.p.). AA reduced
nociceptive effect in the model of hot-plate, buit nn the capsaicin-induced hind-paw
nociception. AA, at similar doses were found to éngignificant anti-inflammatory activity,
evidenced by decreases in hind-paw edema in camagemodel and reductions in both wet
and dry weights of granulomas in cotton pellets eholl was further observed that AA (10,
30, and 100 mg/kg, p.o.) and misoprostol y@Bg) administered orally afforded
gastroprotection against gastric ulcerations evdketoth ethanol and indomethacin. At the
repective doses, the reductions were 25; 64; 8368, respectively in ethanol model, and
21; 41; 50 e 61 %, respectively, in indomethaoiodel. In the study of gastroprotective
mechanism(s), the roles @RPV1 channel, endogenous prostaglandins, nitricleoand
ATP-sensitive potassium channels were analysedatfients effects on ethanol-associated
oxidative stress markers GSH, MDA, catalase, SO@id,tatal nitrate/nitrite levels as an index
of NO were also measured in gastric tissue. Besitieseffects of AA on gastric secretory
volume and total acidity were analysed in pylorgsted rat. AA afforded a dose-related
gastroprotection against the ethanol damage antthefurprevented the ethanol-induced
changes in the levels of GSH, MDA, catalase, SOratrate/nitrite. However, they failed to
modify the gastric secretion or the total acidltywas observed that the gastroprotection by
AAs was greatly reduced in animals pretreated wahsazepine, indomethacin, L-NAME or
glibenclamide. These results suggest that AAs aftm@stroprotection principally through an
antioxidant mechanism. Other complementary mechanisclude the activation of TRPV1
channel, stimulation of endogenous prostaglandind aitric oxide, and opening of
K(+)(ATP) channels. These combined effects ardylike be accompanied by an increase in
gastric microcirculation. Taken together, theseadsuiggest that anacardic acids frém
occidentalepossess anti-inflammatory, antinociceptive andrgpeotective properties that
merit further evaluation of these acids in animaldels that simulate the acute and or chronic
degenerative inflammatory diseases in humans.

Key words: Anacardic Acids,Anacardium occidentaJePain Measurementnflammation,
Gastric Ulcer.
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

Historicamente, pode-se dizer que os produtos aiatgéo utilizados pela humanidade
desde tempos imemoriais. A historia do desenvolnimedas civilizacdes Oriental e
Ocidental é rica em exemplos da utilizagdo de smsunaturais na medicina, no controle de
pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaquivilizagbes Egipcia, Greco-
romana e Chinesa. A histéria do Brasil esta intierae ligada ao comércio de produtos
naturais (especiarias), 0s quais determinaram reaswvdisputas de posse da nova terra e, por
fim, a colonizagéo portuguesa. O profundo conhegimda natureza pelos povos primitivos
e pelos indigenas pode ser considerado fator fuani@inpara descobrimento de substancias
toéxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A eénwia e o aprendizado com 0s mais
diferentes grupos étnicos também contribuiram padasenvolvimento de pesquisa na area
de produtos naturais (VIEGAS-JR et al., 2006).

Os produtos naturais séao fontes importantes desnfarmacos, podendo ser oriundos
de plantas ou outras fontes biologicas, sendo nwéveis os obtidos de plantas (CALIXTO,
2005; SCHMIDT et al., 2008).

As plantas possibilitaram a descoberta de variedicamentos, como os alcaldides
vimblastina e vincristina, isolados d€atharanthus roseusG., e a atropina obtida a
partir deAtropa belladona Entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas utadéc
introduzidas no mercado, em torno de 49% ersumbstancias isoladas de produtos
naturais, semi-sintéticos ou moléculas sirdets tomando como modelo estruturas de
origem natural (NEWMAN et al., 2003).

Apesar do desenvolvimento da sintese quimica,aaégd continuam a servir como uma
valiosa fonte de compostos terapéuticos devido a \@asta capacidade biossintética; a
principal vantagem é a sua composi¢cdo complexacqusiste em colecdes de compostos
relacionados com atividades mudltiplas que interagesna uma maior atividade total
(SCHMIDT et al., 2008). Cerca de 30% das drogasiaaless como agentes terapéuticos sao
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derivadas de produtos naturais, e boa parte damsinorescritas no mundo sado de origem
vegetal (BALUNAS et al., 2005).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliné&a® vezes o Unico recurso de
muitas comunidades e grupos étnicos para buscaraaec alivio para as doencas que
acometem o homem (MACIEL et al.,2002). De acazdm a Organizacdo Mundial de
Saude, 80% da populacdo mundial utiliza plamegicinais, em sua maioria nos paises
em desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006). No BHlask0% da populacdo sao
responsaveis por 63% do consumo de medicamentopaticos, os 80% restantes
encontram nos produtos de origem natural, espegibras plantas medicinais, a Unica fonte
de recursos terapéuticos (FOGLIO et al., 2006).

Apesar do uso de plantas medicinais e seusades ser bastante difundido, muitas
espécies sao usadas sem respaldo cientifico quanteficacia e seguranca. Em todo o
mundo, apenas 17% das plantas foram estudadadgdma maneira quanto ao seu
emprego medicinal e, na maioria dos casos, geamde aprofundamento nos aspectos

fitoquimicos e farmacolégicos (FOGLIO et al., 2D06

Gracas as pesquisas com produtos naturais, osistasntpuderam compreender
fendbmenos complexos relacionados a biologia celalamolecular e a eletrofisiologia,
permitindo que enzimas, receptores, canais ibnecasitras estruturas bioldgicas fossem
identificados, isolados e clonados. Isso posgibila industria farmacéutica produzir drogas
dotadas de maior seletividade e também mais eBceastra varias patologias de maior
complexidade (CALIXTO, 2003).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de su@ fl&g sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical Umida do planetaresgnta um enorme potencial para a
descoberta de moléculas com importancia terapéutfmesar de existir um grande niumero de
grupos de pesquisa no pais, contribuindo para delsgmento da quimica de produtos
naturais de plantas e da farmacologia de prod@hsais, inUmeras espécies vegetais ainda
nao foram estudadas (PINTO et al., 2002; YUNES.£2@01).
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1.2 Atividade nociceptiva

1.2.1 Dor

A Associacéo Internacional para Estudo da Dor (laA®B 1979, definia a dor como
experiéncia sensorial e emocional desagradavelciask ao dano tecidual real ou potencial
ou mesmo a nenhuma lesdo, embora ainda assimtdesmmo termos sugestivos de que o
dano tecidual tivesse de fato ocorrido. A mesmaba@asido reformulou o conceito e
atualmente postula que a dor é uma experiénci@saihs emocional desagradavel, associada
ao dano tecidual real ou potencial, ou descritdaegmo de tal lesao.

A dor esta presente como sintoma em muitas desowdamncas, afetando uma grande
parcela da populacdo e sendo prejudicial a boadqa® de vida. Segundo a Sociedade
Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor gpeta menos 30% dos individuos durante
algum momento da sua vida e em 10 a 40% delesdteacdo superior a um dia. Nao
existem dados estatisticos oficiais sobre a dd@nagil, mas a sua ocorréncia tem aumentado
nos ultimos anos, constituindo a causa principaalemento e incapacitacao para o trabalho
e ocasionando graves consequeéncias psicossoeamémicas (SBED, 2009).

A dor pode ser classificada quanto a duracao,ilaglo e origem

Sob o ponto de vista de duracgéo, a sensac¢éo dalpoake ser classificada como do tipo
transitéria, aguda ou cronica. Na dor transitGiativacdo dos receptores da dor acontece na
auséncia de qualquer dano tecidual. A dor agudafuegéo de alerta e caracteriza-se por
combinar leséo tecidual, dor e ansiedade. E unposes normal causada por uma lesdo do
tecido com consequente ativacdo dos receptoreoca fla lesdo, sendo que essa dor
desaparece, até mesmo antes da reestabilizagélodisa do local lesionado, portanto € de
curta duracdo. A dor cronica € de longa duracauwjserovocada por uma lesdo ou doenca
que geralmente supera a capacidade de recuperagdorganismo (GRAEFF, 1984;
TEIXEIRA & PIMENTA, 1994 ; MELZACK; LOESER, 1999).

Quanto a localizacdo, a dor pode ser classificadasematica ou visceral. A dor

somatica ocorre quando os estimulos que vao produgensacao de dor sdo oriundos da
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periferia do corpo, enquanto a dor visceral ocguando os estimulos que vao produzir a
sensacao de dor provém das visceras (RAJA eB8b)1

Quanto a origem (fisiopatologia), a dor classiiea-em nociceptiva, neurogénica,
neuropdatica, inflamatéria e psicogénica. A dor oegiiva ocorre quando existe um
traumatismo nos receptores nociceptivos, deviddtexagdes na sua estrutura anatomo-
funcional com liberacédo de substancias algogémioastecidos. A dor neurogénica é aquela
que ocorre com o dano diretamente sobre as inexgagd dor neuropatica € resultante do
processamento somatossensorial anormal ao nivérmr ou central, como, por exemplo, a
dor do membro fantasma. A dor inflamatoria caréaese pela sensibilizagdo dos neurdnios
produzida pela ativacdo da cascata de citocinada psicogénica € aquela que nado possui
causa organica, mas se expressa em consequénpraldemas psicologicos (MENEZES,
1999; RANGet al, 2007).

1.2.2 Fisiopatologia da dor

Logo apds um traumatismo, infeccao ou outro faererminacdes nervosas existentes
no local afetado conduzem o estimulo doloroso poras até a medula espinhal. Deste local,
o estimulo é levado até diferentes regides do o&reinde € percebido como dor e
transformado em respostas ao estimulo inicial. Bsseanismo tem sua atividade regulada
por um conjunto de substancias produzidas no sisteanvoso, que se constitui no chamado
sistema modulador de dor. Algumas dessas substarmcmo a serotonina e as endorfinas,
agem sobre o sistema de transmisséo da dor, aurdertia diminuindo a sensacao dolorosa
(SBED, 2009).

A transmissé@o da dor esta associada a atividatiécal@as fibras nervosas aferentes
primarias, que possuem terminacdes livres no tguédibérico (pele, masculos, articulagdes,
visceras, conjuntivo, dentre outros) (RANGal, 1991; JULIUS & BASBAUM, 2001). As
terminacdes nervosas livres sao receptores seissoegpecializados chamados de
nociceptores (ativados por estimulos nocivos). €£sseeptores possuem alto limiar de
ativacdo, sendo entdo ativados por estimulos io¢egse sdo danosos ou potencialmente
danosos aos tecidos, e portanto, ndo sao recruead@stimulos indcuos (CAILLIET, 1993;
DJOUHRI & LAWSON, 2004).
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A percepcgdo da dor é complexa, ndo envolvendo aperieansducdo de um estimulo
nociceptivo, mas também processos emocionais dtimgnem nosso cérebro (JULIUS &
BASBAUM, 2001). Por envolver fatores fisioldégicospsicolégicos, em animais, a dor €
avaliada de forma indireta. Assim, o componenielfgico da dor € chamado de nocicepcéo,
e 0s modelos experimentais animais de dor sdo w®dk nocicepcao (TJIOLSEN et al.,
1992).

Os nociceptores sao representados por terminaigdes tle fibras mielinicas delgadas
(fibras do tipo A ou tipo lll) e fibras nervosas amielinicas (fibtgso C ou tipo IV). As
fibras A5 conduzem sinais de forma rapida (dor aguda ea@péthquanto que as fibras tipo C
apresentam conducdao lenta destes impulsos (der; meimacao), onde esta Ultima responde
a uma ampla variedade de estimulos (mecanicos,icpgntérmicos e isquémicos), sendo
portanto também denominadas de nociceptores pddiimoNESS; GEBHART, 1990;
GUYTON; HALL, 1997; RAJAet al, 1999).

As fibras A3 mielinizadas de grande diametro respondem aas@ss indcuos (tateis,
térmicos e proprioceptivos). Estas fibras, apesan@b detectarem estimulos nocivos, sao
capazes de modular a percepg¢édo da dor pelos nmreedJULIUS & BASBAUM, 2001;
BASBAUM & JESSELL, 2003). Os tipos de fibras semssr podem ser observadas na
Figura 1.

A estimulacdo dos nociceptores periféricos causavio da informag&o nociceptiva ao
SNC através das fibras aferentes. Os longos axda®g$ibras nociceptivas que se localizam
em nervos periféricos estendem-se de seus corpgares contidos no ganglio da raiz dorsal.
Apds emergir de seu corpo celular, o ax6nio afergmimario bifurca-se para enviar
prolongamentos a medula espinhal e para inervaaca$os corporais (MILLAN, 1999).
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AB A5 C
Tipos de Fibras ST
o, o o
Mielinizagao Muita Pouca Ausente
Diametro 10um 2-6um 0,4-1,2um
Velocidade de 30-100 m/s 1,2-30 m/s 0,5-2 mis
condugao
Tipo de sinal Propiocepcao Mocicepcao MNocicepcao
togue leve (mecanica e {mecanica, térmica e
térmica) quimica)

Fonte: JULIUS; BASBAUM (2001)

Figura 1 — Tipos de fibras sensoriais primérias responsapeila conducdo do sinal
nociceptivo da periferia ao SNC (JULIUS & BASBAUOO01).

A transmissao sinaptica entre neurdnios aferemtegpos e neurénios do corno dorsal
da medula espinhal é mediada, principalmente, lupamato atuando em receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato) e AMPA afamino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazoil acido propi@o),
além disso, outras substancias podem modular asntiasdo na medula (ATP,
prostaglandinas, substancia P) (DOUBEdtilal, 1999). Na medula, a transmissao dos sinais
dolorosos apos a liberacdo dos neurotransmissoredve a participacdo de canais iGnicos.
Os principais canais envolvidos nesses efeitososdoanais de sédio, os canais de calcio

operados por voltagem e os canais de potassio ¢LBE 2005).

1.2.3 Sistemas modulatérios da dor

A dor pode ser controlada por mecanismos centmais vez que O sistema nervoso
possui circuitos modulatérios que modificam a pecée da dor. O local principal desta
modulacdo € a medula espinhal, onde a interconexdiee vias nociceptivas e nao-
nociceptivas podem controlar a transmissao danmQ&o nociceptiva para 0s centros supra-
espinhais porém estruturas encefalicas tambémcipar da analgesia (BASBAUM &
JESSELL, 2003).
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O corno dorsal da medula espinhal é o local ondednés eferentes serotoninérgicos
e/ou noradrenérgicos fazem sinapses com o0s nesrGigo projecdo e interneurénios
inibitérios encefalinérgicos. Ainda nesta regidoatavacdo de interneurdnios inibitorios
gabaérgicos inibe a liberacdo de neurotransmissweseptivos excitatorios (glutamato,
substancia P, peptideo relacionado ao gene datorai@) por neurbnios de projecdo
(MALCANGIO; BOWERY, 1996).

Os sistemas modulatorios sdo complexos e inumeram dos neurotransmissores ja
citados, agonistas de receptores D2 dopaminérgieogceptores serotoninérgicos 5-HT1A e
de receptores muscarinicos M2 e M4 também estaolvedes na modulacao inibitoria das

vias ascendentes da transmissao nociceptiva (&40 2001; MAet al, 2001).

Além disso, a lesao tecidual ou nervosa acarratvacao de fibras aferentes primarias
gue aumentam a sensibilidade dos neurbnios espjnkigisenvolvendo um fendmeno
chamado de sensibilizacdo central. Esta sensif@iizeesulta a ativacdo de vias intracelulares
neuronais mediadas por proteina quinase C (PKQ) #&fosinas quinases, que atuam
fosforilando e aumentando a atividade dos recepfdMDA, assim facilitando a transmissao
singptica (DOUBELLet al, 1999).

Geralmente, a sensibilizacdo central persiste atérraino do estimulo nociceptivo
periférico, mas ha casos em que esse processo g@dprolongar mesmo apos o
desaparecimento do estimulo (DWORKéNal, 2003). O fenémeno de sensibilizacao central
juntamente com o de sensibilizacdo periférica needsiprocessos de hiperalgesia e alodinia
(TREEDEEet al, 1992). A hiperalgesia é a resposta excessivdimdes nocivos, enquanto

que a alodinia é a resposta nociceptiva a estimélosiocivos (KIDD; URBAN, 2001).

Além da sensibilizacdo central, a sensibilizacaofgreca contribui bastante para as
alteracbes. O processo inflamatério € o principaponsavel pela sensibilizacdo periférica,
pois a liberacdo de diversos mediadores inflam@dmterfere na atividade das fibras

sensoriais aferentes , ativando diretamente o epttic ou reduzindo o seu limiar de ativagao.

1.2.4 Dor inflamatoria
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Diversos mediadores do processo inflamatério aptase atividades diferenciadas e
complexas nos nociceptores, implicando uma grameeaicdo entre o processo inflamatorio e
a dor (MOTA, 2008).

Véarios mediadores quimicos séo liberados por c®loBo neuronais e neuronais no
local da injuria (substancias algogénicas) e surgendecorréncia de processos inflamatoérios
traumaticos ou isquémicos. Os mediadores ndo naisrosdo geralmente histamina,
serotonina, bradicinina, citocinas, eicosanoidesitreé outros; jA os mediadores neuronais,
sdo principalmente a substancia P (SP) e o peptiglacionado ao gene da calcitonina
(CGPR), sendo estes mediadores neuronais libedmlarpo celular para a periferia. O
oxido nitrico também apresenta atividades sigmfies na nocicepcéo, porém os dados sao
contraditorios (MOTA, 2008). Dependendo da natueezancentracdo do mediador, ele pode
ativar diretamente o nociceptor e/ou reduzir seuali de ativacdo. As fibras mais associadas
a este tipo de ativacdo séo as fibras polimodaiiptoC e 0s nociceptores “silenciosos”
(DAVIS et al, 1989; HANDWERKERet al, 1989; MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990;
FERREIRA 1993; CERVERO et al., 1994; JULIUS et 2001).

Neste contexto, as células residentes (principakneracréfagos e mastocitos) tém
papel primordial nesse processo, pois sinalizameaepca de injuria ou material estranho,
através da liberacdo de varios mediadores inflamoatoque além de atuar no nociceptor,
recrutam células inflamatérias (polimorfonuclearésfécitos) que produzem um efeito

amplificador na inflamacé&o e na nocicepcao (FERREIEDI3).

1.3 Inflamacgéo

Segundo Vilcek e Feldman (2004), a inflamacgé&o é&anjunto de alteracdes (nos vasos
sanguineos, nos tecidos e nos fluidos internosjopealas por lesdes, infec¢des, substancias
nocivas ou disturbios organicos e esta estreitamigné¢rligada ao processo de reparacao.
Portanto, a inflamacé&o consiste em um evento compbpie consiste no reconhecimento do
agente lesivo, para sua posterior destruicdo atteatde reconstruir o tecido danificado. O
reconhecimento desencadeia a ativacdo e a amgdibicdo sistema imune, resultando na
ativacdo de células e na liberacdo de vérios mextadresponsaveis pela resposta
inflamatoria. No entanto, se a destruicdo do agagtessor e 0 processo de reparo nao

ocorrerem de maneira eficiente e sincronizadasposta inflamatoria pode levar a uma lesédo
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tecidual persistente induzida pelo acumulo de leitm®, coldgeno e outras substancias que
podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).

A inflamacéo aguda é desencadeada logo apés dag@iado agente agressor e é de
duracédo relativamente curta, podendo durar mindtosas ou mesmo dias, sua principal
caracteristica é a presenca de exsudato rico emeiqmme plasmaticas e a migracdo de
leucécitos, principalmente os neutrofilos. Associadisso, ocorre edema, dor e necrose. A
inflamacédo crénica, porém, € de longa duracédo & reéacionada com algumas alteracoes
histologicas, como presenca de linfocitos e magasa proliferacdo de vasos sanguineos,
fibrose e necrose do tecido (BAUHMANN; GAUDIE, 19940LLINS, 1999;RANG et al.,
2003).

O processo inflamatério compreende dois eventos ag@rem simultaneamente
durante o curso evolutivo desta reacao: eventasilass e celulares.

A inflamacéo envolve uma série de eventos complexake a mudanca vascular é o
gue se inicia rapidamente e desenvolve-se duranfgimeiras horas. Inicialmente, ocorre
uma vasoconstricdo transitoria, seguida de vadadda, que é responsavel pelo aumento do
fluxo sanguineo para a area lesada, o que proaoa & eritema. Posteriormente, ocorre a
estase sanguinea, advinda do aumento de permadbilith microvasculatura; a estase ocorre
porqué o extravasamento de liquidos e proteinasentersticio provoca hemoconcentracéao,
aumentando a viscosidade sanguinea e gerandotecaeanto da circulacdo. Esses eventos
sdo desencadeados por varios mediadores quinmchgndo-se a bradicinina, a serotonina, a

histamina, prostaglandinas e éxido nitrico (NO) (M) 2008).

Diversas séo as células envolvidas no processamatirio, e algumas delas ja estéao
presentes no tecido afetado, tais como: célulasotelms, mastocitos e células
mononucleares residentes. Enquanto outras, conteuodcitos polimorfonucleares (PMN)
(neutrofilos, basofilos e eosindfilos) e mononumsa mondcitos e linfocitos) migram para o
local da lesdo. Os leucdcitos migram para o loeallesdo sob a influéncia de agentes
guimioatratores, em um processo conhecido como igtaria, e aderem ao endotélio por
meio de moléculas de aderéncia (COLLINS, 1999)nfasréfagos residentes participam de

varios eventos da inflamacéo, como: fagocitose glent® agressor, liberagcdo de varios
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mediadores que desencadeiam outros eventos infldostomo edema e dor (FERREIRA,
1980) e iniciagdo da mobilizacdo de neutrdfilosddracéo ao local agredido.

De um modo geral, a migracédo de leucécitos ocaaeseguintes etapas: marginacao,
rolamento (adeséo fraca), adeséao firme, diapedgasreotaxia. Neste processo de migragéao,
h& participacdo de moléculas de adesédo (selectitagrinas e imunoglobulinas), que séo
extremamente importantes na modulacdo da migrauadis, possibilitam uma adesdo do
leucécito ao endotélio (MCEVER, 1991).

Apoés a firme fixagdo, o leucdcito migra entre dslleé endoteliais da regido apical para
a superficie basolateral (diapedese) em direcdo erivavascular. Assim, apos o0
extravasamento, os leucdcitos emigram nos tecidodieecdo a regido de agressado por um
processo denominado de quimiotaxia ou locomoc&védrde um gradiente quimico. Esse
processo é controlado por agentes quimiotaticosy tde origem enddgena, que sao aqueles
liberados pelas préprias células do hospedeiro gcaomponentes do sistema complemento,
produtos da lipoxigenase, citocinas), quanto dgeamiexdgena, que sao aqueles advindos do
préprio agente agressor (produtos bacterianos iderorlipidica) (RIBEIROet al.1991;
1996).

1.3.1 Mediadores inflamatoérios

Os mediadores inflamatérios atuam nos vasos sasgmliie células inflamatérias
modulando os principais eventos relacionados anmd&o: vasodilatacdo, quimiotaxia para
células inflamatérias, destruicdo tecidual e daymae também febre. Os mediadores
plasmaticos (advindo das cascatas das cininasulegag, fibrindlise e complemento) estéao
presentes no plasma em formas precursoras e pres@aativados, em geral por uma série
de clivagens proteoliticas, a fim de adquirir spagpriedades bioldgicas. Os mediadores
oriundos de tecidos (aminas vasoativas, eicosasOElezimas lisossomais, radicais livres
derivados do oxigénio, fator ativador de plaquetit®cinas, quimiocinas, 0xido nitrico e
fatores de crescimento) estdo sequestrados nosll@saimtracelulares, que precisam ser
secretados (por ex.: histamina nos granulos dosni@s), ou sdo sintetizados em resposta a
um estimulo (por ex.: prostaglandinas, citocin&PI(LINS, 1999; LANSEN; HENSON,
1993; ROBBINS, 2000; DANTAS; SIQUEIRA, 2000).
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A histamina encontra-se amplamente distribuidatecisos, sendo sua fonte mais rica
0S mastocitos, que estdo normalmente presentesciup tconjuntivo adjacente aos vasos
sanguineos. A liberacdo de histamina pelos mastbeibasofilos € desencadeada por injuria
tecidual, complexo antigeno-anticorpo e pelo siatedim complemento (YOKOYAMAet al;
1989). A histamina causa dilatacdo das arteriolasneenta a permeabilidade vascular das
vénulas, sendo considerada o principal mediadorfat® imediata de aumento da
permeabilidade vascular, atuando principalmenteiceocirculacao através de receptorgs H
A serotonina (5-hidroxitriptamina) € o segundo raddr vasoativo pré-formado com acdes
semelhantes as da histamina. Esta presente nasefdacge células enterocromafins (seres
humanos e roedores) e nos mastocitos (roedores)L(CS, 1999). A histamina e a
serotonina estdo envolvidas, portanto, na vasagéate aumento da permeabilidade vascular

no local da inflamacéao.

Segundo Yokoyama e seus colaboradores (1989)temnsigie cininas tem como funcgéo
a ativacao das plaquetas e producédo de bradicenicelicreina. A bradicinina, um potente
agente vasoativo, produz vasodilata¢do, induzindivesacdo de fatores de Oxido nitrico
(NO), contracdo da musculatura lisa e producédmdeAdcalicreina € um agente quimiotatico
para neutréfilos. O sistema do complemento pagicip resposta imune adaptativa, porém
pode ser ativado por uma via alternativa a padireddotoxinas (lipossacarideos de parede
bacteriana) e por outros sistemas de enzimas pli@ssécascata das calicreinas, cascata da
coagulacdo e cascata da fibrindlise). Tem funcacomkonizacdo de microorganismos e
promove a degranulacdo de mastdcitos e age coorajiztmiotatico de fagocitos.

As prostaglandinas (PG’s) originadas da conversdacdio araquidénico agem como
importantes substancias vasodilatadoras, além t@deers envolvidas na patogenia de dor,
febre e inflamagdo. A PGE€ um mediador hiperalgésico, por tornar a célwdaral
hipersensivel a estimulos dolorosos (DRAY, 1995ge com citocinas na geracao de febre
durante infec¢des. A PGI2 o principal metabdlito da via da ciclooxigenass mastécitos;
juntamente com PGEe PGFE , causa vasodilatacdo e potencializa a formacaeddena
(COLLINS, 1999).
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O 6xido nitrico (NO) € um mediador inflamatério tzage versatil, apresentando efeitos
pré e antiinflamatoérios. O NO é um radical livrenfmdo endogenamente por uma familia de
enzimas, as oxido nitrico sintases (NOS) (EISER&EHI.,1998), através da conversao de L-
arginina em L-citrulina. Nos liquidos organicodN® produzido se oxida produzindo anions
nitrito (NO?) e nitrato (NG), sequiencialmente (IGNAR@t al, 1987; MONCADAZet al,
1991).

O oxido nitrico tem efeitos disseminados em regggosiologicas e inflamatdrias. Nas
células endoteliais, 0 NO produzido, difunde-sedapente para fora das células de origem
para as células musculares lisas subjacentes, gaodo relaxamento e, consequentemente,
vasodilatacdo (IGNAR@t al.,1987; PALMERet al.,1988). A vasodilatacdo que ocorre no
processo inflamatorio, induzida por diferentes &gerflogisticos (bradicinina, histamina,
substancia P, serotonina e trombina), é dependentiberacdo de oxido nitrico (SICKER
al.,, 2001; STOWEet al., 2001; KARABUCAK et al., 2005; WOTHERSPOONet al.,
2005;YOUSIF, 2005). Além de promover o relaxamedi® musculatura lisa, o NO
desempenha outros papéis importantes na inflamRgiiluz a agregacéo e adesao plaquetéaria
e é citotdéxico para determinados microorganismalalas tumorais (ROBBIN®t al.,
2005).

As citocinas sdo importantes substancias produt@asso de inflamacdo, mas de uma
grande variedade de efeitos biologicos. As citacetaam através de mecanismos autocrinos
e paracrinos, na célula-alvo, ligam-se a recep®spscificos e de alta afinidade, ativando-os;
na maioria dos casos, sdo supra-regulados na aplaledo sdo estimulados. A maioria das
citocinas exerce acao em receptores ligados a spjige regulam cascatas de fosforilacao
afetando assim sua expresséo génica (PHLIE, 2004). As citocinas sao classificadas em
subgrupos, como: interleucinas, fatores de crestomejuimiocinas, interferons e fatores
estimuladores de colénia ou ainda podem ser deadis conforme sua atividade bioldgica
como, por exemplo: préinflamatorias (IL-1, IL-6, TN e TGF$) e antiinflamatorias (IL-
1Ra, IL-4 e IL-10) (CAVAILLON, 2001). Apesar de ugrande numero de citocinas atuar
amplificando a inflamac&o e a dor, existem citogigae agem modulando negativamente
estes processos, desta forma, estas citocinagflantiatorias e inibidoras de hiperalgesia)
servem como agentes que equilibrio durante o debemento de respostas nocivas. Dentre
estas citam-se: IL1-4; IL-6; IL-10; IL-13, TGE-INF-y (CAVAILLON, 2001).
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Os neuropeptideos liberados de neurdnios sensfiiossubstancia P, neurocinina A)
contribuem para as reacfes inflamatdrias, constituio fenbmeno conhecido como
inflamacéo neurogénica, que esta implicada na patagle diversas condicfes inflamatorias,

como fase tardia da asma e doenca inflamatériatingg (MAGGI, 1996).

1.4 Ulcera gastrica

1.4.1 Estdbmago e fisiologia da secre¢do gastrica

O estbmago € a maior dilatacdo do tubo digestipresentando capacidade de um a
dois litros e cuja forma varia conforme a posic@oirtividuo. Apresenta como principal
funcdo a digestdo enzimatica (CASTRO, 1985). Anatamente, divide-se em: fundo
gastrico, corpo do estbmago, antro pilorico, cailético e piloro. Internamente, sua mucosa
€ rica em pregas, denominadas rugas, que se ramiégraticamente desaparecem quando 0
estdbmago esta cheio (HAM, 1991).

O estdbmago secreta aproximadamente 2,5 litros cte géstrico por dia. As principais
secrecBes exocrinas sdo pepsinogénios, elaboraoloscgtulas pépticas, HCI e fator
intrinseco, secretados pelas células parietaisxouicas. A secrecao de acido gastrico € um
processo continuo e complexo, em que multiplosrdat@entrais e periféricos contribuem
para uma meta comum: a secre¢do de pelas células parietais. Os fatores neusonai
(acetilcolina), paracrinos (histamina) e enduamsi (gastrina) regulam a secrecdo &cida
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2006).

O ambiente acido do estbmago, além de participatigistdo, desempenha um papel
importante ao impedir a entrada de microrganismgs#danto, ao proteger o organismo de
agentes infecciosos. No entanto, isso faz com guawkosas estomacal e duodenal fiqguem
expostas a acdo do acido e da pepsina, respong@l@imicio do processo de digestdo. No
estdbmago, em condi¢bes normais, hd um equilibtie éatores agressores (HCI, pepsida,
pylori e bile) e gastroprotetores (muco, bicarbonatoxoflsanglineo, prostaglandinas,
glutationa) (RANG et al., 2007; JAINU & DEVI, 200BJGHETTI et al., 2002).
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1.4.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

O estdbmago pode defender-se do prejuizo causadagemtes agressores atraves da
ativacdo de varias linhas de defesa. Dentre eladerpos citar a secrecdo de muco e
bicarbonato, a microcirculagdo gastrica, o aumetgogrupos sulfidrilicos na mucosa e
defesas antioxidantes (BRZOZOWSKI et al., 2005).

Uma das importantes defesas das células epitgjéagsicas consiste na secrecao de
uma camada de muco. Células secretoras de mucabs@édantes na superficie da mucosa
gastrica. lons bicarbonato sdo secretados pelatasépiteliais gastricas e sdo retidos no
muco, formando um gel de protecdo que mantém afgtipanucosa a um pH de 6-7, apesar
de haver um ambiente muito mais acido (pH 1.2unalb estomago (RANG et al., 200A.
secrecdo de bicarbonato é regulada por diserfatores, tais como prostaglandinas,
oxido nitrico, neurbnios aferentes sensiveisapsaicina, peptideos e fatores neuronais
(AIHARA et al., 2007).

As principais prostaglandinas secretadas pela raugéstrica sdo a prostaglandina E2
(PGE) e a prostaciclina (P@l Essas prostaglandinas atuam sobre o receptstapéide
EP3 nas células parietais e estimulam a Gianibitoria (Gi), diminuindo, assim, o
AMP ciclico intracelular e a secrecdo ded@gastrico. A PGE também evita a leséo
gastrica através de efeitos citoprotetores,imgglaem a estimulacédo da secrecdo de muco e
bicarbonato e o0 aumento do fluxo sanguineo macosa (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2006; AIHARA et al., 2007)

O oxido nitrico (NO) € um mediador fundamentads mecanismos de defesa
géastrica, devido a sua habilidade de aumentiaxo sanglineo da mucosa e a producéo de
muco, além de inibir a aderéncia de neutrofiloséislas endoteliais (CORUZZI et al., 2000).
O NO é sintetizado pelas enzimas Oxido nitricoase$, que se apresentam de forma
constitutiva (cNOS, presente em condicdes fisialdg)i e induzida (INOS, expressa em
resposta a estimulos patolégicos). Embora a proddedNO pela cNOS seja importante na
defesa da mucosa gastrica, recentes estudos ndigemo que o NO atua de maneira
bifasica na resposta ulcerogénica da mucosa gaststinal dependendo da isoforma da

NOS, ou seja, o NO produzido pela cNOS amtesia em efeito protetor, e o0 NO
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originario da iNOS teria um efeito pro-ulcerogén{®dSHIO et al., 2006). O NO também é
importante no controle da secrecdo acida e a&alino fluxo sanglineo gastrico e
microcirculacdo gastrica e na secrecdo de mulyIB et al., 2006; WALLACE, 2006).

Os fatores de crescimento sdo outro componenteefissal gastrica, eles estimulam
importantes elementos celulares de cicatrizagio Ulcera como a angiogénese,
formacdo de tecido de granulacdo e reepigdia, mas sua especificidade e poténcia
variam (SZABO & VINCZE, 2000; TETREAULT et al., 20D

1.4.2.1Radicais livres e defesa antioxidante

Os radicais livres estao envolvidos na patofisi@lale varias doencas como: tumores,
diabetes, infertilidade, Ulceras e inflamacdesrg@st e causam danos oxidativos no DNA,
lipideos e proteinas (CHEN et al., 2006; FARIA, 200

O metabolismo de acido araquiddnico, macréfagesugrdfilos geram espécies reativas
de oxigénio (EROs) que podem contribuir para dar@asados na mucosa gastrica (ROSEN
et al.,1995). O desequilibrio entre a formacéo e a remdg&aradicais livres no organismo,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes end@eunalo aumento da geracao de espécies
oxidantes, gera um estado pré-oxidante que favosieceorréncia de lesdes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, inclusivelepdo resultar na morte celular
(GUTTERIDGE, 1993; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005).

A producéo excessiva de radicais livres oxigenaeos, ao estresse oxidativo, bastante
prejudicial ao organismo. Uma das principais coiéagias do extresse oxidativo € a
peroxidacao lipidica. O malondialdeido (MDA) é umsdrodutos da peroxidacao lipidica
gue é extremamente reativo, que pode reagir deaf@wentual com o grupo amino das
proteinas, fosfolipideos ou acidos nucléicos, pramdo alteracbes estruturais nos
constituintes celulares (MCBRIDE et al., 1988).

Os sequestradores de EROs sdo utilizados paragprodemucosa gastrica do dano
oxidativo e acelerar a cicatrizacdo de Ulcerasdéssas antioxidantes do organismo podem

ser enzimaticas e ndo enzimaticas enddgenas, eénampbdem vir da dieta (AUGUSTO,
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2006). As enzimaticas sado constituidas por supdodxidismutases; catalases; GSH
peroxidades; GSH redutases; peroxirredoxinas; etimxinas; enzimas de reparo, que
sintetizam GSH e que repd6e NADPH; enquanto as naimraticas sdo GSH, acido urico e
albumina. Dentre aquelas provenientes da diet&iséontrados: acido ascoérbiestocoferol
(vitamina E);p-caroteno; polifendis, flavonodides, etc. Em condg@ormais, a concentragao
das EROs dentro das células é extremamente baika fa® de existirem enzimas
antioxidantes que as removem, ou impedem sua fénagstes radicais tendem a ser
eliminados do organismo pelas enzimas superoxigmutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redut&R)((MCCORD & FRIDOVICH, 1969;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005; RODRIGUES, 2008) .

Os compostos sulfidrilicos estdo envolvido® manutencdo da integridade
gastrica, principalmente quando as espécigvasade oxigénio estdo envolvidas
(SZABO, 1991). A mucosa gastrica normalmente cordétas concentracdes de glutationa
reduzida (GSH) que, atuando como antioxidante, mpseha papel importante na
manutencdo da integridade da mucosa no estomagbSIA atua como um varredor de
radicais livres e substancias toxicas ingeridaalineentacdo e/ou produzidas diretamente
no TGI. Destaforma, manter os niveis de @Siportante para a integridade da mucosa
gastrica (SHIRIN et al., 2001).

1.4.3 Doenca péptica ulcerosa e Ulcera gastrica

A Ulcera pode ser definida como uma abertura naosaudo trato digestivo, que se
estende através da musculatura da mucosa a sulamumosmais profundamente
(THOMOPOQULOS et al., 2004). A doenca ulcerosa péptou Ulcera péptica € uma
denominacédo genérica, geralmente usada para deagydiceras que ocorrem principalmente
no estbmago e no intestino, embora as Ulceras gisa$d mesmo sendo raras, também

possam ser consideradas Ulceras pépticas (CAMRIDS).2

As Ulceras localizadas no estdbmago sdo denominaldasas gastricas ou Ulceras
estomacais, podendo ser lesbes agudas ou crérepassentando um importante problema
clinico. As lesdes agudas gastricas podem ser variaveis@mgidade com interrupcéo e

desprendimento do epitélio superficial (gastritesera aguda) ou lesdes profundas que
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envolvem toda a espessura da mucosa se aprofundbimdala muscular da mucosa (Ulcera
gastrica aguda). A Ulcera gastrica cronica, genalené solitaria (BERK et al., 1991). Nas
formas mais graves da doenca, pode ocorrer sangraroa perfuracdo da parede gastrica
com extravasamento de liquido gastrico para o gaconeal (THOMOPOULOS et al.,
2004).

A etiologia da Ulcera péptica esta associada &baetelicobacter pylorjao consumo
de antiinflamatérios néo esteréides (AKjEcujo efeito agressivo sobre a mucosa gastro-
duodenal, por acado topica, sistémica ou enterotivepé bem conhecido e, mais raramente, a
outras etiologias como gastrinoma (Sindrome deirgmt-Ellisson) e forma duodenal de
doenca de Crohn (MEGRAUD, 1993; BRAZER et al., 19BARRIS & MIZIEWICZ,
2001).

A patogenia da doenca ulcerosa péptica consistedesequilibrio entre fatores
agressivos, como o HQHelicobacter pylorie medicamentos como os antiinflamatérios nao-
esteroidais (AINEs), e fatores de defesa local, cmacrecdo de muco, bicarbonato e
prostaglandinas (NATALE et al., 2004; KASPER et 2005).

O Helicobacter pylorié uma bactéria gram-negativa que coloniza o egféram mais
de 80% da populacdo em paises em desenvolvimed&4@% em paises industrializados. A
infeccdo porH. pylori € reconhecida como o principal agente etiologiaogestrite ativa
cronica e da doenga ulcerosa péptica, e esta ligadearcinoma gastrico. Estima-se que
pacientesHelicobacter pyloripositivos tém um risco de 10 a 20% de desenvalvdoenca
ulcerosa e de 1 a 2% de desenvolver cancer gasistd (CASTILLO-JUAREZ et al.,2007;
KUSTERS et al., 2006).

Quanto aos sintomas da Ulcera péptica, consisterdoerapigastrica, tipo queimacao,
com ritmicidade, ou seja, com horario certo para agarecimento, estando relacionada ao
ritmo alimentar, ocorrendo 2 a 3 horas apos a aliagéio ou a noite, e cedendo com o uso de
alimentos ou alcalinos. Um fator discriminante imipote é a ocorréncia de dor noturna, tal
sintoma aparece em aproximadamente 2/3 dos ulserdsodenais, mas € também
encontrado em pacientes dispépticos funcionaimgbitante salientar o carater periodico da

dor epigastrica, que pode durar varios dias ou sagalesaparecer por semanas ou meses e
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reaparecer meses ou anos depois, com as mesmaserdstiaas anteriores. Porém, a
sensibilidade e a especificidade dos sintomascoénpara o diagndstico de Ulcera péptica
variam de pais para pais (PETERSEN et al., 1988).

O tratamento das Ulceras pépticas consiste emotemta bactéridd.pylori, bem como
o controle da bomba de prétons+{ikk-ATPase), da reversdo dos danos a mucosa e da
inflamacdo (TOMA et al., 2002). Dentre as variagdgs de drogas disponiveis para o
tratamento da Ulcera péptica, podemos citar osa8idibs (ex: combinacdo de hidroxidos de
aluminio e magnésio), Antagonistas dos receptoeeshidtamina (b) (ex: Cimetidina,
Ranitidina), Inibidores da bomba de prétons (eBneprazol, Lanzoprazol), Sucralfato e
Drogas contendo bismuto. Porém, muitos medicamentitigados no tratamento desta
doenca ndo sdo completamente efetivos e apresentgios efeitos adversos, além do alto
custo desses medicamentos para o paciente (KASPEBR, 005; TOMA et al., 2002 );
sendo importante a pesquisa de novos agentescantigénicos.

1.4.4 Pesquisa de drogas gastroprotetoras

As pesquisas sobre Ulcera péptica do estbmago @edacavancaram bastante nos
altimos 20 anos devido a identificacdo de variamitads que tém facilitado o estudo da
mucosa gastrica (BRZOZOWSKI et al., 2003). As lesd® mucosa podem ser induzidas por
varios modelos experimentais, dentre eles: leséiga induzida por etanol (ROBERT et al.,
1979), lesdo gastrica induzida por indometacina IB&ORD, 1982) e lesdo gastrica
induzida por estresse (TAKAGI et al., 1964; TAKAGI OKABE, 1968). Além destes,
existem outros modelos usados na pesquisa farngaca@locomo o meétodo da ligadura
pilérica (REITMAN et al., 1970), determinacdo do couda mucosa gastrica (CORNE et
al.,1974) e efeito sobre a motilidade gastrintes{iSTICKNEY & NORTHUP, 1959).

O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol @amente utilizado para avaliacao
experimental de drogas antiulcerogénicas (PANDIAMNIg 2002). As lesdes induzidas pelo
etanol ocorrem predominantemente na parte glandidarestémago, com formacao de
leucotrienos C4 (LTC4), espécies reativas do oxigérodutos secretados pelos mastdcitos,
diminuicdo do muco e deplecdo de grupamentos silifiws, resultando em danos a mucosa

gastrica (RAO et al., 2004). Este modelo € de grangbortancia para a pesquisa cientifica,
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pois possibilita avaliar possiveis mecanismos peajaais as substancias promovem a

gastroprotecao.

O modelo de ulcera gastrica induzida por indometatambém é bastante utilizado. A
administracdo intraperitoneal de indometacina redignificativamente, a secrecao de
prostaglandinas (PG'’s), bicarbonato e o fluxo saru da mucosa gastrica em animais
experimentais. A inibicdo das PG’s predispbe oreatp e o duodeno a danos na mucosa,
enquanto o estimulo das PG’s pode exercer um pd@eprotecdo. Assim, o efeito
antiulcerogénico citoprotetor de uma droga podersstiado pelas PG’s enddgenas (SZABO
& SZELENYI, 1987; TAN et al., 2002).

Através do uso destes modelos experimentaisso grupo de pesquisa demonstrou a
atividade gastroprotetora de diversas plam@slicinais e de alguns compostos isolados a
partir delas, como a atividade gastroprotetora,8aiheol (SANTOS et al.,2001), do guarana
(Paullinia cupanaMart.) (CAMPOS et al.,2003), derotium hepthaphyllune da mistura de
alfa e beta-amirina (OLIVEIRA et al., 2004a; OLI\HA et al., 2004b), da mangiferina
(CARVALHO, 2008) e da 3,6-dimetoxi-6”,6"-dimetil2”,3":7,8]-cromenoflavona
(CAMPOQOS, 2008).

1.5 Familia Anacardiaceae

A Anacardiaceae é uma familia botanica constityidacerca de 76 géneros e 600
espécies de arvores ou arbustos, conhecidas pon $artiferas e apresentarem madeira de
boa qualidade. Seus géneros sao subdivididos eoo d¢nbos (Anacardieae, Dobineae,
Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). Do pontaa@euwisiico, os géneros mais estudados
nesta familia sdoMangifera, Rhus(Toxicodendropy Anacardium, SpondiasLannea
SemecarpuysSchinus Pistacia, Lithraea Tapirira e Melanorrhoea(PIO CORREA, 1984;
CORREIA et al., 2006).

O génerdAnacardiumpossui 11 espécies descritagyracardium occidentalgajueiro)
€ seu representante mais conhecido, principalnmite importancia econdmica. As outras
espécies do género sao pouco conhecidas e naceraprastal importancia (MITCHELL
AND MORYI, 1987; CORREIA et al., 2006).
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Os génerodangifera Rhuse Anacardiumdestacam-se pelo nimero de investigacdes
relativas a composicdo quimica de suas espécitigsigades bioldgicas de seus extratos e
metabolitos. Duas classes de substancias sao erdstcas na familia Anacardiaceae:
flavondides, especialmente biflavondides, e ligditendlicos, podendo também ser
encontrados terpenos, esterdides e xantonas (CGR&REI., 2006)

1.6 Lipidios fendlicos néo- isoprenoides

Os lipidios fendlicos e derivados séo definidos @ég@rodutos naturais ndo-isoprénicos,
que apresentam em sua estrutura grupos aromaticakfaécos e exibem ambos os
comportamentos, hidrofilico e lipofilico. Normalmersdo caracterizados pela presenca de
grupo fenol ligado a uma cadeia alquilica com nanierpar de carbonos (CORREIA et
al.,2006).

Os lipidios fendlicos nao-isoprendides constituemauclasse especial de fendis,
contendo uma cadeia alquilica lateral que tem stigera biossintética na rota dos
policetideos aromaticos. A subunidade aromaticalig@ios fendlicos é formada a partir de
uma molécula de Acetil-CoA e trés moléculas de mik@oA. O NADPH atua na reducéo
do grupo carbonila para alcool que posteriormestfee desidratacdo. Uma nova molécula de
malonil-CoA é incorporada e uma reacdo aldoliceamblecular ocorre com subseqgiente
perda de agua. A rota biossintética é finalizadagpolizacdo, seguida de hidréligegura
2) (DEWICK, 2002).
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Figura 2. Rota biossintética dos lipidios ndo-isoprendides{& GONZAGA, 2008)

Como exemplos de lipidios fendlicos néo-isoprergigedemos citar o cardanol, o
cardol, metilcardois e acidos anacardicbgyra 3), que tém sido bastante estudados na
pesquisa cientifica. Os acidos anacardicos posdiarsas atividades bioldgicas relatadas na
literatura, por exemplo a antimicrobiana (KUBO kf 4993; MUROI & KUBO, 1993) e a
inibidora de lipoxigenase (HA & KUBO , 2005). O danol é amplamente utilizado na
sintese de polimeros, vernizes, surfactantes, diasa e antioxidantes automotivos
(DANTAS, 2003; MAFFEZZOLI, 2004; PATEL, 2006), alérde possuir atividades
moluscicida (KUBO, 1986) e antinematodide (TAKAISI2004).
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Figura 3 — Exemplos de Lipidios fendlicos ndo-isoprendides

Os lipidios fendlicos nao-isoprendides sdo encdogam varias espécies de plantas,
como aGinkgo biloba primeira espécie onde foram encontrados ess&hokp Também
podem ser encontrados em grande percentagem naliafammacardiaceae, mais
especificamente em\nacardiumoccidentale espécie amplamente distribuida no Brasil e
conhecida como cajueiro (CORREIA et al., 2006).

1.7 Anacardium occidentald.inn

Anacardium occidental&inn, o cajueiro, pertence ao géneéknacardium da familia
Anacardiaceae. PopularmenteAaoccidentaleg conhecida pelos nomes de caju, anacardo,
acaju, cajuzeiro, cashew e cashew nut (inglés;aada, marafiom e merli (espanhol), cajou
(francés), anacardio (italiano) e kaju (hindu).tarse de uma planta nativa do Brasil que foi
levada, nos séculos XVI e XVII, para a india, Adrie outras partes do mundo tropical. A
arvore adaptou-se nessas regides e tornou-se agetxploracdo por causa do pedunculo
(caju) e da castanha (améndoa). O seu cultivo senmd®6 paises, principalmente india,
Brasil, Vietnd, Tanzania, Indonésia, Mocambique w®n&Bissau, sendo a india o maior
produtor de caju do mundo, detendo quase 50% dawmtexbes mundiais (MITCHELL &
MORI, 1987; PEIXOTO, 1960; PARAMASHIVAPPA et al.0Q1; DAS, 2003).

O cajueiro € uma planta perene capaz de viver deaisn século, de ramificacéo baixa
e porte médio cuja copa atinge, no tipo comum,ralmédia de cinco a oito metros e
diametro médio (envergadura) entre 12 e 14Figufa 4), mas dependendo do solo, o seu
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desenvolvimento fica prejudicado, reduzindo seueper apresentando ramos tortuosos e
emaranhados (LUBI, 2000). E uma planta com bom vaitaimento, visto que, além de
fornecer o caju e a castanha, também possibilitsoode madeira, da casca, da entrecasca e
da folha.

Figura 4. Cajueiro Figura 5. Ramo do cajueiro com pseudofruto
(Fonte: http://www.unb.br/ig/litmo/fotos.htm)

O fruto do cajueiro é a castanha, um aquénio dé& ra de comprimento por 2 a 3,5
cm de largura, que pesa de 3 a 20 g, preso a edadende um pedudnculo hipertrofiado,
carnoso e suculento, comumente chamado de macajwkro ou pseudofruto, usado como

alimento Figura 5).

A castanha é lisa, cinzenta e sua forma lembra @andeim comprimido lateralmente
(Figura 6), sendo subdivida em casca (pericarpo), peliculam&ndoa. Apresenta um
mesocarpo espesso e alveolado, cheio de 0leo wiseasnelho, acre, caustico e inflamavel:
o Liquido da Casca da Castanha (LCC). O pericarascé da castanha) compreende 50% do
peso do frutan naturg a améndoa representa 25%, e os 25% remanescentastem do
LCC. O endocarpo, uma pelicula dura que protegmé&ndoa € fonte rica em proteinas e
componentes graxos (MITCHELL & MORI, 1987; TYMAN991; SMITH et al., 2003).
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___EPICARPO

e MESOCARPO ESPONJOSO (LCC)
ENDOCARFPO

—PELICULA

Figura 6 - Corte transversal esquematico da castanha de cajufFonte:

http://www.cnpat.embrapa.br/users/vitor/cajucultundex.html)

O liguido da casca da castanha (LCC) de caju caahéram importante subproduto da
producao agricola da castanha do caju e € umaodéssfmais ricas em lipidios fendlicos
nao-isoprendides, sendo constituido de acidos atiecd, cardois, cardandis e metilcardoéis
(MITCHELL, 1987; LUBI, 2000; TREVISAN et al., 200QE LIMA, et al.,2008).

A qualidade do LCC é considerada um fator chava garantir o desempenho dos seus
derivados quimicos. A quantidade e a qualidade @€ Ino extrato bruto dependem do
método de extracdo e das condi¢bes de acondicionardas castanhas. Com base no modo
de extragcdo a partir da casca da castanha, o L&&ssgficado em dois tipos: LCC natural e
LCC técnico. O LCC natural é extraido através dw des solventes ou prensagem, e o LCC
técnico, a quente. Um tipico material extraido camivente (LCC natural) contém acido
anacardico (60-65%), cardol (15-20%), cardanol (L@racos de 2-metil cardol. Ja a
composi¢cdo do LCC técnico pode mudar e ter um n@atetdo de cardanol (83-84%),
menos cardol (8-11%) ,10% de materiais polimérieo2% de 2-metil cardol, nao
apresentando acidos anacardicos, pois estes saeeisstermicamente. Existem ainda outros
processos de extracdo de LCC, como extracdo poy €@er critico (GEDAM &
SAMPARHKUMARAN, 1986; DOS SANTOS & DE MAGALHAES, 139; IKEDA et al.,
2002; KUMAR et al., 2002, PATEL et al., 2006).
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O LCC tem despertado grande interesse em pesquiseampo quimico e bioldgico.
Além de estarem presentes em plantas superioredipidsos fendlicos do LCC sao

constituintes de fungos e organismos marinhos (VA&R007)

O interesse no cultivo do cajueiro tinha como apetinicial o processamento do
pedunculo para industrializacdo do suco, rico eatags, sais minerais, proteinas, vitamina
C e taninos; e da castanha, para industrializaggd@méndoa, fonte rica de proteinas e
componentes graxos. Atualmente, a améndoa € apaimroduto de utilizacdo do cajueiro,
possuindo o maior significado comerciabm destacada producido em paises como India,
Brasil e Nigéria (SOARES, 1986; AZAM-ALI e JUDGEQ@1). Entretanto, também sé&o
derivados de grande importancia o pedunculo, a gimeajueiro e o LCC, fonte de fenol
utilizada para diversos fins nas industrias detigldsvernizes, isolantes, tintas e na industria
automotiva, nas formulagdes das lonas de freio (WMINEZ & BARREIRA, 1992; LUBI,
2000).

No Brasil, a agroindustria do caju esta concentraalaegido Nordeste, que responde
por mais de 95% da producdo nacional, sendo odasstdp Ceara, Piaui e Rio Grande do
Norte os principais produtores. O agronegOcio ddacda do caju representa uma parcela
significativa da economia, garantindo empregos emmural (PESSOA, 2006).

O cajueiro se destaca pelo seu uso popular comtapaedicinal, sendo indicado para
inflamagbes em geral, dor de dente, diarréia, faksede estbmago, constipagdo, escorbuto,
etc. No campo da pesquisa cientifica Aaacardium occidentald.. tem sido bastante
estudada, havendo relatos na literatura de divatbadades bioldgicas desta planta, como:
hipoglicémica (SOKENG et al., 2001), antimicrobia@KINPELU, 2001), antioxidante
(CAVALCANTE et al., 2003; TREVISAN et al., 2006)n@inflamatéria (OLAJIDE et al.,
2004), antiulcerogénica (KONAN & BACCHI, 2007) etiaofidica (USHANANDINI et al.,
2009). As propriedades bioldgicas dos acidos aded, isolados dé\. occidentalel.,

também tém sido pesquisadas nos ultimos anos.

1.8 Acidos anacardicos
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Os 4&cidos anacéardicos sdo uma mistura de compas@ganicos estreitamente
relacionados, onde cada um consiste de um &ciddlisal substituido com uma cadeia
alquila contendo de 15-17 atomos de carbono. Ogogrualquilicos variam tanto no
comprimento da cadeia como no grau de insaturagg8ontesmas, sendo mais freqientes
cadeias mono, di ou triinsaturadddglra 7). Os acidos anacéardicos sdo, portanto, uma
mistura de moléculas saturadas e insaturadas emastiara esta relacionada a espécie da
planta (PAUL & YEDDANAPALLI, 1954; NAIR et al., 198). Devido a termolabilidade do
grupo carboxilico, eles sdo prontamente descadmngl durante aquecimento e, assim,

tendem a se converter em cardanol (SHOBHA et @92)1

Oy, -OH
HO L .
3
/
Acido anacérdico (G0 1
Ox.,_-OH
HO
H\M\-\.
/
Acido anacardico (G.) 2
O, OH
HO
hx‘“\-._
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/
Acido anacardico (G.) 3
Ox, -OH
HO
R""H-._
R = T=CH,
/f'

Acido anacardico (G- 4

Figura 7. Estrutura quimica dos acidos anacérdicos
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Os acidos anacéardicos sao lipidios fendlicos ndiprénoides encontrados em diversas
plantas, comaGingko bilobae Anacardium occidentalé. No estudo de Trevisan et al.
(2006), os acidos anacéardicos, o cardanol e o kcfydon analisados em diversas partes do
cajueiro: pedudnculo, améndoa (tostada e crua) €G®O. A maior quantidade do alquil
fendlico principal, &cidos anacardicos, foi detdotao LCC. A sintese de acidos anacardicos
em laborat6rio vem sendo pesquisada e motivada petplas aplicacdes destes compostos,
nos campos bioldgico e industrial. Uma variedadsudistratos tem sido utilizada para inicio
da rota sintética destes compostos. As estratéggi@sticas utilizam substratos com o

esqueleto benzénico em sua estrutura ou empregadesede ciclizagédo (VIEIRA, 2007).

Nos ultimos anos, foram realizadas muitas pesqu@estificas com os acidos
anacardicos, existindo, portanto, varias atividaoiesdgicas relatadas na literatura, dentre
elas, atividade antitumoral (ITOKAWA et al.,, 198TOKAWA et al., 1989; KUBO et al.,
1993a), de impedimento de danos oxidativos na @ritica do figado (TOYOMIZU et al.,
2000) e a habilidade em inibir algumas enzimas)acprostaglandina endoperoxido sintase
(GRAZZINI et al., 1991),a-glucosidase, invertase e aldose redutase (TOYOMEZEI.,
1993), tirosinase (KUBO et al., 1994) e histondilicansferase (SUNG et al., 2008).

A atividade inibidora de xantina oxidase (MASUOKAKUBO, 2004), uma enzima
presente em altas concentragbes na mucosa integtinao figado, e em menores
concentracbes em outros tecidos, podera impulsipeaguisas da utilizacdo de &acidos
anacardicos como possivel agente terapéutico ranmtemto de disfuncdes fisiologicas
relacionadas ao excesso de &cido Urico no organi§sta enzima € responsavel pela
conversdo de xantina e hipoxantina em acido udcgual é posteriormente convertido em

uratos, que apresentam grande solubilidade em(&jEHRA, 2007).

Outro exemplo interessante de inibicdo enzimatitadlatado por HA e KUBO, em
2005. O estudo mostrou o efeito inibidor de lipexigses pelos acidos anacardicos, o que

abre mais possibilidades de pesquisas sobre atasdaioldgicas destes compostos.

Um estudo de Kubo e cols. (1993b) demonstrou quécmos anacardicos exibiram
atividade inibitéria seletiva contra bactéria Grpositiva quando comparados com o acido

salicilico. Esse ultimo exibiu amplo espectro deidade antimicrobiana, porém com alta
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concentracao inibitéria minima. A atividade &taphylococcus mutamsS. aureusio acido
anacardico foi mais efetiva que a do acido satwilNesse sentido, o acido anacardico deve
ser considerado para uso pratico, especialmermia ppablemas de pele e dente causados por
essas bactérias. Himejima & Kubo, em 1991 e Muréiuo, em 1993, também estudaram a
atividade antimicrobiana dos acidos anacardicog@ antibacteriana dos 4cidos anacéardicos
contra Staphylococcus aureuseticilina resistentes foi demonstrada por Kubooks.cem

2003, e o efeito sinérgico do seu uso com meteciian estudado por Muroi e cols. em 2004.

Recentemente, o acido anacardico saturado foizadili como matéria-prima na
preparacao de analogos do sildenafil, um farmaitimagto no tratamento da disfuncéo erétil,
conhecido comercialmente como Viagra® (PARAMASHI\A®et al., 2002).

Em um estudo feito por Trevisan e colaboradores2@@6, foi pesquisada a atividade
antioxidante dos &cidos anacardicos. Como resyltadoacidos anacardicos mostraram
grande capacidade antioxidativa, relacionada prahsiente a inibicdo da geracdo de

superoxidos, e atividade inibidora da xantina oseda

Outras atividades bioldgicas dos acidos anacardistdo mencionadas na literatura,
como atividade zoosporicida conttghanomyces cochlioiddBEGUM et al.,2002), anti-
larvaria (SCHULTZ, et al., 2006), moluscicida (SUVIAN et al.1982), antifungica
(PRITHIVIRAJ et al.,1997) e inseticida (MWALONGO at., 1999); atividades que, em

conjunto, motivam a nossa pesquisa farmacologpartar dos acidos anacardicos.



49

OBJETIVOS




50

2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudo dos efeitos farmacolédgicos dos acidos ad@o&rem modelos experimentais de

nocicepc¢ao, inflamacéao e Ulcera gastrica.

2.2 Objetivos Especificos

= Investigacdo da atividade dos acidos anacardems modelos experimentais de
nocicepcao induzida por &cido acético, formalinggcg® quente e capsaicina em

camundongos.

» Investigacdo da atividade antiinflamatoria dos @gidanacardicos em modelos
experimentais de edema de pata induzido por camrsyee granuloma induzido por
pellet de algoddao em camundongos.

» Investigacdo do efeito antiulcerogénico gastrice dgidos anacardicos em modelos
experimentais de Ulcera gastrica induzidas porogtabsoluto e indometacina em

camundongos.

» Avaliacdo da participacdo das prostaglandinas, xddodnitrico (NO), dos canais de
potdssio ATP-dependentes Afi€) e do receptor TRPV1 no efeito gastroprotetor dos
acidos anacardicos em modelo de lesfes gastridasidas por etanol em camundongos.

» Avaliacdo dos acidos anacardicos em marcadoresogéstie estresse oxidativo (grupos
sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH), superéxidondigase, catalase, malondialdeido e
oxido nitrico) em modelo de lesBes gastricas irdhszpor etanol em camundongos.

= Avaliacdo de uma possivel atividade antisecretgéisirica dos acidos anacardicos em
modelo de ligadura pilérica em ratos.
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3. MATERIAIS

3.1. Material botanico

As castanhas utilizadas para obtencdo dos acidmsAmticos foram provenientes de
cajus colhidos na Estacdo Experimental de Agroimdidropical da Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), localizada Ramaipaba, Ceara, Brasil, durante a
temporada de 2007. Os pseudofrutos eram proveniegteim cultivo comercial (CCP-76),
cujo material genético é mantido em um banco degglasma da Embrapa. As castanhas
foram separadas manualmente do caju. O Liquidoadeacda castanha (LCC) foi extraido
pelo Departamento de Quimica Organica e InorgatacdFC, sob supervisao da Profa. Dra.

Maria Teresa Salles Trevisan.

Os acidos anacardicos foram fornecidos pela Piofa. Maria Teresa Salles Trevisan,

do Departamento de Quimica Organica e Inorganidar

3.2 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos albinos, Swiss, maghesando entre 25-30g, e ratos
Wistar, machos, pesando entre 150-200g, provemsietide Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC. Estes foram aiconthdos em caixas de polipropileno, a
temperatura de 2422, com ciclos de claro/escuro de 12/12 h, recebemghip padrdo e agua
a vontade. Os animais foram mantidos em jejum tidosopor 18 h, antes da realizagdo dos

experimentos.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité tleaFem Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob nu@&/Q8.



3.3 Aparelhos

Aparelho

Balanca para animais (modelo MF-6)
Balanca analitica (mod. AX-200)
Banho-maria

Centrifuga refrigerada (mod. CT 5500 DR)
Espectrofotdmetro (mod. B582)
Homogeneizador (mod. MA 102)
Paquimetro digital (100.174B)

Pipetas automaticas

3.4 Drogas e Reagentes

Droga e Reagente

Acido acético glacial P.A.

Acido ditio bis-2-nitrobenzdico (DTNB)
Acido etilenodiaminotetracético sal dissodico
Acido fosférico

Acido perclérico

Acido tiobarbiturico

Acido tricloroacético

Alcool etilico absoluto 96%
Capsaicina

Capsazepina

Carragenina

Cimetidina

Cloreto de sédio

Cloreto de potassio
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Origem

Filizola, Brasil
Shimadzu, Japéao
Quimis, Brasil
Cientec, Brasil
Micronal, Brasil
Marconi, Brasil
Digimess, Brasil

Jencons Scientific Inc., USA

Origem

Quimex, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA

Vet&rasil

Cinéti&asil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Hexal, Brasil
Vetec, Brasil

Vetec, Brasil



Diazoxido

Fenolftaleina

Formaldeido P.A.

Glibenclamida

Glutationa reduzida

Hidroxido de sodio
Hidroximetil-aminometano-acido cloridrico
Indometacina

Ketamina (Cloridrato de ketamina - Dopalen®)
L-arginina

L- metionina

Misoprostol (Cytotec®)

Morfina (Sulfato de Morfina - Dimorf®)
N-acetilcisteina

Nitrito de sédio

Nitroblue-tetrazolium (NBT)

N- (1-naphthyl) ethylenediamide dihydrochloride
N-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
Perdxido de hidrogénio

Riboflavina

Sulfanilamida

1,1,3,3- tetrametoxipropano

Tween 80

Xilazina (Cloridrato de xilazina - Rompun®)
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Sigma, USA
Reagen, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, US;
Reagen, Brasil
Sigma, USA
Sigma , USA
Vetbrands, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Continental Pharma, Itélia
Cristalia, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Dinamica, Brasil
Vet&rasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Riedel, Alemanha

Bayer, Bras
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4. METODOS

4.1 Obtencgéo dos acidos anacardicos

Os acidos anacardicos foram isolados Algacardium occidentalel. (cajueiro),
pertencente a familia Anacardiaceae, a partir daild da Casca da Castanha de caju (LCC).
As castanhas foram doadas pelo Dr. Edy Sousa tte (Bmbrapa).

O LCC foi obtido como uma mistura de acidos anacasd cardol e cardanol. Em

seguida, procedeu-se ao isolamento dos acidosrdiasa

O LCC extraido (20g) foi primeiramente dissolvido metanol aquoso a 5% (120 mL)
e hidréxido de calcio (10g) foi adicionado sob agfito. A mistura obtida foi entdo mantida a
50°C, sob agitagao, por 3 horas. A solugéo sobag@doi monitorada por TLCThin layer
chromatography pela auséncia de &cidos anacardicos. O preapéadcardato de calcio foi
filtrado e lavado com metanol. Apds a lavagem, acardato de calcio foi dissolvido em agua
destilada acidificada com HCI 11M. A solucéo foiraida com acetato de etila. A camada de
acetato de etila foi lavada com agua destiladag sebre sulfato anidro e concentrada sob
presséao reduzida, a fim de produzir 12 g de mistaracidos anacardicos, conforme descrito
por Paramashivappet al, (2001). Todas as estruturas foram identificaztaaparando os
dados espectrais e fisicos com os reportados ambenmte na literatura (TREVISARKL al,

2006) e por comparagao direta com amostras awéntic

A obtencéo dos acidos anacardicos foi realizadaegpmartamento de Quimica Organica

e Inorganica da Universidade Federal do CeardRrela. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan.
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4.2 Avaliagéo da atividade antinociceptiva

4.2.1 Teste de contorcbes abdominais induzidas poAcido Acético 0,6% em

camundongos (Koster et al., 1959)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo (2% Tween 80 em salina, 10giLWlo.), acidos anacardicos (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) ou acido acetilsalicilico (AAS, ®5ng/Kg, v.0.). ApOGs 45min dos
tratamentos, os animais receberam uma injecdoperitaneal de &cido acético 0,6%
(10mL/kg). O numero total de contor¢bes abdomif@isieterminado, por um periodo de

20min, comecados a contar 10min apds a administidgacido acético.

4.2.2 Teste da formalina em camundongos (Hunskaar & Holel987)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo, acidos anacardicos (10, 200emg/kg,v.0.) ou morfina (7,5mg/kg,
s.c.). Apds 45 minutos da administracdo do veiouldos acidos anacéardicos e 30 min apés a
administracdo de morfina, a nocicep¢do quimicanfiizida com uma injecdo subplantar de
formalina 1% (2QL/animal) na pata traseira direita. O tempo gastn, segundos, pelo
animal lambendo a pata, foi registrado durantees®@os de 0-5 min (13. fase) e 20-25 min

(22. fase) apos administracdo da formalina.

4.2.3 Teste de placa quente (Eddy & Leimbach, 1953)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 gnf@ré-selecionados pela

passagem individual em placa quente mantida a 8]5£C e aqueles que apresentaram

tempo de reacao (saltar ou lamber as patas trassuperior a 20seg foram descartados.

O tempo de reacgdo foi registrado antes e 30, 6@, 20 min apos a administracao de
veiculo (2% Tween 80 em salina, 10mL/kg, v.o.)désianacéardicos (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) ou morfina (7,5mg/kg, s.c.). O tempo de 45 considerado como tempo maximo de

reacao para prevenir danos nas patas dos animais.
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4.2.4 Teste da Capsaicina (Saadé et al., 2002)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo (2% de Tween 80 em salina L inv.o.) ou acidos anacardicos (30 e
100 mg/kg,v.0.) 45 min antes ou com vermelho déniot (3 mg/ Kg, s.c.) 30 min antes da
injecdo subplantar de capsaicina (gfata; 20 uL) na pata traseira direita e 0 tengsiay
em segundos, pelo animal lambendo a pata, foitrads durante o periodo de 0-5min apos

administracao da capsaicina.

4.3 Avaliacéo da atividade antiinflamatoéria

4.3.1. Edema de pata induzido por carragenina em gsaundongos (Winter et al., 1962)

O edema de pata foi induzido em camundongos Swmiashos, com peso de 25-30 g,
divididos em grupos (n=8), por uma injecao subplade carragenina 1% (Zi@pata) na pata
traseira direita. Veiculo (2% Tween 80 em saliftanil/kg, v.0.), acidos anacardicos (10, 30
e 100 mg/kg, v.0.) ou indometacina (5 mg/kg, v.imdam administrados 45 minutos antes da
carragenina. O edema de pata foi medido com umifatpo digital (100.174B/ Digimess)
nos tempos 1, 2, 3, 4, 5 e 24h apoés a injecdo rdagemina. O edema foi expresso, em mm,
pela diferenca entre a medida da pata nos temp®s3l,4, 5 e 24h e a medida no tempo O

(antes da administracdo da carragenina) .

4.3.2. Granuloma induzido por pellet de algoddo emmamundongos (Winter and Porter,
1957)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo, acidos anacéardicos (30 emi@Bg, v.0.) ou indometacina (5mg/kg,
v.0.) e apds 45min, os animais foram anestesiamnsxdazina (10mg/kg, i.p.) mais ketamina
(90m/kg, i.p.) e realizada uma inciséo na regidsalmnde foram implantados dois pellets de
algodao estéreis, de 20mg cada, um de cada ladeegidao dorsal. O tratamento foi
continuado por um periodo de 7 dias. Ao final dgsriodo, os animais foram sacrificados,

os granulomas dissecados e tomados os pesos Usido €37C por 24h).
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4.4. Avaliagéo da atividade gastroprotetora
4.4.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol em candongos (Robert et al., 1979)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo (2% de Tween 80 em salinaylliXg, v.0.), acidos anacardicos (10, 30
ou 100 mg/Kg, v.0.) ou misoprostol (p@/Kg; v.0.) 45min antes da administracao oral de
etanol absoluto (0,2 mL/animal). Decorridos 30 naipdés o etanolps animais foram
sacrificados, os estdmagos retirados, abertos gralade curvatura e o percentual de area
gastrica lesionada foi determinado com o auxilio W@ programa de planimetria
computadorizada (Imag®J A area ulcerada foi expressa em termos de pegem em

relacdo a érea total do corpo gastrico.
4.4.2 Lesdes gastricas induzidas por indometacinenecamundongos (Rainsford, 1982)

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo, acidos anacardicos (10, 3@0fumg/Kg, v.0.) ou misoprostol (50
ug/Kg, v.0.) 45 min antes da administracdo oral mimetacina (30 mg/kg). Apés 6 h da
administracdo da indometacina, os animais foramifeaclos, os estdbmagos retirados,
instilados com formalina a 5 % por 30 min e, emussiay abertos pela grande curvatura,
lavados em solugao salina 0,9% e a extensdo d#sslési registrada, atribuindo-se escores,
de acordo com a escala de Szabo et al. (1985 dro 1).
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Quadro 1. Determinacéo do indice de lesdes gastricas indszidr indometacina (SZABO
et al., 1985).

Perda de pregas da mucosa 1 ponto
Descoloracao da mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragias 1 ponto

NUmero de petéquias
* até 10 2 pontos
e mais de 10 3 pontos

Intensidade da ulceracéo

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

n= ndumero de Ulceras encontradas

4.4.3 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastraptetor dos &cidos anacéardicos em

modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol eamundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo ou &cidos anacardicos (30mg/Kg) 45min antes ou com L-arginina
(600 mg/Kg, i.p.) ou L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) 30 miantes da administracdo de etanol
absoluto (0,2 mL/ animal, v.0.). Para avaliar o ghaplo Oxido nitrico no efeito
antiulcerogénico dos acidos anacérdicos, foramzestds combina¢des onde L-NAME (20
mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes dos ésié&nacéardicos (30mg/Kg, v.0.) ou L-
arginina (600 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 min danadstracdo do etanabs animais foram
sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos grelade curvatura e analisados como o

descrito anteriormente (item 4.4.1.).

4.4.4 Papel dos canais de potassio ATP-dependeni€arp), no efeito gastroprotetor dos

acidos anacardicos em modelo de lesfes gastricagumnidas por etanol em camundongos



60

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo ou acidos anacardicos (30mg/Kg) 45 min antes ou com diazéxido
(3 mg/kg, i.p.) 30min antes da administracdo oeakthnol absoluto (0,2 mL/ animal). Para
avaliar a possivel participacdo dos canais dgp Ko efeito gastroprotetor dos acidos
anacardicos, foram realizadas combina¢cfes nas qugléenclamida (5 mg/Kg, i.p.) foi
administrada 30 min antes do tratamento com acatwcardicos (30mg/Kg, v.0.) ou
diazoxido (3 mg/kg, i.p.). Apoés 30 min da admiragio do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos grelade curvatura e analisados como o

descrito anteriormente (item 4.4.1.).

4.4.5 Papel das prostaglandinas no efeito gastrofgetor dos acidos anacardicos em

modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol eamundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo, acidos anacardicos (30mgikm) ou misoprostol (5d/Kg, v.0.)
45min antes da administracdo oral de etanol alsq? mL/animal). A indometacina
(10mg/Kg, v.0.) foi administrada 2h antes da adstiatdo dos &cidos anacardicos
(30mg/Kg, v.0.) ou do misoprostol (8Kg, v.0.). Apés 30 min da administracdo do etanol
0os animais foram sacrificados, os estdmagos resradbertos pela grande curvatura e

analisados como o descrito anteriormente (itenij.4.

4.4.6 Papel dos receptores TRPVfo efeito gastroprotetor dos acidos anacéardicos em

modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol eamundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30ididdis em grupos (n=8), foram
tratados com veiculo, &cidos anacéardicos (30mgiy) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.)
45min antes da administracdo oral de etanol alss¢®? mL/animal). A capsazepina (5
mg/Kg, i.p.) foi administrada 30 min antes do tna¢ato com acidos anacardicos (30mg/Kg,
v.0.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.). Decorridds rBin da administracdo do etanol, os
animais foram sacrificados, os estdmagos retiraadmestos pela grande curvatura e analisados
como o descrito anteriormente (item 4.4.1.).
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4.5. Avaliacdo dos acidos anacardicos em marcadorgastricos de estresse oxidativo em

camundongos

4.5.1 Grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) @llak & Lindsay, 1968)

Para avaliar uma possivel acdo antioxidante notoefgastroprotetor dos acidos
anacardicos, grupos de camundongos Swiss (n=8)hava@5-30g, foram tratados com
veiculo ou acidos anacardicos (30mg/Kg, v.0.) 4B amtes ou N-acetilcisteina (750 mg/Kg,
v.0.) 60 min antes da administracdo oral de etabsbluto (0,2 mL/animal). Um grupo
tratado apenas com solucéo salina 0,9% foi inclo@estudo. Apds 30 min da administracao
do etanol, os animais foram sacrificados e seuBmegjos retirados. A porcao glandular de
cada estdbmago foi removida e homogeneizada com BIDO2M gelado, para preparacdo do
homogenato a 10%. Em seguida, foi adicionada aaligaota de 4 mL do homogenato, 3,2
mL de agua destilada e 0,8 mL de acido triclorbe@és0% e entdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume deLZoi entdo retirado do sobrenadante
e adicionado 4 mL de tampéao Tris 0,4 M, pH 8,9 @ dl0de DTNB 0,01 M. A absorbancia
foi medida dentro de 5 min a 412 nm. A concentrag#blP-SH foi calculada através de uma
curva padréo de glutationa reduzida (GSH) e odteslas expressos epg de NP-SH/g de
tecido.

4.5.2 Malondialdeido

A peroxidacdo lipidica da mucosa gastrica foi deiteada por estimacdo do
malondialdeido (MDA) usando o teste do acido tibltarico (Agar et al., 1999). A mucosa
gastrica foi homogeneizada em tampéo KCl 10% (ghl para preparacdo do homogenato a
10%. 250uL do homogenato foi incubado em banho maria a JEC60 min. Apods a
incubacgédo, adicionou-se 4QQ de acido perclorico 35% e as amostras foram ifegadas a
14000 rpm por 10 min. A 60QL do sobrenadante foram adicionados 200de acido
tiobarbitdrico 1,2%. A mistura foi levada a banharm a 95-100°C por 30 min. Em seguida,
a solucdo foi retirada e colocada a temperaturaiesmt#) A leitura da absorbancia foi
realizada a 532 nm. A curva padrdo foi obtida usafdl,3,3-tetrametoxipropano. Os

resultados foram expressos como nanomoles de MDArama de tecido (nmol/g tecido).
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4.5.3 Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi medida de acardm o método descrito por Aebi,
1994. 2@L do homogenato gastrico a 5% em tampédo fosfatankb0pH 7) foram
adicionados a 2 mL de tampéao fosfato de potas€imib pH 7) contendo ¥, 10mM. A
atividade da catalase foi definida como a quané&dada enzima requerida para decompor 1
nmol de HO, por minuto, a 25 °C e pH 7. A absorbancia foi kta espectrofotdmetro a 230
nm. Os resultados foram expressos como milimols maruto por grama de tecido

(mmol/min/g tecido).

4.5.4 Superdéxido dismutase

A atividade da superoéxido dismutase (SOD) na mugastrica foi determinada como
descrito por Beauchamp e Fridovich, 1971. Os egjoséoram homogeneizados em tampao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) para obtencdomddiomogenato a 10% e centrifugados
a 3600 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadanteticado e centrifugado novamente (20
min, 12000rpm, 4°C). Numa camara escura, forantungidos 1mL do meio de reacédo
(tampdao fosfato de potassio 50mM, 100nM EDTA e ltiomena 13mM pH 7,8), 1Q@L da
amostra (sobrenadante), 150do NBT 750uM e 300 uL de riboflavina 2M. Os tubos
contendo a solucdo obtida foram expostos a lamfladeescente (15W) por 15minutos. A
absorbancia foi medida a 560 nm. Os resultadosnfesgressos em unidades da enzima, que

é a quantidade de SOD necesséria para inibir adaxeducdo do NBT em 50%.

4.5.5 Nitrato/nitrito

Os niveis gastricos de 6xido nitrico foram medidosio niveis totais de nitrato/nitrito
com uso do reagente de Griess (Green et al., 1@82¢stdbmagos foram homogeneizados em
tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) parangdi@ de um homogenato a 10% e
centrifugados a 11,000gpor 15 minutos a 4°C. 1QQ. do sobrenadante foram misturados a
100 puL do reagente de Griess (0,1% N-(1-naphthyl) etigdgamide dihydrochloride, 1%
sulfanilamida em &cido fosforico 5%) e ap6s 10 nuswa absorbancia foi medida a 540nm.

A curva padrdo foi obtida usando nitrito de sodbds resultados foram expressos como
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micromols nitrato/nitrito por grama de proteinacéncentracdo de proteina nas amostras foi
determinada pelo ensaio de Bradford, 1976.

4.6. Avaliacdo da secrecdo acida gastrica pelo métode ligadura do piloro em ratos

(Reitman et al., 1970)

Para avaliar uma possivel atividade antisecreg@strica dos acidos anacardicos, ratos
Wistar, machos, pesando entre 150- 200g, em jegimotidos de 12 h, com livre acesso a
solugéo de glicose 5%, foram anestesiados comindlg20 mg/Kg, i.p.) mais ketamina (90
mg/Kg, i.p.), fixados em decubito dorsal e realgadma incisdo de 2 cm na regido
epigastrica, o estbmago foi localizado e o pilamaaado. Veiculo, acidos anacardicos (30
mg/Kg) ou cimetidina (100 mg/Kg) foram administradgor via intraduodenal, em um
volume de 2,5 mL/Kg, imediatamente apds a ligadlaagiloro. Transcorridas 4 horas da
cirurgia, os animais foram sacrificados, a cardiaainarrada para evitar perda do material
secretado e o estdbmago foi removido. O estdmagtavaido em agua destilada, seco com
papel de filtro e mantido em béquer sobre placgedie O estbmago foi seccionado ao longo
da grande curvatura, e 0 suco gastrico recolhidéubm de ensaio imerso em gelo. Os tubos
foram centrifugados a 3500 rpm por 30 min. O sddmante do suco gastrico foi transferido
para uma proveta e o volume foi verificado. A azidetal foi determinada através de

titulacdo com NaOH 0,1N utilizando fenolftaleinarmindicador acido-basico.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como medlieerro padrdo da média (EPM). Para
comparacao multipla dos dados paramétricos, fozadia a analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Student Newman Keul. Para dasda@o-paramétricos, os resultados
foram expressos como mediana (minimo - maximo) adisatos pelos testes de Kruskall-

Walllis e Dunn. Valores de p < 0,05 foram considesagstatisticamente significativos.
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RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencéo e identificacdo dos acidos anacardicos

A obtencdo dos &cidos anacérdicos a partir de 8@ fjquido da casca da castanha
(LCC) produziu 12 g da mistura de acidos anacasdiooque corresponde a um rendimento
de 60%.

As estruturas dos &cidos anacardidegyra 8) foram identificadas por comparacéao de
dados espectrais e fisicos com os reportados ambenmte na literatura (TREVISARKL al,

2006), e por comparacéao direta com amostras aca8nti

OH
COxH

12 14

Figura 8 - Acidos anacérdicos



66

6.2 Estudo da atividade antinociceptiva

6.2.1 Teste de contor¢cbes abdominais induzidas pécido acético 0,6% em camundongos

A Tabela 1e aFigura 9 demonstram o efeito antinociceptivo da adminisimagral dos
acidos anacardicos no teste de contor¢Bes abdaniimhizidas por &cido acético 0,6% em
camundongos. Os acidos anacardicos nas doses d#0 16,100 mg/Kg, v.o., reduziram
significativamente (p<0,05) o niumero de contorg®sominais para 33,43+6,30; 28,14+5,35
e 26,57%2,84 contor¢cdes abdominais/20 min, resmeunte, correspondendo a uma inibicdo
de 33, 44 e 47% quando comparados ao veiculo (B®4% contor¢des abdominais/20 min).

O acido acetilsalicilico (AAS, 250 mg/Kg, v.0.), usacomo controle positivo, reduziu
significativamente (p<0,05) o nimero de contorg@@dominais induzidas pelo &cido acético
de 50,2516,45 (veiculo) para 15,17+4,97 contorcéiedominais/20 min, mostrando uma
reducao de 70%.

6.2.2 Teste da formalina em camundongos

O efeito dos acidos anacardicos no teste de nag@oemduzida por formalina, em

camundongos, esta demonstradd abela 2e naFigura 10.

Os acidos anacardicos nas doses de 30 e 100 mg/Kg, reduziram de forma
significativa (p<0,05) o tempo de lambedura da pad#a 12 fase do teste (0-5 min),
representando uma reducado de 29,2 e 35,8%, respeetite, quando comparados ao grupo
veiculo. Na 22 fase do teste (20-25 min), as dageslO, 30 e 100 mg/Kg de acidos
anacardicos reduziram significativamente o temptaddedura da pata quando comparadas
ao grupo veiculo, apresentando uma reducao de249),74%, respectivamente.

A morfina, analgésico opidide usado como controktpro, reduziu significativamente
(p<0,05) o tempo de lambedura da pata nas duas &mdisadas, obtendo uma reducéo de

93% na 12 fase e de 95% na 22 fase, quando comapavagtupo veiculo.
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Tabela 1 — Efeito dos &acidos anacardicos no teste dontor¢bes abdominais induzidas
por acido acético 0,6% em camundongos.

Grupos Dose , via Numero de contor¢cbes

abdominais/20 min

Veiculo - 50,25 + 6,45
Acidos anacérdicos 10 mg/Kg; v.o. 33,43+£6,30*
30 mg/Kg; v.o. 28,14 +535*
100 mg/Kg; v.o. 26,57 +284+*
Acido acetilsalicilico 250ng/Kg ; v.o. 15,17 £4,97*

Os valores estdo expressos como média + erro patframédia (E.P.M) do numero de
contorcbes abdominais em 20 minutos de observad@iculo (2% Tween 80 em salina,
10mL/kg, v.0.), acidos anacardicos (10, 30 e 100kgigv.0.) e acido acetilsalicilico (250
mg/Kg,v.0.) foram administrados 45min antes dacige intraperitoneal de acido acético
0,6% (10mL/Kg). *p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste 8tudent Newman Keul).
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Veiculo Acidos anacardicos AAS

Figura 9 — Efeito dos acidos anacardicos no testee c¢ontorcbes abdominais induzidas

por acido acético 0,6% em camundongos/eiculo (2% Tween 80 em salina, 10mL/Kkg,
v.0.), acidos anacardicos (10, 30 e 100 mg/kg,) woacido acetilsalicilico (AAS, 250

mg/Kg,v.0.) foram administrados 45min antes daciije intraperitoneal de acido acético
0,6% (10mL/Kg). Os valores representam a média R.NE. do numero de contor¢des
abdominais obtidas em um periodo de 20min, comecaalocontar 10min apos a
administracdo do acido acético. *p<0,05 vs veiddlNOVA e Teste de Student Newman
Keul)
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Tabela 2 — Efeito dos acidos anacérdicos no testa fbrmalina em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg; via) Tempo de lambedura da pata
(segundos)

12 fase 22 fase

Veiculo - 84,38 13,85 60,63 15,42
Acidos anacardicos 10; v.o. 71,50 #4,35 36,17 £3,47 *
30; v.o. 59,71 15,86 * 35,43 £5,17 *
100; v.o. 54,14 48,56 * 17,38 5,93 *
Morfina 7,5; s.c. 6,12 +2,78 * 3,12 +221*

Os valores estdo expressos como media + erro pathameédia (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em segundos. Os acidos anacalicoveiculo foram administrados 45
min antes e a morfina 30 min antes da injecédo dedlina 1% (2QlL/animal) na pata traseira
direita. O tempo gasto, em segundos, pelo animabéado a pata foi registrado durante os
periodos de 0-5 min (13 fase) e 20-25 min (2%)fapds administracdo da formalina.
*p<0,05 veiculo (ANOVA e Teste de Student Newmasuk

100+ [ 12fase
-I- 3 22fase
© 80+
& T
=P * *
(Ol
£ eof | |rh T T
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g . *
S 407 I T
5
2 *
201 T
I* *
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10 30 100 75 mg/kg
Veiculo Acidos anacérdicos Morfina

Figura 10 - Efeito dos acidos anacardicos no teste da formalinam camundongos.
Veiculo (2% Tween 80 em salina, 10mL/kg, v.0.) olds anacardicos (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) foram administrados 45min antes e morfind (Ag/Kg, s.c.) 30 min antes da injecao
subplantar de formalina 1% (20/animal) na pata traseira direita. Os valoreseagg@ntam a
média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata, gomsles (seg), observado de 0-5 min (12
fase) e de 20-25 min (22 fase), apos a injecammaalina. * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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6.2.3 Teste da placa quente em camundongos

O efeito dos acidos anacardicos no teste da plaeate, em camundongos, esta

demonstrado n@iabela 3e naFigura 11.

Os acidos anacardicos, nas doses de 10, 30 e 1@Rgmyg.0., prolongaram
significativamente o tempo de reacdo a placa queatégempo de 120 minutos apOs 0s
tratamentos. A dose de 100 mg/Kg foi eficaz emagogar o tempo de reacédo a placa em
todos os tempos analisados. A morfina (7,5 mg/ @), utilizada como controle positivo,
prolongou significativamente o tempo de reacdo @cglquente, em todos os tempos

analisados.

6.2.4 Teste da capsaicina em camundongos

O efeito dos acidos anacardicos no teste de na@oemduzida por capsaicina, em
camundongos, esta demonstradd abela 4e naFigura 12.

Os acidos anacardicos nas doses de 30 e 100 mgikgreduziram de forma
significativa o tempo de lambedura da pata apésjetdo intraplantar de capsaicina. O
vermelho de ruténio, utilizado como controle pesitireduziu significativamente (30,17 +

4,55 seg) o tempo de lambedura da pata quando cadwpao grupo veiculo (66,43 *+ 7,45
seq).
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Tabela 3 — Efeito dos acidos anacéardicos no testa dlaca quente em camundongos.

Tempo de Grupos
Curso (min) Veiculo AA 10 AA 30 AA 100 Morfina
0 18,00+1,18 18,00+195 1838+3,19 19,83+0,67 18,13+1,31
30 16,00£0,63 17,60+1,08 20,00+2,03 25,33+£3,44* 27,10%2,10*
60 1588+1,72 1888+1,44 17,33+150 21,50+£1,20* 29,20+ 1,00*
a0 17,83+0,80 20,57+252 22,75+198 27,86+ 3,16* 28,00+ 1,87*
120 16,43+1,70 23,43+1,27* 23,88+1,44* 24,33 +2,65* 25,00+1,57*

Os valores estdo expressos como média + erro pddréwédia (E.P.M.) do tempo de reagéo
a placa quente em segundos. O tempo de reacamidogsa placa quente foi avaliado antes
e 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s os tratamentosan®sais receberam veiculo, &cidos
anacardicos (AA; 10, 30 e 100 mg/Kg, v.0.) ou mma&fi(7,5 mg/Kg, s.c.). Os dados
representam a média EPM. * p<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e Teste dtudent
Newman Keul).
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Figura 11 - Efeito dos acidos anacardicos no teste da placa gque em camundongos.
Veiculo (2% de Tween 80 em salina, 10mL/kg, vAdidos Anacéardicos (AA; 10, 30 e 100
mg/ Kg, v.0.) e morfina (7,5 mg/Kg, s.c.) foram adistrados, e o tempo de reacdo dos
animais a placa quente foi avaliado antes, 3096@, 120 minutos apds esses tratamentos. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M. doatempeacdo, em seg. * p<0,05 vs grupo
veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 4 — Efeito dos &cidos anacérdicos no testa dapsaicina em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg, via) Tempo de lambedura
da pata (seg)/5min

Veiculo - 66,43 + 7,45

Acidos anacardicos 30, v.o. 59,00 + 7,21
100, v.o. 60,17 £ 9,11

Vermelho de ruténio 3, s.C. 30,17 + 4,55*

Os valores estdo expressos como media + erro pathameédia (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em segundos. Os acidos anacalicoveiculo foram administrados 45
min antes e o vermelho de ruténio 30 min antesjegdo de intraplantar de capsaicina 1,6 pug
(20 pL). O tempo gasto, em segundos, pelo animabéndo a pata foi registrado durante 5
min apds administracdo da capsaicina. Os dadoss@&pam a média EPM. * p<0,05 vs
grupo veiculo (ANOVA e Teste de Student NewmanlKeu
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Figura 12 — Efeito dos acidos anacardicos no testta capsaicina em camundongos.
Acidos Anacardicos (30 e 100 mg/ Kg, v.0.) e VEic(% de Tween 80 em salina,
10mL/kg, v.0.) foram administrados 45 min ante¥eemelho de Ruténio (Verm. de ruténio,
3 mg/ Kg, s.c.) 30 min antes da capsaicina. O grapresenta o tempo que o animal lambe
a pata (em seg), durante 5 minutos, apos a injeg@plantar de capsaicina 1,6 pug (20 pL).
Os dados representam a médi&PM. * p<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).
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6.3 Estudo da atividade antiinflamatéria

6.3.1 Edema de pata induzido por carragenina em camdongos

O efeito dos acidos anacérdicos no edema de pdtazidto por carragenina, em
camundongos, esta demonstradd abela 5e naFigura 13.

Os acidos anacardicos nas doses de 30 e 100 mgtiKgiram significativamente o
edema de pata na 22 hora ap0s a inje¢do de camagera 0,74+0,05mm e 0,65+0,02mm
respectivamente, quando comparados ao grupo ve{0i8@+0,07mm), correspondendo a
uma inibicdo de 20 e 29 %. Na 42 hora ap0s a injde&arragenina, as doses de 10, 30 e 100
mg/Kg reduziram de forma significativa o edema @@i+0,03; 0,76+0,03 e 0,70+£0,03mm
(30, 30 e 36% de reducdo) respectivamente, quarmoparadas ao grupo veiculo
(1,09+0,03mm). Os acidos anacardicos, nas dosé&8,dg0 e 100 mg/Kg também reduziram
de forma significativa o edema de pata na 52 hara 9§,65+0,03; 0,64+0,03 e 0,63+0,03mm
(27; 28 e 29% de reducdo), respectivamente, quarmoparados ao grupo veiculo
(0,89+£0,07mm). O efeito dos acidos anacéardicoedagdo do edema de pata, com as doses
de 10, 30 e 100 mg/Kg, também foi observado neh@v® apos a inducéo pela carragenina,
com reducbes de 9; 10 e 34% respectivamente, quaoadparados ao grupo veiculo
(1,07+0,02mm).

A indometacina, um antiinflamatério nao-esteroidaada como controle positivo,
reduziu de forma significativa o0 edema de pata daaomparada ao grupo veiculo, em todos

0s periodos de observacao.



Tabela 5 — Efeito dos acidos anacéardicos no edemea plata induzido por carragenina em camundongos.
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Grupo Doselvia Tempo (h)
1 2 3 4 5 24
Veiculo 0,70+0,06 0,92+0,07 1,04+0,04 1,09+0,03 890,07 1,07+0,02
Acidos anacéardicos 10, v.o. 0,54+0,05 0,790,04 44003 0,76+0,03* 0,65+0,03* 0,97+0,04*
30, v.o. 0,53+0,04 0,74+0,05* 1,03+0,02 0,76%0,03* 0,64+0,03* 0,96+0,03*
100, v.o. 0,58+0,03 0,65+0,02* 1,03+0,04 0,70+6,03 0,63+0,03* 0,94+0,01*
Indometacina 5, v.o. 0,35+0,05* 0,63+0,04* 0,8243,0 0,70+0,02* 0,61+0,03* 0,71+0,03*

Os valores estdo expressos como média + erro padréwédia (E.P.M) do edema de pata, em mm. A irmdgdedema foi realizada pela

injecdo subplantar de carragenina 1%u&fata) na pata traseira direita. Veiculo (2% Tw88rem salina, 10mL/kg, v.0.), acidos anacardicos

(10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou indometacina (5 mgikg.) foram administrados 45 min antes da camage O edema foi expresso, em mm,

pela diferenca entre a medida da pata nos temp8@s314, 5 e 24h e a medida no tempo 0. Os dagoesentam a médiak.P.M. * p<0,05 vs

grupo Veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul
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Figura 13 - Efeito dos acidos anacardicos no edema de pata irmido por carragenina

em camundongosVeiculo (2% de Tween 80 em salina, 10mL/kg, v.Adidos Anacéardicos
(AA; 10, 30 e 100 mg/ Kg, v.0.) e indometacina (IND5mMg/Kg, v.0.) foram administrados
45 min antes da inducdo do edema por carrageniredea de pata foi medido com um
Paquimetro digital (100.174B/ Digimess) 1, 2, 354e 24h apls a injecdo subplantar de
carragenina 1% (20uL/pata). O edema foi expressanm, pela diferenca entre a medida da
pata nos tempos 1, 2, 3, 4, 5 e 24h e a medidampa O (antes da carragenina). Os valores
estdo expressos como meédia £ E.P.M. do edema degmatmm. * p<0,05 vs grupo Veiculo
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.3.2. Granuloma induzido por pellet de algodado emamundongos

O efeito antiinflamatorio dos acidos anacardicosnualelo do granuloma induzido por

pellet de algoddo em camundongos esta mostradiabvela 6e naFigura 14.

Os acidos anacardicos nas doses de 30 e 100 mg/Kg, reduziram de forma
significativa em 13% e 17%, respectivamente, o pes@o, assim como em 13% e 16%,

respectivamente, o peso seco dos pellets de alggdando comparado ao grupo veiculo.

A indometacina, usada como controle positivo, radde forma significativa os pesos

umido e seco dos pellets, em 25 % e 16 %, respectnte.
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Tabela 6 - Efeito dos acidos anacardicos no granuloma induzidpor pellet de algodao

em camundongos.

Grupos Dose (mg/Kg, via) Peso dos pellets (mg)
Umido Seco
Veiculo - 264,2 + 13,09 61,99 + 2,94
Acidos anacardicos 30, v.o. 230,9 +6,68 * 5420+1,86*
100, v.o. 220,6 £ 8,54 * 52,00 +£1,95*
Indometacina 5, v.o. 197,2 +4,70 * 51,85+1,71*

O resultado representa os pesos Umido e seco lieis pagpds 7 dias de tratamento. Os dados
representam a média EPM. Veiculo (2% de Tween 80 em salina, 10mL/k@,)y acidos
anacardicos (30 e 100 mg/ Kg, v.0.) e indometa@nag/Kg, v.0.) foram administrados por

7 dias. * p<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e TesteStadent Newman Keul).
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Figura 14 — Efeito dos acidos anacardicos no grarmha induzido por pellet de algodéo

em camundongosAcidos Anacérdicos (30 e 100 mg/ Kg, v.0.), Indtasma (5 mg/Kg,
v.0.) ou Veiculo (2% de Tween 80 em salina, 10mLikg.) foram administrados, e apos
45min, os animais foram anestesiados com xilazlfleng/kg, i.p.) e ketamina (90mg/kg,
I.p.), e realizada uma incisdo na regido dorsah [maplantacdo de dois pellets de algodéao
estéreis, de 20mg cada. O tratamento foi continyelo/ dias. Ao final desse periodo, 0s
animais foram sacrificados e tomados os pesos Umisieco (37T por 24h) dos pellets. O
resultado representa 0s pesos Umido e seco desspelpos 7 dias de tratamento. Os dados

representam a média EPM. * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Studdlwman
Keul).
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6.4. Avaliacéo da atividade gastroprotetora

6.4.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol em candongos

O efeito gastroprotetor dos acidos anacardicos oteto de lesbes gastricas induzidas
por etanol estd mostrado habela 7e naFigura 15.

Os animais que receberam apenas veiculo mostraads, a administracdo oral do
etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucssa@adOs acidos anacardicos nas doses de
10, 30 e 100 mg/kg, v.o., reduziram de forma sigaiiva 0 percentual de area ulcerada para
15,30 £ 0,93; 7,46 + 0,86 e 3,52 + 0,46%, respentente, quando comparado ao grupo
controle (20,49 £ 2,28 %), o que corresponde a amgntual de inibicdo de 25, 64 e 83 %,

respectivamente.

O misoprostol (50g/Kg, v.0), usado como controle positivo, reduZgngicativamente
as lesbes gastricas (7,62 £ 0,56 %), quando couipa@grupo controle (20,49 + 2,28 %), o
que corresponde a uma reducéo de 63 %.

6.4.2 Lesdes gastricas induzidas por indometacinenecamundongos

O efeito gastroprotetor dos acidos anacardicos odefo de lesdes gastricas induzidas

por indometacina esta mostradoTrebela 8e naFigura 16.

Os animais que receberam apenas veiculo mostrajads, a administracdo oral da
indometacina (30 mg/Kg), elevado indice de les&iriga com base nos escores obtidos a
partir da escala de Szabo et al. (1985). Os aadasardicos, nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg, v.0., onde as medianas relacionadas aosessabtidos foram 41,6 (34,0 a 53,0), 30,8
(17,00 a 38,0) e 26,2 (17,0 a 35,0), respectivameatiuziram de forma significativa o indice
de les&o gastrica em comparacdo com o grupo cergud, por sua vez, apresentou mediana
52,7 (35,0 a 68,0).

O misoprostol reduziu de forma significativa o tedide lesdo gastrica, apresentando

mediana de 20,4 (13,0 a 31,0), em comparacao ao gantrole 52,7 (35,0 a 68,0).
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Tabela 7 - Efeito gastroprotetor dos acidos anacardos no modelo de lesdes gastricas
induzidas por etanol em camundongos.

Grupos Dose, via Area géstrica ulcerada (%)
Veiculo - 20,49 + 2,28
Acidos anacérdicos 10 mg/Kg, v.o. 15,30+ 0,93 *

30 mg/Kg, v.o. 7,46 £ 0,86 *

100 mg/Kg, v.o. 3,562+0,46 *
Misoprostol 5@y/Kg, v.o. 7,62 £ 0,56

Os dados representam a medi&PM. Camundongos foram tratados com veiculo (2% d
Tween 80 em salina, 10mL/kg, v.0.), acidos anacéasd{10, 30 e 100 mg/ Kg, v.0.) ou
misoprostol (50g/Kg; v.0.) 45 min antes da administracdo de etamo$oluto (0,2
ml/animal). O percentual de area gastrica lesiorfad@eterminado com o auxilio de um
programa de planimetria computadorizada (Im&gep<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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Figura 15 - Efeito gastroprotetor dos acidos anacéardicos no medb de lesdes gastricas
induzidas por etanol em camundongosVeiculo (2% de Tween 80 em salina, 10mL/kg,
v.0.), &cidos anacérdicos (10, 30 e 100 mg/ Kg)wo misoprostol (5/Kg , v.0.) foram
administrados 45 min antes da administracdo delkesdsoluto (0,2 ml/animal). O percentual
de &rea gastrica lesionada foi determinado comxdi@awe um programa de planimetria
computadorizada (Imag®J Os dados representam a médig.P.M. *p < 0,05 vs veiculo
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 8 - Efeito gastroprotetor dos acidos anacardos no modelo de lesdes gastricas

induzidas por indometacina em camundongos.

Grupos Dose , via Escores de lesdo gastrica
Veiculo - 52,7 (35,0 - 68,0)
Acidos anacérdicos 10 mg/Kg, v.o. 41,6 (34,0 -53,0) *

30 mg/Kg, v.o. 30,8 (17,0 - 38,0) *

100 mg/Kg, v.o. 26,2 (17,0-35,0) *
Misoprostol 5dy/Kg , v.o. 20,4 (13,0-31,0) *

Os valores estdo expressos como a mediana (miniméxino) do indice de lesdo gastrica.
Acidos Anacérdicos (10, 30 e 100 mg/ Kg, v.0.), & (2% de Tween 80 em salina,
10mL/kg, v.0.) ou Misoprostol (5@/Kg , v.0.) foram administrados 45 minutos antas d
administracdo de indometacina (30 mg/Kg, v.0.).a@@snais foram sacrificados 6h apds a
administracdo da indometacina. Foram utilizadosiighais por grupo. *p<0,05 vs veiculo
(Kruskall Wallis e Teste de Dunn).
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Figura 16 - Efeito gastroprotetor dos acidos anacdlicos no modelo de lesdes gastricas
induzidas por indometacina em camundongo®©s valores representam a mediana (maximo
— minimo) do indice de lesdo gastrica. Veiculo @%Iween 80 em salina, 10mL/kg, v.0.),
acidos anacardicos (10, 30 e 100 mg/ Kg, v.0.) asopnostol (5@g/Kg, v.0.) foram
administrados 45 minutos antes da administracaindemetacina (30 mg/Kg, v.0.). Os
animais foram sacrificados 6h apds a administral@ondometacina. Foram utilizados 8
animais por grupo. *p<0,05 vs veiculo (Kruskall Wsaé Teste de Dunn).
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6.4.3 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastraptetor dos acidos anacardicos em
modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol @amundongos.

Os éacidos anacéardicos (30 mg/Kg, v.0.) reduziranfod®a significativa (p<0,05) o
percentual de area gastrica lesionada (6,10 = 0,%fifando comparado ao grupo veiculo
(22,70 £ 0,54%). Os animais tratados com L-NAME {20/Kg, i.p.), um inibidor nao
seletivo da Oxido Nitrico Sintase (NOS), ndo apresam diferenca significativa (p>0,05)
no percentual de area gastrica ulcerada (23,365°4), quando comparado ao grupo controle
(22,70 = 0,54%). O efeito gastroprotetor dos acidoscardicos (30 mg/Kg, v.o.) foi
bloqueado (17,87 + 3,48 %) de forma significatipa(@,05) na presenca do L-NAME (20
mg/Kg, i.p.). L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.), um anaacido que € substrato para a sintese de
oxido nitrico, reduziu de forma significativa (p€B), cerca de 55 % do percentual de area
géstrica ulcerada (10,22 + 1,56 %), quando compaaadyrupo controle (22,70 £ 0,54%). L-
NAME (20 mg/Kg, i.p.) reverteu (18,74 + 1,32 %)gmificativamente (p<0,05), o efeito
gastroprotetor da L-Arginina (600 mg/Kg, i.p.). @sultados obtidos com a avaliacdo do
papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotedos acidos anacardicos, no modelo de

Ulcera gastrica induzida por etanol, podem serrghdes nalabela 9e Figura 17.
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Tabela 9 - Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroproteto dos acidos

anacardicos em modelo de lesdes gastricas induzigas etanol em camundongos.

Grupos Dose Area géstrica

(mg/Kg, via) ulcerada (%)

Controle (Veiculo) - 22,70 £ 0,54
Acidos anacardicos 30, v.o. 6,10 £ 0,96
L-arginina 600, i.p. 10,22 + 1,56
L-NAME 20, i.p. 23,36 + 1,05
L-NAME + Acidos anacardicos 20, i.p. + 30, v.o. 17,87 + 3,48
L-NAME + L-arginina 20, i.p. + 600, i.p. 18,74 + 1,32

Os valores estdo expressos como media + erro pddrawedia (E.P.M.) da percentagem de
area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 8Balima, v.0.) ou acidos anacardicos (30
mg/Kg, v.0.) foram administrados, 45 min antes &JAME (20 mg/Kg, i.p.) ou L-arginina
(600 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da administracéd deaetanol absoluto (0,2mL/animal). Nas
combinacgdes, L-NAME foi administrado 15 min antes dcidos anacardicos ou L-arginina.
Os animais foram sacrificados 30 min apos a adtragido do etanol absoluto. Foram
utilizados 8 animais por grup®<0,05 vs veiculo’p<0,05 vs acidos anacardics<0,05 vs
L-Arginina (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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Figura 17 - Papel do éxido nitrico (NO) no efeito @stroprotetor dos &cidos anacérdicos
em modelo de lesdes gastricas induzidas por etareoh camundongosVeiculo (2 % de
Tween 80 em salina, 10 mL/Kg, v.0.) ou acidos arthcas (AA, 30 mg/Kg, v.0.) foram
administrados 45 min antes e, L-NAME) mg/Kg, i.p.) ou L-arginina (600 mg/Kg, i.p.0Q 3
min antes da administragéo d&nol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). L-NAME (2(yfdg,
i.p.) foi administrado 15 min antes dos AA (30 mg/Kg, v.a)Learginina (600 mg/Kg, i.p.).
Os valores representam a médi& P.M. da percentagem de area gastrica ulceradamFo
utilizados 8 animais por grupp<0,05 vs veiculd’p<0,05 vs &cidos anacardicdp<0,05 vs
L-Arginina (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.4.4 Papel dos canais de potassio ATP-dependentéarr) no efeito gastroprotetor dos

acidos anacardicos em modelo de lesfes gastricagumidas por etanol em camundongos

Os resultados do papel dos canais de potassio eitm efastroprotetor dos éacidos

anacardicos, podem ser observado$aitzela 10eFigura 18.

Os acidos anacéardicos reduziram de forma sign¥eaip<0,05), cerca de 70% do
percentual de lesédo gastrica (6,14+0,26 %) quamioparado ao grupo controle veiculo
(20,43+2,69 %). O efeito gastroprotetor dos acatwecardicos foi bloqueado (12,84+1,57 %)
de forma significativa (p<0,05) na presenca deeglttamida (5 mg/Kg, i.p.), um bloqueador
de canais de potassio ATP-dependentes. Diazoxidw(Bg, i.p.), que promove a abertura de
canais de Krp, reduziu significativamente (p<0,05) o percenti@larea gastrica ulcerada
(6,0+0,60 %), quando comparado ao grupo veiculgi@%2,69 %), o que corresponde a um
percentual de inibicdo de aproximadamente 71 %lifemclamida (5 mg/Kg, i.p.) reverteu
(20,68+0,96 %) de forma estatisticamente signitieaip<0,05) o efeito gastroprotetor do
diazoxido (3 mg/kg, i.p.).
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Tabela 10 - Papel dos canais de potassio ATP-dependentesafK), no efeito
gastroprotetor dos acidos anacardicos em modelo desbes gastricas induzidas por
etanol em camundongos.

Grupos Dose Area gastrica

(mg/Kg, via) ulcerada (%)

Controle (Veiculo) - 20,43 £ 2,69
Acidos anacardicos (AA) 30, v.o. 6,14 + 0,26
Diazoéxido 3,i.p. 6,0 + 0,60
Glibenclamida + AA 5,i.p. + 30, v.0. 12,84 + 1,57
Glibenclamida+ Diazéxido 5,i.p. +3,i.p. 20,68 + 0,96

Os valores estao expressos como média = erro pathamédia (E.P.M.) da éarea
gastrica ulcerada (%). Veiculo (2% de Tween 80 elma v.0.), acidos anacardicos
(AA, 30 mg/Kg, v.0.) ou diazoxido (3 mg/Kg, i.p9ram administrados 45min antes da
administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animalv@libenclamida (5 mg/Kg, i.p.)
foi administrada 30 min antes dos acidos anacadicodiazoxido. Os animais foram
sacrificados 30 min ap0s a administracdo do etdrarlam utilizados 8 animais por
grupo. 3<0,05 vs veiculo’p<0,05 vs acidos anacardicom< 0,05 vs diazéxido
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

’0\3 C
Pt T 1
© 20-
o
Q b
S 157 T
S
'S 101
@ a _a
o
<L
0
K 5 ' 5 mg/Kg
Veiculo Glibenclamida Glibenclamida
30 3 mg/Kg
Acidos anacérdicos Diazéxido

Etanol absoluto

Figura 18 - Papel dos canais de potassio ATP-dependentes a{K), no efeito

gastroprotetor dos acidos anacardicos em modelo desdes gastricas induzidas por
etanol em camundongosVeiculo (2% de Tween em salina, 10 mL/Kg, v.0.)idés

anacardicos (30 mg/Kg, v.0.) ou diazoxido (3 mg/Kg,) foram administrados 45 min antes
da administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Glibenclamida foi administrada 30
min antes do tratamento com acidos anacardicosaadxddo. Os animais foram sacrificados
30 min ap6s a administracdo do etanol. Os valoepsesentam a média + E.P.M. da
percentagem de area gastrica ulcerada. Foramadtiiz 8 animais por grup<0,05 vs

veiculo;®p<0,05 vs Acidos anacardicdp< 0,05 vs diazéxido (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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6.4.5 Papel das prostaglandinas no efeito gastropetor dos &cidos anacardicos em

modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol @amundongos.

Os resultados obtidos com o modelo que avalia elpdgs prostaglandinas no efeito

gastroprotetor dos acidos anacardicos estdo deradostnalabela 11e Figura 19.

Os animais do grupo controle, 0s quais receberamnasp veiculo antes da
administracdo oral do etanol absoluto, apresentaatenso percentual de area gastrica
ulcerada (20,65 + 1,00 %). Acidos anacardicos (3K, v.0.) reduziram de forma
significativa (p<0,05) o percentual de lesdo géat(b,46 +0,92 %) em comparagcdo com o
grupo controle (20,65 + 1,00 %), o que correspamden percentual de inibicdo de 73 %. O
efeito gastroprotetor dos acidos anacardicos (3&g)y.o.) foi bloqueado (13,10 £ 2,14 %)
de forma significativa (p<0,05) na presenca de nmelacina (10 mg/Kg, v.0.), um
antiinflamatério ndo esteroidal. Misoprostol (g§Kg, v.0.), um analogo das prostaglandinas
do tipo E1 (PGE1), reduziu de maneira significa{pa0,05) cerca de 72 % do percentual de
lesdo gastrica ulcerada (5,90 * 1,48 %), quandgpeosxlo ao grupo controle (20,65 + 1,00
%). Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) reverteu (15,05,31 %), significativamente (p<0,05), o

efeito gastroprotetor do misoprostol (a§Kg, v.0.).
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Tabela 11 - Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetodos acidos
anacardicos em modelo de lesdes gastricas induzigas etanol em camundongos.

Grupos Dose Area gastrica

ulcerada (%)

Controle (Veiculo) - 20,65+ 1,00
Acidos anacardicos (AA) 30 mg/Kg, v.0. 5,46 +0,97
Indometacina + AA 10 mg/Kg, v.o. + 30mg/Kg, v.o. 13,10 + 2,14
Misoprostol 50 ug/Kg, v.o. 5,90 +1,48
Indometacina + Misoprostol 10 mg/Kg, v.0. + 5Qg/Kg, v.o. 15,05 + 1,3F

Os valores estdo expressos como media + erro pddrawedia (E.P.M.) da percentagem de
area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 8Gaima), acidos anacardicos (AA; 30
mg/Kg, v.0.) e misoprostol (5Qug/Kg, v.0.) foram administrados 45 min antes da
administracéo oral de etanol absoluto (0,2 mL/ahiniNas combinagdes, indometacina foi
administrada,por via oral, 2 h antes dos AA ou prgstol. Os animais foram sacrificados 30
min apds a administracdo do etapplForam utilizados 8 animais por grugp<0,05 vs
veiculo; °p<0,05 vs acidos anacardicGp<0,05 vs misoprostol (ANOVA e teste de Student
Newman Keul).
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Figura 19 - Papel das prostaglandinas no efeito gagprotetor dos acidos anacéardicos
em modelo de lesdes gastricas induzidas por etareoh camundongosVeiculo (2 % de
Tween 80 em salina, 10 mL/Kg, v.0.), acidos anacasd30 mg/Kg, v.0.) ou misoprostol (50
ug/Kg, v.o.) foramadministrados 45 min antes da administracdo deolketsoluto (0,2
mL/animal, v.0.). Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) fmiministrada 2 h antes dos AA (30
mg/Kg, v.0.) ou misoprostol (5Qg/Kg, v.0.). Os valores representarmédia = E.P.M. da
percentagem de area gastrica ulcerada. Foramadtiiz 8 animais por grupfp<0,05 vs
veiculo; p<0,05 vs acidos anacardico®<0,05 vs misoprostol. (ANOVA e teste de Student
Newman Keul).
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6.4.6 Papel dos receptores TRPV1 no efeito gastraytetor dos acidos anacardicos em

modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol e@amundongos.

Os resultados obtidos com a avaliacdo do papelndosonios aferentes primarios
sensiveis a capsaicina no efeito gastroprotetoradatos anacardicos, neste modelo, sdo

demonstrados nBabela 12e Figura 20.

Os acidos anacardicos (AA; 30 mg/Kg, v.0.) redutguforma significativa (p<0,05)
cerca de 63 % do percentual de lesédo gastrica 7469 %) em comparacdo com 0 grupo
controle (20,43 +2,69 %). O efeito gastroprotetos A (30 mg/Kg, v.0.) foi bloqueado
(13,66 £ 0,95 %) de forma significativa (p<0,05)prasenca de capsazepina (5 mg/Kg, i.p.),
um bloqueador seletivo dos receptores TRPV1. Ceipsaf0,3 mg/Kg, v.0.), uma substancia
agonista dos receptores TRPV1 , reduziu de marsggmificativa o percentual de éarea
gastrica ulcerada (7,33 + 0,94 %), quando compaaadgrupo controle (20,43 +2,69 %), 0
que corresponde a um percentual de inibicdo de .6@&bsazepina (5 mg/Kg, i.p.) reverteu
(18,18 £+ 3,04 %), significativamente (p<0,05), @ief gastroprotetor da capsaicina (0,3
mg/Kg, v.0.).
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Tabela 12 - Papel dos receptores TRPV1 no efeito gastroprotetodos &acidos
anacardicos em modelo de lesdes gastricas induzigas etanol em camundongos.

Grupos Dose Area gastrica

ulcerada (%)

Controle (Veiculo) - 20,43 £ 2,69
Acidos anacardicos (AA) 30 mg/Kg, v.0. 7,46 + 1,09
Capsazepina + AA 5 mg/Kg, i.p. + 30mg/Kg, v.o. 13,66 + 0,95
Capsaicina 0,3 mg/Kg, v.o. 7,33+0,94
Capsazepina + Capsaicina 5 mg/Kg, i.p. + 0,3 mg/Kg, v.o0. 18,18 + 3,04

Os valores estdo expressos como media + erro pddrawedia (E.P.M.) da percentagem de
area gastrica ulcerada. Veiculo (2 % de Tween 80sehma; 10 mL/Kg, v.0), acidos
anacardicos (AA; 30 mg/Kg, v.0.) ou capsaicina (@&Kg, v.0.) foram administrados 45
min antes da administragcdo oral de etanol absd@® mL/animal). Nas combinagdes,
capsazepina (5 mg/Kg; i.p.) foi administrada 30 raimes dos AA (30 mg/Kg, v.0.) ou
capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.). Os animais foramiSeados 30 min apds a administracdo do
etanol. Foram utilizados 8 animais por grupp<0,05 vs veiculo;’p<0,05 vs &cidos
anacardicosip<0,05 vs capsaicina (ANOVA e teste de Student Namkeul).
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Figura 20 - Papel dos receptores TRPV1 no efeito gfaoprotetor dos acidos anacardicos
em modelo de lesdes gastricas induzidas por etareoh camundongosVeiculo (2 % de
Tween 80 em salina, 10 mL/Kg, v.0.), acidos anacasd(AA; 30 mg/Kg,y.0.) ou capsaicina
(0,3 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min ardasadministracéo de etaradsoluto (0,2
mL/animal, v.0.). Capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) &@ministrada 30 min antes dos AA (30
mg/Kg, v.0.) ou capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.). O$ores representam a meédia £ E.P.M. da
percentagem de area gastridaerada.Foranutilizados 8 animais por grupdp<0,05 vs
veiculo; °p<0,05 vs acidos anacardicdp<0,05 vs capsaicina (ANOVA e teste de Student
Newman Keul).
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6.5 Avaliacdo dos acidos anacéardicos em marcadorgéstricos de estresse oxidativo

6.5.1 Efeito dos acidos anacardicos nos niveis de NP-Ssijperoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidacédo lipidica (MDA) e oOxidonitrico em modelo de lesdes

gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os animais que receberam etanol sozinho (contreieulw) mostraram reducéo
significativa (p<0,05) nos niveis de NP-SH, na lest®, superoxido dismutase e nos niveis de
oxido nitrico (nitrato/nitrito) gastricos e uma mifjcante elevagdo nos niveis de MDA,

guando comparados ao grupo controle normabéla 13.

Acidos anacéardicos (30 mg/Kg, v.0.) foram capazes rdstaurar de maneira
significativa (p<0,05), os niveis de NP-SH (603#32,16 ug/g de tecido) em comparacao
com o grupo controle veiculo (442,30 = 49,84d/g de tecido). NAC (750 mg/Kg, v.0.)
também conseguiu restabelecer (737,20 + 73¢l§ de tecido), significativamente (p<0,05),

0s niveis de NP-SH em comparacdo com o grupo eefédR,30 + 49,81g/g de tecido).

O pré-tratamento com acidos anacardicos aumentnifisativamente (p<0,05) os
niveis de SOD gastricos (731.3 £ 75.79 U/g projefuendo comparados ao grupo controle
veiculo (332.9 + 42.86 U/g proteina). A N-acetileisa (NAC; 750 mg/kg, v.0.) usada como
controle positivo também aumentou significativareefi<0,05) os niveis de SOD (748.6 +

76.86 U/g proteina) quando comparada ao grupo leeicu

O pré-tratamento com acidos anacardicos (30 mg/kg, aumentou significativamente
(p<0,05) a atividade da CAT gastrica (2.206.258 mmol/min/g tecido) quando comparada
ao grupo controle veiculo (0.968 + 0.058 mmol/mitégido). A NAC também aumentou
significativamente (p<0,05) a atividade da enzidag3 + 0.154 mmol/min/g tecido) quando

comparada ao grupo veiculo.

Os &cidos anacardicos (30 mg/Kg, v.0.) reduziragnifitativamente (p<0,05) a
peroxidacdo lipidica (MDA) (3.734 + 0.084 nmol/gitib), quando comparado ao grupo
veiculo (4.349 £ 0.149 nmol/g tecido). A N-acesteina (NAC; 750 mg/kg, v.0.) usada como
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controle positivo também inibiu o aumento de MDAguzido pelo etanol (3.764 + 0.185
nmol/g tecido).

O pré-tratamento com acidos anacardicos (30 mg¥kKyg) e NAC (750 mg/kg, v.0.)
reforcou significativamente (p<0,05) o contetudoniteato/nitrito gastricos (548.40+ 76.05
uM/g proteina e 583.80 + 69.4/1/g proteina, respectivamente) quando comparadygm
veiculo 285.2& 35.37uM/g proteina.
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Tabela 13 - Efeito dos acidos anacéardicos nos niseide grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH), dsuperéxido dismutase (SOD),
catalase, peroxidacao lipidica (MDA) e 6xido nitrio em modelo de lesdes gastricas induzidas por etheo camundongos.

Tratamento Dose NP-SH SOD Catalase MDA Nitrato/Nitrito
(ng/g de tecido) (U/g proteina)  (mmol/min/g tecido) (nmol/g tecidg @M/g proteina)
Controle (Normal) - 638,20 + 39,63 517.5+31.44 1.617163 3.633 £ 0.094 722.20: 117.20
Controk (Veiculo) - 442,30 + 49,81 332.9+42.86 0.968 + 0.058 4.349 +0.149 285.20 35.37
AA 30 mg/Kg, Vv.0. 603,40 + 32,6 731.3+75.79 2.006+ 0.258 3.734 +0.084 548.4G 76.0%
NAC 750mg/Kg, v.o. 737,20 + 73,19 748.6 + 76.86 2.263 + 0.152% 3.764 + 0.185 583.80: 69.42

Os valores estdo expressos como média * erro padraonédia (E.P.M.)Grupos de camundongos (n=8) foram pré-tratados \aigulo (2%
Tween 80em salina 10mL/kg), acidos anacardicos (AA; 30 mg/kg, ve.N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, v.0.) antesadaninistracao oral de
etanol absoluto (0,2 mL/animal). Acidos anacardiedsAC foram administrados 45 min e 60 min antegw@mol, respectivamente. 30 min apds o
etanol, os animais foram sacrificados, os estomegas retirados e a parte glandular foi coletaalka @s analises bioquimicgs<0,05 vs Controle
(Normal);p<0,05 vs Controle (Veiculo) (ANOVA e teste de StoidNewman Keul).
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6.6 Avaliacdo da atividade antisecretoria gastricalos acidos anacardicos em modelo de

ligadura do piloro em ratos

A administracdo intraduodenal dos acidos anac&d({8@ mg/kg), em ratos com
piloro ligado por 4 horas, nd&o alterou Bigativamente o volume secretorio gastrico
(1,12 + 0,14 mL), quando comparado ao veig@ld6 + 0,12 mL).

Os acidos anacardicos (30 mg/Kg) nao alteraranoeef significativa a acidez total
géastrica (15,00 + 1,42 pEqg [H+]/h) em relagdo aopgrveiculo (15,36 £+ 1,68 HEQq
[H+]/h). Cimetidina (100 mg/kg), um conhecidoantagonista k reduziu
significativamente (p<0,05) o volume secretogastrico (0,61+ 0,11 mL) em comparacao
com o veiculo. A acidez géstrica foi sigrafivzamente reduzida (p<0,05) também pela
cimetidina (8,33 = 1,02 uEq [H+]/h), quando comparao veiculo Tabela 14 e Figura
21).
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Tabela 14 - Avaliacdo da atividade antisecretoriagstrica dos acidos anacardicos em
modelo de ligadura do piloro em ratos

Grupos Dose Volume secretério  Acidez total gastrica
gastrico (mL) (MEqQ [H+]/h)

Controle (Veiculo) - 1,16 £0,12 15,36 + 1,68

AA 30 mg/Kg 1,12+0,14 15,00+ 1,42

Cimetidina 100 mg/Kg 0,61+0,11* 8,33 £ 1,02*

Os resultados sdo expressos como meédia at padrdo da meédia (E.P.M.) do volume
secretorio gastrico (mL) e da acidez gastrica ttélg [H+]/h). Veiculo (2% de Tween 80

em salina), acidos anacardicos (30 mg/kg) e cinmatidl00 mg/kg) foram administrados
por via intraduodenal, imediatamente apos a &igacdo piloro. Os animais foram

sacrificados 4 horas apds a ligacdo do pilém<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).
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Figura 21 - Avaliacdo da atividade antisecretoria §strica dos acidos anacardicos em
modelo de ligadura do piloro em ratos.Veiculo (2% de Tween 8@m salina), acidos
anacardicos (30 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg)afor administrados por via
intraduodenal, imediatamente apos a ligacéo ikboopOs resultados sdo expressos como
média * erro padrdao da média (E.P.M.) douwd secretério gastrico (mL) e da acidez
gastrica total (LEq [H+]/h). Os animais foram d@ados 4 horas apos a ligacdo do piloro.
*p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de StudNetvman Keul).
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DISCUSSAO
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7. DISCUSSAO

As plantas medicinais sao usadas popularmentegganaais diversos fins, chegando a
substituir, muitas vezes, a prescricdo médica (MHER et al., 1987). Este fato pode ser
justificado pelo alto grau de aceitabilidade daanfas medicinais, bem como, pela grande
disponibilidade destes recursos, diferente do qu®mrre com o0s medicamentos
industrializados, que na maioria, dependem de tegi@ e matéria prima externas
(AMORIM et al., 2003). As plantas medicinais setdeam como grandes fontes de novos
recursos terapéuticos, servindo como base parassendelvimento de medicamentos pela
industria farmacéutica (SCHENKEL et al., 2001).

A medicina popular emprega plantas no tratamentw&t®s distirbios, como dor,
inflamacdo e Ulceras gastricas, porém existe unwess@lade de validacdo através de
pesquisas cientificas que utilizem modelos adequddoexperimentacdo para comprovacao
dos efeitos farmacoldgicos e, em seguida, procesr isolamento, purificacdo e
caracterizagdo de principios ativos e mecanismacde para a formulacéo de fitoterapicos
seguros para uso humano e/ou animal. O estudos#a cloncentracéo e via de administracao
também sao essenciais (RODRIGUES, 2008). O Brdsitjdo a grande biodiversidade,
apresenta um enorme potencial para pesquisa deutadéom importancia terapéutica.

Anacardium occidentaleinn, o cajueiro, pertencente ao génAracardium da familia
Anacardiaceae, é utilizada popularmente como plere@icinal, sendo indicada em algumas
situacdes como inflamacdes em geral, dor de eswnubgrréia, tosse e escorbuto. Por ser
alvo de inUmeras pesquisas cientificas, esta plamtasenta diversas atividades bioldgicas
comprovadas, como antiinflamatoria do extrato dec&aado caule (OLAJIDE et al., 2004),
antiulcerogénica do extrato das folhas (KONAN & B&idl, 2007) e antioxidante do suco do
caju e da cajuina (CAVALCANTE et al., 2003).

Os éacidos anacardicos sao lipidios fendlicos ndprenoides, isolados do cajueiro
(Anacardium occidentalk.), cujas algumas atividades farmacoldgicas efnaonse descritas
na literatura, dentre elas atividade antitumoraDKAWA et al., 1987; ITOKAWA et al.,
1989; KUBO et al., 1993a), de impedimento de damidativos na mitocondria do figado de
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ratos (TOYOMIZU et al.,, 2000) e a habilidade embinialgumas enzimas, como
prostaglandina endoperoxido sintase (GRAZZINI et #991), a-glucosidase, invertase e
aldose redutase (TOYOMIZt al., 1993), tirosinase (KUBO et al., 1994) etdns
acetiltransferase (SUNG et al., 2008).

Os acidos anacardicos apresentam semelhanca edtredmn acido acetilsalicilico, e
além disso eles modulam o metabolismo do acidouaténico (HA & KUBO, 2005).
Portanto, assim como o &cido acetilsalicilico, oglags anacardicos sao susceptiveis de
possuir propriedades analgeésicas, antiinflamatéeiamdutoras de dano gastrico, o que

justificou a avaliacéo dessas trés propriedadds tredalho.

Quatro modelos agudos de testes nociceptivos foisados para a avaliar a poténcia
analgésica dos acidos anacardicos, o teste dercoesoabdominais induzidas por acido
acético (KOSTER et al.,, 1959), formalina (HUNSKAAR HOLE, 1987), capsaicina
(SAADE et al, 2002) e placa quente (EDDY & LEIMBACHD53).

O teste de contor¢cdes por acido acético é um mocmiweniente de triagem por
produzir uma resposta cuja intensidade depende nderagcdo de varios eventos,
neurotransmissores e neuromoduladores, que detarmannocicepg¢do. Assim, esse modelo
serd sensivel a substancias analgésicas de acfial adou periférica dotadas dos mais
variados mecanismos de acao (KOSTER et al., 19B8ALe cols., 2008). Ribeiro et. al.,
(2000) mostram que as contor¢cdes abdominais indsizidr acido acético sdo dependentes da
presenca de macrofagos peritoneais e conseqiéetrtatido de IL-1 e TNE-por essas
células e que os mediadores envolvidos sdao mdtglmcluem aminas simpatomiméticas e

eicosanoides.

Os &cidos anacardicos reduziram a nocicepc¢ao idayzlo acido acético, contudo o
modelo ndo possui especificidade pois drogas comadgésicos opidides, antidepressivos
triciclicos e drogas antiinflamatérias nao-estea@dinibem as contor¢des induzidas pelo
acido acético (FRANCA et al., 2001; GONZALEZ et 2001; DAI et al., 2002).

O teste da formalina € empregado como um modelodate aguda e ténica,

particularmente como um estimulo nociceptivo quimendo considerado como um dos
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mais validos para o estudo da nocicepcédo. O testeife avaliar a resposta do animal a uma
dor moderada e continua causada pelo tecido idurteem como o papel dos sistemas
endogenos de regulagdo da dor (TJOLSEN, 1992).jécdn de formalina produz uma
resposta bifasica, a primeira fase da respostaeodewrido a estimulacéo direta da formalina
nas fibras C sensoriais, enquanto que a segundadtage-se ao desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria e a liberacdo de mediaddggsiaos (HUNSKAAR & HOLE, 1987,
TIJZLSEN, 1992; LINO, 2008). Enquanto as drogas¢ho central, como os analgésicos
opidides, inibem as duas fases do teste, as dragasacdo periférica, como o0s
antiinflamatérios néo-esteroidais e costicosteid@bem somente a segunda fase da

resposta

As duas fases da resposta a formalina tém mediggémica e mecanismos de
modulacao distintos, apresentando diferencas macauanto a sua sensibilidade a drogas
analgésicas. A 12 fase é atribuido um carater génico, sendo sensivel a analgésicos
opidides e a alguns agonistas das vias descendentgsnto a 22 fase é melhor caracterizada
como dor de origem inflamatoria, sendo sensivelnalggsicos antiinflamatorios néo-
esteroidais (HUNSKAAR & HOLE, 1987; SHIBATA e cqls1989; TJOLSEN, 1992;
MALMBERG & YAKSH, 1993).

Nossos dados mostram que os acidos anacardicas (30 mg/kg) exercem uma acéo
antinociceptiva nas duas fases do teste da formjabnmesmo sendo observado com a
morfina, um agonista de receptor opidide, com agdasivel espinhal e supra-espinhal
(RAMABADRAN & BANSINATH, 1990). Os resultados demsimam a participacdo de um
mecanismo central e periférico de acao que comfpida o efeito antinociceptivo dos acidos

anacardicos.

O teste da capsaicina avalia o possivel efeitagaselo de drogas na dor neurogénica.
A capsaicina age através da ligagdo com receptarekides (TRPV1), um receptor similar
ao canal de K voltagem dependente encontrado nos neurdnio®rsaiss Este receptor,
conhecido por ser o receptor da capsaicina, est@wiho principalmente com o influxo de
céations, particularmente Cae Na'" , através de canal acoplado ao TRPV1. A capsaigjea
especificamente nas fibras C ndo mielinizadas dilm@s As pouco mielinizadas e delgadas.
Tais receptores também podem ser ativados por tatopgs acima de 43° C (OKUSE,
2006).



98

Os &cidos anacardicos (30 e 100 mg/Kg, v.0.) n&cexam acdo antinociceptiva no
teste da capsaicina. O vermelho de ruténio (3 mggka) utilizado como controle positivo,
reduziu de forma significativa o tempo de lambedisapata quando comparado ao grupo

veiculo.

O teste da placa quente € um teste sensivel pagasdque agem a nivel supraespinhal
(YASKSK & RUDY, 1977). Segundo Ankier (1974) a pdaquente a 55C pode produzir
resultados falso negativos e sugeriu o uso de temypas mais baixas, como“&l Os acidos
anacardicos (10, 30 e 100 mg/Kg, v.0.) prolongasanificativamente o tempo de reacdo a
placa quente no tempo de 120 minutos apos os atas A dose de 100 mg/Kg foi eficaz
em prolongar o tempo de reacdo a placa em toddenegos analisados, assim como a
morfina (7,5 mg/ Kg, s.c.), utilizada como contropositivo, sugerindo uma acéo
antinociceptiva dos acidos anacardicos a nivelesappinhal.

Os resultados demonstram que os acidos anacaptissgem acao antinociceptiva cujo
mecanismo de ac¢do ndo esta claro. O leite da tastinuma outra espécie da familia das
Anacardidceas, &emecarpus anacardiyntambém demonstrou atividade antinociceptiva
(MYTHILYPRIYA et al., 2007).

Neste estudo, dois modelos experimentais foranezadibs para avaliar a atividade
antiinflamatdéria dos acidos anacardicos, o eden@atieinduzido por carragenina (WINTER
et al., 1962) e o granuloma induzido por pelledld@dao (WINTER AND PORTER, 1957).

O edema inflamatério induzido pela injecdo de gmmnina é resultante da agédo de
varios mediadores inflamatérios de forma sequereiamtegrada. Inicialmente, dentro da
primeira hora, ocorre a liberacdo de histaminaytesama e bradicinina, seguida do aumento
dos niveis de prostaglandinas (PGs). Outro mediadoortante € o 6xido nitrico. O pico do
edema ocorre entre 4-6 horas. Em camundongos, eagunda fase da resposta pode ser
observada 24-72 horas apoés a injecdo de carragenijgamediacdo depende principalmente
de citocinas (HENRIQUES et al., 1987).

Os acidos anacardicos (30 e 100 mg/Kg) reduzirgmfigiativamente o edema de pata
na 22, 42, 52, e 242, hora apos a injecao degeairea. A indometacina (5 mg/kg, v.0.), agente

antiinflamatério ndo esteroidal, reduziu significamente o edema em todos os periodos de
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observacdo. Observando-se a atividade dos acidasamicos nos tempos analisados,
percebe-se que eles tém melhor resposta antiinfaimana 42 e 52 hora apds inducdo do
edema. Nesse momento, o edema é mantido principtdrpela producéo de prostaglandinas,
que atingem um pico entre 3-6 horas (DI ROSA & WAUWGHBY, 1971; WILLIAMS,
1979). Sugerindo, portanto, que os &cidos anaa&¢iossam estar reduzindo a participacao
das prostaglandinas por uma inibigéo da ciclooxagen

Um granuloma é uma area focal de inflamacdo gramatimsa e consiste em uma
agregacdo de macréfagos que estdo transformadosétutas de aparéncia epitelial
(epitelidide), circundadas por leucécitos monorarge, principalmente linfécitos
(COLLINS, 2000; OLIVEIRA, 2003). Em animais, patias inertes, como algodao, quando
introduzidas no tecido conectivo, provocam umaastpinflamatoria aguda que é seguida
por uma intensa acumulacdo de macrofagos e formdgdgranuloma (BOROS, 1978). A
formacéo do granuloma € acompanhada da sintes@ge PGFy € TXA,. A PGE aumenta
a permeabilidade vascular promovendo a quimiotale@acélulas inflamatorias. A PGF
promove hiperplasia e hipervascularizagdo no ldeainflamacéo e o TXAliberado das
plaguetas induz agregacao plaquetaria e vasoam&iriOs acidos anacardicos, nas doses de
30 e 100 mg/Kg, v.o., diariamente, durante 7 diasmoveu uma reducdo do peso umido e
do peso seco dos granulomas, possivelmente ossadaardicos interfiram no metabolismo

do acido aracdonico, agindo na fase exsudativaldguativa da reacao inflamatoria.

A atividade antiinflamatéria de extratos de occidentale(OLAJIDE et al., 2004;
OJEWOLE, 2004)bem como o efeito do polissacaridecAdeccidentald.. (POLICAJU)na
fase inflamatéria do processo cicatricial de leséasineas (SCHIRATO et al., 2006), ja
foram demonstrados. Diante dos resultados mostradgsre-se que o efeito antiinflamatorio
de A.occidentalese deve, pelo menos em parte, aos acidos anammr@iextrato da castanha
de Semecarpus anacardium. (Anacardiaceae) apresentou efeito antiinflamatéassim
como os acidos anacardicos, em modelo de edematdanguzido por carragenina e em
granuloma induzido por pellet de algodao (RAMPRASAGL al., 2004).

Estudos mostram que outros membros da familia Adecsae possuem efeitos
analgésicos e antiinflamatorios em animais experaig. Dentre esses membros podemos

citar a Mangifera indca L., cujo extrato aquoso da casca do caule apgmsefeitos em
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modelos de nocicepc¢do e inflamacdo (OJEWOLE, 26@53¥tacia veral., cujo Oleo resina
apresentou atividade antinociceptiva e antiinflamat(ORHAN et al., 2006).

Os resultados demonstram ainda a atividade gastetpra dos acidos anacardicos,
onde demonstraram inibir as lesfes gastricas iddazpor etanol (ROBERT et al., 1979) e
por indometacina (RAINSFORD, 1982).

Sabe-se que a administracdo de drogas antiinflamst®ado esteroidais, como a
indometacina, leva a alta incidéncia de inflamagddlceras no aparelho digestivo,
especialmente no estbmago. Além disso, o trateor@m AINES é suspenso em 5-15%
dos pacientes com artrite reumatoide por cawsalisturbios gastrintestinais. Portanto,
drogas capazes de prevenir as lesbes na mucosaagyadb de suma importancia na melhoria
da qualidade de vida dos pacientes em uso cr@®cAINES (FUNATSU et al., 2007).

A indometacina age inibindo o metabolismo do acataquidénico pela via das
ciclooxigenases (COX) e assim alteram o equilibritve os fatores agressores e protetores da
mucosa do estdbmago promovendo aumento da acidkgd® do fluxo sanguineo, bloqueio
ou reducao da sintese de prostaglandinas, aumamwoducdo de leucotrienos, além de ferir
diretamente o estdmago por sua acao irritante (@ANZALEZ et al., 2001; WHITTLE et
al., 1985).

Os éacidos anacardicos (10, 30 e 100 mg/Kg, v.@3inra como o misoprostol (50
ug/kg), foram capazes de prevenir a formacdo deeses@astricas induzidas pela
indometacina, sugerindo um provavel envolviments pl@staglandinas endogenas na acéo
protetora dos acidos anacéardicos, 0 que estariacdelo com dados da literatura, onde
compostos com potencial gerador de prostaglandémasido demonstrados como protetores
de mucosa gastrica contra varios agentes ulcermgE(FRANZONE et al., 1988; DAJANI
& AGRAWAL, 1995). Kubo et al (2008) demonstraranatevidade inibidora de lipoxigenase
dos acidos anacardicos, evento este que podeesstalvido a atividade anti-ulcerogénica
dos acidos anacardicos, ja que um dos mecanisns queais a indometacina lesa a mucosa
gastrica € através da producao de leucotrienos.
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O etanol absoluto rapidamente promove a formacdesdes hemorragicas na mucosa
géstrica, devido a uma reacao inflamatéria aguégpgovoca um aumento na permeabilidade
vascular (SZABO et al., 1985). Ainda no estémagoetanol, em altas concentragdes,
influencia a atividade da musculatura e reduz woflsanguineo gastrico, provocando estase,
congestao capilar e aumento da permeabilidade fascausando hemorragia, hiperemia,
erosdo e necrose tecidual com formacao de esMASIMATH, 1990; BODE & BODE,
1997; SANTOS & RAO, 2001). O etanol pode ainda aadsno direto a célula da mucosa
géastrica (MATSUDA & YOSHIKAWA, 1999).

Mediadores enddgenos, produtos da peroxidacaac#pidminas vasoativas, peptideos,
bem como espécies reativas de oxigénio estdo aedusinas lesbes causadas pelo etanol na
mucosa gastrica (SZABO et al., 1985; HALLIWEEL, 19AL-BEKAIRI et al., 1992). A
administracdo do etanol pode resultar ainda emagfies na permeabilidade da membrana
com reducdo na resisténcia da mucosa e distirhissarecdo de'HVASQUEZ-RAMIREZ
et al.,2006). As Ulceras aparecem devido a acdo necrtgizBnetanol na mucosa gastrica,
com menor participacdo da secrecdo acida (LEWISANSON, 1991). O etanol também
causa deplecao de muco, possivelmente por mobidgarucopolissacarideos da mucosa para
o limem, reduzindo a capacidade secretdria de mho@estdbmago, contribuindo assim, para a
formacao de ulceras (CHO et al., 1983; ISHIHARAlet1988).

No modelo de lesdo gastrica induzida por etanohaidos anacéardicos (10, 30 e 100
mg/Kg, v.0.) de maneira dose dependente, assim comisoprostol (5Qug/kg), preveniram,
de forma significativa, as lesdes na mucosa gastblesde que o dano gastrico promovido
pelo etanol deve-se a eventos multifatoriais, agfimo ao estresse oxidativo, avaliamos o
mecanismo gastroprotetor dos acidos anacardicoxlossste modelo e a dose de 30mg/kg

dos acidos anacardicos.

As prostaglandinas produzidas pela mucosa gastuggentam na presenca de agentes
irritantes, e apresentam um papel protetor imptetanibindo a secrecdo acida por reduzir a
producdo celular do monofosfato de adenosina (AMBEEJAY & WOLFE, 2000). A
enzima ciclooxigenase (COX) converte 0 acido adipico em prostaglandinas, existindo
pelo menos duas isoformas distintas da COX, deramasm COX-1 e COX- 2. A COX-1 é

expressa constitutivamente na maioria dos teciRESKAR, 2001) e esta isoforma
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provavelmente promove a producdo de prostaglangir@storas da mucosa gastrica e que
possuem um papel importante na manutencdo da htaseqRODRIGUEZ;TELLEZ et al.,
2001). Ao contrario, a expressdo da COX-2 geralmménbaixa sob condicbes basais. O
aumento da expressdo da COX-2 ocorre em certasicéesd patofisiologicas como a

inflamacéo, dano tecidual e transformacao mali@ESKAR, 2001).

A acdo protetora das prostaglandinas possivelma&meolve fluxo sanguineo,
estimulacdo de muco, secrecdo de bicarbonato (HAWKID00; BRZOZOWSKI et al.,
2005) e aumento da resisténcia de células ep#eatantra danos causados por citotoxinas
(HAWKEY; RAMPTON, 1985). As fun¢des de vasodilatag@ protecdo da mucosa gastrica
das prostaglandinas tém sido relatadas (GISLASCiN,e2995; WHITTLE; VANE, 1987).

Para avaliarmos a participacdo das prostaglandioafeito gastroprotetor dos acidos
anacardicos, animais foram pré-tratados com indaciret, um inibidor ndo seletivo de COX.
O efeito gastroprotetor dos acidos anacardicognassmo do misoprostol, foi antagonizado
pela indometacina. Contudo, o bloqueio da acaoagastetora foi apenas parcial, indicando
uma participacdo limitada das prostaglandinas esrtligyno mecanismo gastroprotetor dos

acidos anacardicos.

O NO é um gas de radical livre e ndo carregado pprécipa da sinalizacdo de
inimeros processos fisioldgicos tais como relaxamei® musculo liso e vasodilatacéo,
neurotransmissao, agregacao plaquetéria, regutiggianecanismos proé e anti-apoptoticos,
controle da pressao arterial e fluxo sanguinenadi(RADOMSKI & MONCADA, 1993;
KIM et al., 2001). Além disso, a producao excessiuaacao inadequada de NO pode estar
envolvida em varios processos patolégicos como gaeimflamatérias, cancer e doencas
neurodegenerativas (RANG et al., 2004). A produg@mstitutiva de NO € importante para
manter a barreira protetora da mucosa gastroingsitsse mecanismo protetor do NO pode
ser devido a sua capacidade em aumentar do fluxgiiseeo da mucosa e estabilizar a
influéncia dos mastécitos (ALICAN; KUBES, 1996). tEgtanto, o excesso ha producéo de
NO associado com estados inflamatérios é caraatiripelo aumento na permeabilidade
epitelial e perda da fungdo da barreira de mucsim\sos niveis de producdo de NO, a
isoforma geradora de NO e o0 estado redox das sépitgeliais podem determinar os efeitos

do NO na permeabilidade da mucosa e protecao (SétAsH, 2004).
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Com o intuito de verificar a possivel participacélo Oxido nitrico no efeito
gastroprotetor dos acidos anacéardicos, foi utibzad.-NAME, um inibidor ndo seletivo da
NOS. O L-NAME é hidrolizado em L-nitroarginina queativa a NOS (PFEIFFERt al.,
1996). Segundo Nahavandi et al. (1999), o L-NAMHEnanta e a L-Arginina diminui a
guantidade e intensidade da lesdo provocada pmolalo estbmago de ratos.

Os resultados obtidos no modelo de lesdo gastnhuzida por etanol em
camundongos, mostram que, 0S animais que receb&rdAME (20 mg/Kg, i.p.),
apresentaram uma extensa area gastrica ulcerad,aapdministracdo do etanol absoluto,
semelhante ao grupo controle veiculo. Os acidosdadigos (30 mg/Kg, v.0.) conseguiram
inibir o aparecimento das lesdes gastricas, eedsite gastroprotetor foi revertido com o preé-
tratamento com L-NAME. De forma semelhante, obsansque a L-Arginina (600 mg/Kg,
i.p.) reduziu o percentual de area gastrica ulegrath comparacdo com o grupo veiculo, e

esse efeito também foi revertido no pré-tratameato L-NAME.

Diante desses resultados, podemos supor uma pagm do Oxido nitrico no efeito
gastroprotetor dos acidos anacéardicos. Os acidasaafticos poderiam estar aumentando 0s
niveis de oxido nitrico por facilitar um maior fecimento de NO, talvez por induzir um
aumento na expressdao das NOS constitutivas, aungenta eficiéncia de suas acodes
cataliticas ou até mesmo inibindo competitivamema acdo efetiva do L-NAME sobre as
NOS. Alguns autores mostraram que drogas que aameatliberacdo de NO constitutivo
protegem a mucosa gastrica contra os AINES, aléraudeentar a cicatrizacdo da Ulcera
induzida por esses farmacos (CALATAYUD et al., 192BLIOTT et al., 1995).

Alguns trabalhos relatam que o O6xido nitrico atuamglementando o efeito
gastroprotetor promovido pelas prostaglandinasseja, podem agir de forma cooperativa
(SAKAI et al., 1995; WALLACE & GRANGER, 1996; MUSCRA & WALLACE, 1999;
WALLACE, 1996). Sabe-se também que o NO é capazaueentar a permeabilidade
vascular e a producao de prostaglandinas (RANG, &0(94). Com relacdo aos resultados do
nosso trabalho, esses dados da literatura sao rilarfiental importancia, pois podemos
sugerir uma possivel interacdo entre esses doisadwds visto que demonstramos suas

participacdes no efeito gastroprotetor dos acidasadicos.
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Os canais de potassio ATP-dependentesHKpertencem a uma grande familia de
proteinas de membrana. Estes canais reguladogyaotes sdo definidos tendo por base a sua
sensibilidade ao ATP intracelular, que inibe suaide#de. Tais canais ja foram descobertos
em varios 0rgdos, como coracao, pancreas, rimebmgre também podem ser encontrados
nos musculos liso e esquelético (NOMA, 1983; ASHERGCet al., 1984; HUNTER &
GIEBSCH, 1988; ASHFORD et al., 1988; STANDEN et 2089; SPRUCE et al., 1985). Os
canais de Krp estdo envolvidos em uma variedade de funcdepésidgicas do estbmago
tais como regulagéo do fluxo sanguineo, secrec&@eide gastrico e contratilidade estomacal
(TOROUDI et al., 1999).

Alguns compostos, como o diazéxido, ativam e alwsroanais de potassio em diversos
tecidos, causando hiperpolarizacdo da membranangtes e reducdo da atividade elétrica
(ASHCROFT & GRIBLLE, 2000; JAHANGIR et al., 200X). diazéxido, no estbmago, inibe
as lesdes na mucosa gastrica induzidas por etanquanto a glibenclamida, um agente
hipoglicemiante oral que estimula a secrecdo ddimes por bloquear os canais de potassio
ATP-dependentes, aumenta as lesdes gastricas (TOR@WJal., 1999; GUEDES et al.,
2008; RODRIGUES, 2008). A diminuicdo do fluxo saimgw gastrico é uma das
possibilidades pelas quais a glibenclamida podemaentar as lesdes gastricas induzidas por
etanol (AKAR et al., 1999). Em geral, sugere-se guegulacdo da abertura e fechamento de
canais de Krp N0 estdbmago pode ser um mecanismo de defesasé@s kexternas na mucosa
gastrica (RODRIGUES, 2008).

Peskar et al. (2002) demonstraram que a gastrgAmtepromovida pelas
prostaglandinas € inibida ndo somente pela indaimatamas também pela glibenclamida.
Estes dados sugerem que o mecanismo de acdo ddagtandinas enddgenas e exdgenas
envolve a ativacao dos canais deK

Neste estudo, avaliamos o papel dos canaisge o efeito gastroprotetor dos acidos
anacardicos no modelo de lesdo gastrica induzideefamol em camundongos. Os acidos
anacardicos (30 mg/Kg, v.0.) conseguiram redugrforma significativa, o percentual de
area gastrica ulcerada em comparacdo com o grufpuloe De forma semelhante, o

diazoxido (3 mg/Kg, i.p.) também inibiu o apareamte das lesdes gastricas quando
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comparado ao veiculo. O efeito gastroprotetor prodwo por essas duas substancias foi
revertido na presenca de glibenclamida (5 mg/Kg,).i.Esses resultados indicam uma

possivel participacéo dos canais ggfno efeito gastroprotetor dos acidos anacardicos.

Analisando os possiveis mecanismos de acdo dossaaithcardicos até o momento,
podemos sugerir que a participacdo das prostagiande do O6xido nitrico no efeito
gastroprotetor dos AA poderia estar acoplada aistensa de abertura de canais de potassio
sensiveis ao ATP, com consequente relaxamentoaiadoia vasculatura gastrica e aumento

do fluxo sanguineo na regido afetada, reduzindmas$ormacéo das Ulceras.

A capsaicina é o principal alcaldide responsavkl peopriedade irritante da mucosa de
plantas do géner@apsicum(BARCELOUX, 2009). Tal substancia age sobre ogGreas
sensoriais estimulando os receptores de membreg@gminantemente receptores vanildides
(TRPV14iransient receptor potential cation channel, sulifgnV, member ), liberando
neuropeptideos tais como substancia P e peptitlenorado ao gene da calcitonina (CGRP).
Em pequenas doses, a capsaicina funciona como tent@ayastroprotetor, estimulando a
microcirculacdo gastrica, porém em altas doses,dedréi seletivamente as terminagfes
neuronais das fibras C resultando em uma inativalgo nervos sensoriais e perda dos
reflexos nos quais estes nervos estdao envolvid@OESSANYI & BAETHO, 2001,
EVANGELHISTA, 2006).

Estudos mostram que, no estdbmago, 0S nhervos saiss@ierentes sensiveis a
capsaicina estdo envolvidos no mecanismo de débesh contra a formagdo de Ulceras
gastricas e que a administracdo oral de capsagiaece protecdo contra lesbes gastricas
induzidas por etanol (PARK et al., 2000).

Investigamos o papel das fibras aferentes sensivepsaicina no efeito gastroprotetor
dos acidos anacardicos no modelo de leséo gastdoaida por etanol. Para tanto, utilizamos
capsaicina (0,3 mg/Kg, v.0.), e também a capsaaefbn mg/Kg, i.p), um antagonista

especifico dos receptores TRPV1.

De forma semelhante a capsaicina, os acidos anemsn@duziram significativamente

o percentual de area gastrica ulcerada em comparag@ o0 grupo veiculo. O efeito
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gastroprotetor promovido por essas duas substéiotises/ertido na presenca de capsazepina.
Esses resultados evidenciam a possivel participag®o fibras sensoriais aferentes no

mecanismo de acdo dos acidos anacardicos.

Acredita-se que o mecanismo pelo qual a capsaiaece sua gastroprotecdo, deve-se
as prostaglandinas e ao aumento da microcirculagduoucosa gastrica via NO, aumento na
secrecdo de muco e bicarbonato, efeitos estes,adwdipela ativacdo dos neurbnios

sensoriais aferentes no estbmago (KATO et al., 2003

Como dito anteriormente, 0 mecanismo de acdo gaeteiora dos acidos anacardicos
envolve uma possivel participacdo das prostaglasdinlos canais de potassio ATP-
dependentes (&p) € do NO. Diante da evidéncia da participacédo ibeag sensoriais
aferentes no mecanismo de acdo dos 4cidos anarsardimdemos sugerir que a droga atue
promovendo gastroprotecdo de forma inespecificavéds de um complexo sistema que
envolveria a sensibilizacdo dos TRPV1 e, consequemite, liberacdo de NO e
prostaglandinas, sendo que estas poderiam ato#w, i canais de kp como por ativacao
de eNOS e consequente liberacdo de NO, e estsyparez, poderia levar novamente a uma
liberacdo de prostaglandinas, principalmente P@&mo também poderia atuar diretamente
via canais de Krp. Todos esses efeitos somados levariam a um aumerftaxo sanguineo

gastrico, na secrecédo de muco e bicarbonato edwer ge protecéo gastrica.

Mecanismos de a¢do gastroprotetores multifator@so o dos acidos anacérdicos,
encontram-se relatados na literatura, € o que apGatvalho (2008) com o mecanismo
gastroprotetor da mangiferina isolada Mmngifera indical., uma planta da familia

Anacardiaceae.

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que estresse oxidativo esta
estreitamente relacionado a etiopatologia dandga ulcerosa péptica, e que substancias
antioxidantes, como os acidos anacardicos, podeseng®nhar acdo gastroprotetora

(REPETTO et al., 2002; THOMPSON et al., 2006;: FAR2809).

A integridade da mucosa gastrica depende de fatom@so manutencdo da

microcirculacdo, secrecdo de muco e atividade demas antioxidantes, como superoxido
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dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), fatwres também implicam na
gastroprotecdo contra agentes irritantes exdgenosn@dgenos na mucosa gastrica
(KWIECIEN et al.,2004).

A Ulcera gastrica induzida por etanol ocorre predamemente na por¢do glandular do
estdmago, sendo resultante de uma acao necrotidiagte da reducédo dos fatores de defesa
como secrecdo de bicarbonato e muco, além de aomeat estresse oxidativo
(RUJJANAWATE et al., 2005). O etanol depletagogpos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-
SH) contidos nos tecidos estomacais, e a restaurdedtes parece ser importante na
gastroprotecdo (CAMPOS, 2008).

Os radicais livres citotoxicos parecem ser detoados por ligacdo com glutationa
(GSH), o maior componente endogeno do “pool” dos-SWP (PARK et al., 2000;
GONZALES et al.,, 2001; OLIVEIRA et al., 2004). Pamto, compostos sulfidrilicos
desempenham um importante papel no reparo de dahaares quando agentes oxidantes
estdo envolvidos no processo de injuria (SZA&Qal., 1981). Segundo REED & FARISS
(1984), a atividade antioxidante da GSH ocorre ¢gmis mecanismos, remocao direta de
radicais livres e funcionando como um substratoa par glutationa peroxidase (GPX),

eliminando peroxido de hidrogénio e hidroperoxidoitosol e mitocondrias.

Na tentativa de determinar uma possivel acdo dddoie gastrica dos acidos
anacardicos, avaliamos os grupos sulfidrilicos pré@eicos (NP-SH) no modelo de ulcera
induzida por etanol. Os resultados mostram gqueanoéfpromoveu deplecdo de NP-SH na
mucosa gastrica. A administracdo de NAC (750 mgAKg,), um doador de sulfidrilas,
restabeleceu os niveis de NP-SH no estbmago. @esaenacardicos (30 mg/Kg, v.0.)
também foram capazes de restaurar, ndo completeymaats de maneira significativa, os
niveis de NP-SH na mucosa gastrica, reduzidos apadministracdo de etanol absoluto.
Esses resultados sugerem que o0s acidos anacardajasn capazes de promover
gastroprotecdo através de um mecanismo antioxid&éen disso, esses dados obtidos
conseguem refletir estudos ja estabelecidos neatlited 0os quais demonstram o papel

antioxidante atribuido aos acidos anacardicos (TISEW et al., 2006).
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As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sado cartiente produzidas durante os
eventos fisiologicos normais, sendo removidas pgganismo de defesa antioxidante. Em
condicbes patologicas, as EROs resultam em peigaadédipidica e dano oxidativo. O
desequilibrio entre EROs e defesa antioxidante éevaodificacdo oxidativa na membrana

celular, ou nas moléculas intracelulares (EL-HABtR&l, 2000).

As enzimas antioxidantes que proporcionam a prarigiha de defesa contra as ERO’s,
geradas pelo estresse oxidativo, sdo a SOD, a CATG®x (CNUBBEN et al., 2001). A
primeira enzima antioxidante da mucosa gastricec5©B, que cataliza a dismutacédo de O
em HO, que é menos nocivo. O segundo passo do metabolikmbbO, depende da
atividade da GPx. A reducdo do® em agua pela GPx é acompanhada pela conversédo da
glutationa na forma reduzida (GSH) para a formalada (GSSG), que depois é convertida
em GSH pela GR (KWIECIENt al,.2002). A catalase esta presente na maioria damsélu
aerdbicas, sendo que em animais se encontra @imzpte no figado, rins e eritrécitos. Essa
enzima deve proteger as células de grandes qudesdiz HO, (EATON,1991).

Além da dosagem de NP-SH, para avaliar um possfedb antioxidante promovido
pelos &cidos anacardicos, realizou-se a determondgd niveis gastricos de SOD, CAT,
nitrato/nitrito e de malondialdeido (MDA) no modele ulcera induzida por etanol.

A administracdo de etanol reduziu significativareemis niveis de SOD e CAT
gastricos, quando comparados ao grupo controle alor@s tratamentos com o0s acidos
anacardicos (30 mg/Kg, v.0.) e NAC (750 mg/Kg, Vresultaram em aumento significante
nas atividades da SOD e da CAT, refletindo seunpadkantioxidante.

O nivel total de nitrato/nitrito gastrico, marcaglrde 6xido nitrico enddgeno, foi
reduzido pela administragido de etanol. Acidos adams e NAC reverteram a deplecéo
gastrica de nitrato/nitrito. O envolvimento do N@ gastroprotecdo dos acidos anacardicos
pode estar ligado a mecanismos antioxidantes. PEBEEMNAA & SIMKO (2007)
demonstraram que a reducdo de anions superoxidwefses a estabilizacdo do NO. Desta
forma, os resultados obtidos até aqui fornecencioslide que este seja um mecanismo
provavel para a participacdo do NO, uma vez qucmos anacardicos promovem sequestro

de radicais livres, assim como desempenham papdllador sobre enzimas como SOD.
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O tratamento agudo com etanol promove o estresdat¥o e consequentemente causa
a peroxidacao lipidica e formacdo de malondialdéMB®A) (PESKAR et al., 2002). A
atividade antioxidante dos acidos anacardicos tamboi medida pela dosagem
das substancias reativas com o acido tiobarbit((TA), um indicador de peroxidacéo
lipidica (AGAR et al., 1999). O resultado masfue o tratamento com 4cidos anacardicos
(30 mg/Kg, v.0.), assim como o NAC (750 mg/Kg, yi.mibe a peroxidacéo lipidica e reduz
significativamente a formacdo de MDA, fortalecermdmecanismo antioxidante dos acidos

anacardicos.

Os acidos anacardicos foram capazes de diminuiifis@tivamente o dano induzido
pelo etanol e restaurar as atividades gastricaS8Qia, da catalase, dos grupos NP-SH, dos
niveis de nitrato/nitrito, assim como das espéaasivas ao acido tiobarbitdrico promovidas
pelo etanol absoluto, demonstrando o mecanismoxaaidinte dos acidos anacardicos.

O efeito gastroprotetor dos acidos anacardicosrehde em marcadores gastricos de
estresse oxidativo condiz com a literatura, polsstncias antioxidantes podem desempenhar
acao gastroprotetora (REPETTO et al., 2002; THOMR&Oal., 2006; FARIA, 2009). Além
dos acidos anacardicos, outros lipidios fendlidsisoprendides como os carddis, cardandis

e metilcardois apresentam atividade antioxidanREWISAN et al., 2006).

A secrec¢do de &cido géstrico € um processo congncmmplexo, em que multiplos
fatores centrais e periféricos contribuem para umeda comum, a secregdo dé pelas
células parietais. Os fatores neuronais (aodtila), paracrinos (histamina) e enddcrinos
(gastrina) regulam a secrecdo de acido. Semeptores especificos {MH, e CCK,,
respectivamente) localizam-se na membrana basallates células parietais no corpo e fundo
gastricos. Nessas células o AMP ciclico e as vigzuddentes de €aativam a H, K'-
ATPase (a bomba de proétons), que efetua a trodardehidrogénio e potassio através da
membrana celular parietal. Essa bomba geranabor gradiente i6nico conhecido nos
vertebrados, com um pH intracelular de cerca des U pH intracanalicular de cerca de 0,8
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2006).
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A possivel atividade anti-secretéria gastrica praden pela administracdo dos acidos
anacardicos foi avaliada utilizando-se o modelo ligadura do piloro em ratos, com
administracéo da droga por via intraduodenal. Nestdelo a utilizacdo de via intraduodenal
€ importante para investigar a atividade do congpqeaindo administrado por via sistémica,
evitando contato direto das substancias testesacomicosa gastrica dos animais (FARIA,
2009). Neste trabalho, observou-se que os acidesaaticos (30 mg/Kg, v.0.) nao
apresentam efeito sobre a secrecéo acida gastuiezidez total. No modelo de dano gastrico
induzido por etanol, o acido gastrico parece ndercex papel importante para o
desenvolvimento das lesbes (MILLER & HENAGAN, 1984)

O mecanismo gastroprotetor dos acidos anacardicosll&fatorial, envolvendo um
efeito antioxidante, estimulacdo enddgena de mlastdinas e liberacdo de oOxido nitrico,
ativacdo de aferentes sensiveis a capsaicina eigbde canais de potassio sensiveis ao ATP,

acompanhado por um aumento da microcirculacaoiggstr
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8. CONCLUSOES

. Os éacidos anacardicos apresentaram atividade aiti@pdiva nos modelos
experimentais de contor¢cdes abdominais induzidasapilo acético, teste da formalina e

placa quente, contudo ndo demonstraram efeitocantigptivo no teste da capsaicina.

. Os &acidos anacardicos mostraram atividade antigflaria nos modelos
experimentais de edema de pata induzido por canresge granuloma induzido por pellet de

algodao.

. Os acidos anacardicos ofereceram gastroprotecamoslos experimentais de lesées
gastricas induzidas por etanol e lesGes gastrwhszidas por indometacina. O mecanismo
gastroprotetor dos acidos anacérdicos, na lesdoogdgor etanol, envolve a participagédo de
prostaglandinas, 6xido nitrico, canais de potassitsiveis ao ATP e receptores TRPV1. A
acdo gastroprotetora dos acidos anacardicos envairda uma acdo antioxidante,
comprovada pelo restabelecimento dos niveis gastde superdxido dismutase, da catalase,
dos grupos sulfidrilicos-nédo-protéicos (NP-SH/GSHYos niveis de nitrato/nitrito, assim
como foi capaz de impedir a formacéo de espécaw/as ao acido tiobarbitlrico (TBARS).

Os acidos anacardicos ndo apresentaram efeito ad@@ecdo acida e acidez total gastrica.
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Cashew nut-shell liquid and the contained anacardic acids (AAs) have been shown to possess antioxidant,
lipoxygenase inhibitory, anti-Helicobacter pylori and antitumor properties. Despite these known effects,
hitherto there were no published reports on their likely gastroprotective effects. The present study was
designed to verify whether AAs afford gastroprotection against the ethanol-induced gastric damage and
to examine the underlying mechanism(s). Gastric damage was induced by intragastric administration of
0.2 mL of ethanol (96%). Mice in groups were pretreated orally with AAs (10, 30 and 100 mg/kg), miso-
prostol (50 ug/kg), or vehicle (2% Tween 80 in saline, 10 mL/kg), 45 min before ethanol administration.
They were sacrificed 30 min later, the stomachs excised, and the mucosal lesion area (mm?) measured by
planimetry. Gastroprotection was assessed in relation to inhibition of gastric lesion area. To study the gas-
troprotective mechanism(s), its relations to capsaicin-sensitive fibers, endogenous prostaglandins, nitric
oxide and ATP-sensitive potassium channels were analysed. Treatments effects on ethanol-associated
oxidative stress markers GSH, MDA, catalase, SOD, and total nitrate/nitrite levels as an index of NO were
measured in gastric tissue. Besides, the effects of AAs on gastric secretory volume and total acidity were
analysed in 4-h pylorus-ligated rat. AAs afforded a dose-related gastroprotection against the ethanol
damage and further prevented the ethanol-induced changes in the levels of GSH, MDA, catalase, SOD and
nitrate/nitrite. However, they failed to modify the gastric secretion or the total acidity. It was observed that
the gastroprotection by AAs was greatly reduced in animals pretreated with capsazepine, indomethacin,
L-NAME or glibenclamide. These results suggest that AAs afford gastroprotection principally through an
antioxidant mechanism. Other complementary mechanisms include the activation of capsaicin-sensitive
gastric afferents, stimulation of endogenous prostaglandins and nitric oxide, and opening of K* rp chan-
nels. These combined effects are likely to be accompanied by an increase in gastric microcirculation.
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1. Introduction of cyclooxygenase-2 (COX-2) due to cardiac side effects [4]. Simi-
lar to NSAIDs, many cancer chemotherapeuticals such as cisplatin,
and bisphosphonates like alendronate can induce gastric dyspepsia
[5,6]. In recent years, there is an active search to discover novel and

alternative agents useful to combat gastric dyspepsia, and peptic

Peptic ulcer disease and gastric dyspepsia-associated with
chronic use of therapeuticals such as non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and anticancer agents are the two

major causes that adversely affect the life quality. Presently used
antisecretory agents like proton pump inhibitors may represent a
key option in peptic ulcer therapy [1] but their prolonged use seems
to be associated with high incidence of hip fractures [2]. NSAIDs-
induced gastropathy remains a major clinical problem [3] which
has not been solved through the introduction of selective inhibitors

* Corresponding author. Tel.: +55 85 3366.8341; fax: +55 85 3366.8333.
E-mail address: flavia@ufc.br (F.A. Santos).

0009-2797/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbi.2009.10.008

ulcer disease.

Anacardium occidentale Linn (cashew), an important member of
the family Anacardiaceae, popularly known as “caju”, is a tropical
tree originally indigenous to Brazil, which is now being exten-
sively cultivated in India and East Africa. The tree also yields the
so-called cashew apple to which the nut is attached. Brazil is the
major exporter of cashew nut. The fruit is very juicy, fibrous and also
edible and thus the plant have a commercial value [7]. The leaves
and bark extracts have been traditionally used for the treatment of
mouth ulcers, washing wounds and in dyspepsia [8]. The cashew
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nut-shell liquid (CNSL) is an important agricultural by-product of
cashew nut production and chemical analysis on CNSL showed the
presence of a high amount of anacardic acids. Anacardic acids are
found in not only the cashew nut-shell oil but also the nut and fruit
juice [9]. Biological and pharmacological investigations carried out
on these anacardic acids revealed several interesting activities such
as lipoxygenase inhibition [10], parasiticidal [11,12], inhibition of
NF-kB [13], antioxidant [7,14], antibacterial and anti-Helicobacter
pylori[15,16] and histidine acetylase (HDAC) inhibition [13]. HDAC
inhibitors are believed to exert their antiproliferative effects by
inducing a small set of genes involved in regulating cellular activ-
ities such as proliferation and differentiation, and thus may have
potential role for the treatment of cancer and chronic inflammatory
diseases [13,17].

A recent study has addressed on the antiulcerogenic effect of A.
occidentale leaf extract [18] but there are no published reports on
the gastroprotective effect of anacardic acids obtained from A. occi-
dentale despite their potential to act as lipoxygenase inhibitors and
anti-Helicobacter pylori. Therefore, in the present study we investi-
gated the possible gastroprotective activity of anacardic acids with
the underlying mechanism using the ethanol-induced gastric dam-
age in mice as the test model.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Swiss mice (25-30¢g) and Male Wistar rats (150-200g)
obtained from the Central Animal House of this University were
used. Experimental groups consisted of 8 animals per group. They
were housed at 24 &2 °Cunder a 12-h light/12-h dark cycle and had
free access to standard pellet diet (Purina chow) and tap water.
The animals were deprived of food for 18 h before experimenta-
tion, but had free access to drinking water. The Institutional Ethics
Committee on the Care and Use of Animals for experimentation
approved the experimental protocols (protocol number 78/08), and
all experiments were performed in accordance with the guidelines
of National Institute of Health, Bethesda, USA.

2.2. Chemicals

Capsaicin, indomethacin, glibenclamide, diazoxide, L-arginine,
NW-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Tween 80 (Merck AG, Darm-
stadt, Germany). Absolute ethanol was obtained from Synth (Brazil)
and prostaglandin analog 16,16-dimethyl PGE2 (Misoprostol) from
Continental Pharma (Cytotec®, Italy). The chemicals used and other
solutions were all of analytical grade. The anacardic acids from
Anacadium occidentale were dissolved in 2% Tween 80 and diluted
just before use in 0.9% saline.

2.3. Plant material

The cashews (A. occidentale) were harvested at the Embrapa
Tropical Agroindustry Experimental Station, located at Paraipaba,
Ceara, Brazil during the 2007 season. The fruits were from a com-
mercial cultivar (CCP-76), and the genetic material is maintained
on the Embrapa’s germplasm bank. The fresh cashew apples were
manually separated from the nut.

2.4. Extraction and isolation of anacardic acids

Cashew nut-shell liquid extracted from A. occidentale cashew
shell was obtained as a kind gift from Dr. Edy Sousa de Brito
(Embrapa, Fortaleza, Brasil). CNSL extract contained a mixture of
anacardic acids with cardol and cardanol. In the isolation process,

CNSL (20¢g) was dissolved in 5% aqueous methanol (120 mL) and
calcium hydroxide (10g) was added under stirring. The mixture
was kept at 50°C under stirring for 3 h. The supernatant solution
was monitored by TLC for the absence of anacardic acid. The precip-
itated calcium anacardate was filtered and washed with methanol.
Calcium anacardate was dissolved in distilled water acidified with
11 M HCL. The solution was extracted with ethyl acetate, the ethyl
acetate layer was washed with distilled water and dried over anhy-
drous sulfate, and concentrated under reduced pressure to yield
12 g of mixture of anacardic acid free from cardanol and cardol [19].
All the structures were stabilised by comparing spectral and phys-
ical data with those reported previously in the literature [17], and
by direct comparison with authentic samples.

2.5. Ethanol-induced gastric ulcer

Groups of mice (n=8) were treated with anacardic acids (10,
30 and 100 mg/kg, p.o.), misoprostol (50 wg/kg, p.o.), or vehicle
(2% Tween 80 in saline, 10 mL/kg). Forty-five minutes after treat-
ment, each animal was given orally 0.2 mL of ethanol (96%) and
they were sacrificed 30 min later [20]. 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: 1 mm?2) placed on the glandular mucosal
surface and was expressed in percentage (%) in relation to total area
of corpus.

2.6. Effects of capsazepine and indomethacin pretreatments on
anacardic acids gastroprotection

Groups of mice (n=8) were pretreated with vehicle (2% Tween
80 in saline, 10 mL/kg), anacardic acids (30 mg/kg, p.o.), capsaicin
(0.3 mg/kg, p.o.), and misoprostol (50 g/kg, p.o.), alone, or in
their combinations with capsazepine (5 mg/kg, i.p.), indomethacin
(10 mg/kg, p.o.) prior to the oral administration of 0.2 mL of ethanol
(96%). When given alone, anacardic acids, capsaicin, and misopros-
tol were administered 45 min before ethanol. Indomethacin and
capsazepine were administered 2 h, and 30 min, respectively, prior
to ethanol.

2.7. Role of nitric oxide on the gastroprotective effect of anacardic
acids

To investigate the influence of endogenous NO in the gas-
troprotective effect [21], mice (n=8 per group) were pretreated
with vehicle (2% Tween 80 in saline, 10 mL/kg), anacardic acids
(30 mg/kg, p.o.), L-arginine (600 mg/kg, i.p.) alone, or in their com-
binations with L-NAME (20 mg/kg, i.p.) prior to induction of gastric
damage with ethanol (0.2 mL of ethanol, 96%). While anacardic
acids was administered 45 min before, L-NAME and L-arginine,
were given 30 min prior to ethanol.

2.8. Role of Kyrp_ channels on the gastroprotective effect of
anacardic acids

To verify a likely activation of ATP-sensitive potassium chan-
nels in the gastroprotective effect [22], groups of mice (n=8) were
pretreated with vehicle (2% Tween 80 in saline, 10 mL/kg), anac-
ardic acids (30 mg/kg, p.o.), diazoxide (3 mg/kg, i.p.) alone, or in
their combinations with glibenclamide (5 mg/kg, i.p.) prior to the
oral administration of 0.2 mL of ethanol (96%). Anacardic acids were
given 45 min before, whereas diazoxide was administered 30 min
prior to ethanol or glibenclamide. Glibenclamide was administered
30 min before anacardic acids.
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2.9. Effect of anacardic acids on gastric markers of oxidative stress

Groups of mice (n=8) were pretreated with vehicle (2%
Tween 80 in saline, 10 mL/kg), anacardic acids (30 mg/kg, p.o.),
N-acetylcysteine (NAC, 750 mg/kg, p.o.) alone, or in their combi-
nations prior to the oral administration of 0.2 mL of ethanol (96%).
Anacardic acids and NAC were administered 45 and 60 min before
ethanol, respectively. Thirty minutes after ethanol, the animals
were sacrificed, stomachs excised and the glandular part of the
stomach was collected for biochemical analysis.

2.9.1. Gastric non-protein sulfhydryls (NP-SHs)

The gastric mucosal NP-SHs (reduced glutathione, GSH)
were determined by Ellman’s reaction using 5’5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB) [23]. Aliquots of 4 mL of the homogenates
in ice-cold ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 0.02 mol/L; pH
8.9) were mixed with 3.2 mL of distilled water and 0.8 mL of 50%
trichloroacetic acid (TCA). The tubes were centrifuged at 3000 rpm
for 15 min. The supernatant (2 mL) was mixed with 4 mL Tris buffer
(0.4 mol/L; pH8.9)and 0.1 mLof DTNB (0.01 mol/L). The absorbance
was measured within 5 min after addition of DTNB at 412 nm. The
absorbance values were extrapolated from a glutathione standard
curve and expressed as pg/g of stomach tissue.

2.9.2. Malondialdehyde (MDA)

The concentration of gastric mucosal lipid peroxidation was
determined by estimating MDA using the thiobarbituric acid test
[24]. The gastric corpus mucosa was homogenized in 10mL of
100g/L KCI (pH 7.4). The homogenate (250 L) was maintained
in a water bath for 60min at 37°C. 400 pL of 35% perchloric
acid was added to the homogenate and centrifuged for 10 min at
14,000 rpm. The supernatant (600 L) was mixed with 200 pL 1.2%
thiobarbituric acid and the mixture was heated at 98 °C for 30 min.
After cooling to room temperature, the absorbance was measured
at 532nm. The standard curve was obtained by using 1,1,3,3-
tetramethoxypropane. The results were expressed as nanomoles
MDA per gram of wet tissue (nmol/g tissue).

2.9.3. Catalase

Catalase (CAT) activity was measured according to a previously
described method [25]. About 20 p.L gastric homogenate in phos-
phate buffer (50 mM, pH 7) was added to 2 mL potassium phosphate
buffer (50 mM, pH 7) containing 10 mM H,0,. CAT activity was
defined as the amount of enzyme required to decompose 1 nmol
of H,0, per minute, at 25°C and pH 7. Results were expressed as
millimoles per minute per gram of tissue (mmol/min/g tissue).

2.9.4. Superoxide dismutase (SOD)

The gastric mucosal SOD activity was assayed as described ear-
lier [26]. In brief, the stomach tissue was homogenized in 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.8) and centrifugated at 3600 rpm
for 10 min at 4 °C. The supernatant (10 L) was mixed with 1 mL of
reaction mixture contained 50 mM potassium phosphate buffer (pH
7.8), 100nM EDTA and 13 mM L-methionine, 150 wL of nitroblue
tetrazolium chloride (NBT, 750 M), and 300 p.Lriboflavine (2 wM).
The absorbance was measured after 15 min at 560 nm. The enzyme
activity was expressed as the amount of enzyme that inhibited the
reduction of NBT by 50% which was equal to 1 unit (Fig. 1).

2.9.5. Gastric nitrate/nitrite levels

Gastric nitric oxide levels were measured as total nitrate/nitrite
levels with the use of the Griess reagent [27]. The stomach was
homogenized in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8) and
centrifugated at 11,000 x g for 15 min at 4°C. 100 pL of the super-
natant was mixed with 100 pL Griess reagent (0.1% N-(1-naphthyl)

OH
CO,H

:
W—V—V\

\/\/

Fig. 1. Chemical structures of the anacardic acids.

ethylenediamide dihydrochloride, 1% sulfanilamide in 5% phospho-
ric acid) and after 10 min the absorbance was measured at 540 nm.
The standard curve was obtained by using sodium nitrite. The
results were expressed as micromoles nitrate/nitrite per gram of
protein. The protein concentration of the sample was determined
by the Bradford assay [28].

2.10. Effect of anacardic acids on gastric secretion in 4-h
pylorus-ligated rats

Gastric acid secretion was stimulated by a 4-h pylorus ligation
[29]. Groups of rats (n =6) fasted for 24 h period were anaesthetized
using ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), the abdomen
was incised, and the pylorus ligated. Anacardic acids (30 mg/kg,
p.o.), cimetidine (100 mg/kg, p.o.) or vehicle was administered
intraduodenally, immediately after pylorus ligation. Four hours
after pylorus ligation, the rats were killed, stomachs removed, and
the gastric contents centrifuged at 3500 rpm for 15 min. The super-
natant volume (mL) was measured and total acidity determined by
titration with 0.1N NaOH using 2% phenolphthalein indicator, and
the results were expressed as wEq/h.

2.11. Statistical analysis

Results are expressed as the mean +standard error of mean
(SEM) deviation from 8 animals per group. Statistical evaluation
was done by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Student Newman-Keul's multiple comparisons test. Differences
were considered significant at p <0.05.

3. Results

The effect of orally administered anacardic acids on gastric
damage induced by absolute ethanol is shown in Table 1. The
control animals that received absolute ethanol presented gastric
lesions in the form of hemorrhagic streaks with a total area of

Table 1
The effect of anacardic acids on gastric damage induced by absolute ethanol in mice.

Treatment Dose Ethanol lesion area (mm?)

Control (vehicle) - 2049 + 2.28

Anacardic acids 10 mg/kg, p.o. 15.30 + 0.93" (25.3%)
30mg/kg, p.o. 7.46 + 0.86" (63.6%)
100 mg/kg, p.o. 3.52 + 0.46" (82.8%)

Misoprostol 50 pg/kg, p.o. 7.62 + 0.56" (62.8%)

The results are mean + SEM for 8 animals/group. Statistical comparison was per-
formed using ANOVA followed by the Student Newman-Keul’s multiple test.
’ p<0.05 compared with the control (vehicle) group.
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Fig. 2. Role of capsaicin-sensitive sensory afferents (A) and prostaglandins (B)
in the gastroprotective effect of anacardic acids against ethanol-induced gastric
damage in mice. (A) Mice were pretreated with vehicle (control), anacardic acids
(30 mg/kg, p.o.), capsaicin (0.3 mg/kg, p.o.), capsazepine (3 mg/kg, i.p)+anacardic
acids or capsazepine +capsaicin. (B) Mice were pretreated with vehicle (control),
anacardic acids (30 mg/kg, p.o.), misoprostol (50 pg/kg, p.o.), indometacin (INDO,
10 mg/kg, p.o.) + Anacardic acids or indometacin (INDO) + misoprostol. Data are pre-
sented as mean 4 SEM from 8 animals. 3p <0.05 compared with vehicle (control)
group; °p<0.05 compared with anacardic acids group; ‘p<0.05 compared with
corresponding control.
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20.49+2.28 mm?2. Animal groups pretreated with the anacardic
acids (10, 30 and 100 mg/kg, p.o.) exhibited a dose-dependent
reduction of gastric damage against ethanol-induced gastric ulcer-
ation. The extent of inhibitions for the respective doses employed
was 25.3, 63.6 and 82.8%, respectively (Table 1). Misoprostol, the
positive control included for the study also offered significant pro-
tection against ethanol (62.8% inhibition)-induced gastric lesions
(Table 1).

In mice pretreated with vanilloid antagonist capsazepine, the
gastroprotective effect of anacardic acids (30mg/kg) and cap-
saicin (0.3 mg/kg, p.o.) on ethanol damage was prevented (Fig. 2A).
Indomethacin (10 mg/kg, p.o.) pretreatment reduced the protective
effect of anacardic acids and that of misoprostol (50 pg/kg) (Fig. 2B).

L-NAME (20 mg/kg, i.p.), an inhibitor of nitric oxide synthase
(NOS) significantly blocked the gastroprotection produced by anac-
ardic acids (30 mg/kg) and L-arginine (600 mg/kg, i.p.), a substrate
for NOS (Fig. 3A).

The K* atp channel blocker, glibenclamide (5 mg/kg, i.p.) partially
abrogated the gastroprotective effect of anacardic acids (30 mg/kg)
whereas that of diazoxide (3 mg/kg, i.p.) was completely antago-
nized, indicating a role for K*prp channels in the gastroprotection
(Fig. 3B).

Ethanol significantly depleted gastric NP-SHs in mice that
received the vehicle (442.30 +49.81 p.g/g), when compared to basal
value seen in normal control (638.20 + 39.63 g/g) (Table 2).In con-
trast, ethanol-induced depletion of NP-SHs was significantly less in
animal groups treated with anacardic acids (603.40 +32.16 p.g/g),
or NAC (737.20+ 73.19 p.g/g), a sulfhydryl donor (Table 2).

Table 3 shows the treatment effects of anacardic acids on the
levels of SOD, catalase, MDA and nitrite/nitrate, in mice exposed to
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Fig. 3. Role of nitric oxide (A) and K*arp channels (B) in the gastroprotective
effect of anacardic acids against ethanol-induced gastric damage in mice. A. Mice
were pretreated with vehicle (control), anacardic acids (30 mg/kg, p.o.), L-argine
(600 mg/kg, i.p.), L-NAME (20 mg/kg, i.p) +anacardic acids or L-arginine + .L-NAME.
B. Mice were pretreated with vehicle (control), anacardic acids (30 mg/kg, p.o.),
diazoxide (3 mg/kg, i.p.), glibenclamide (GLIB, 5 mg/kg, i.p.) + anacardic acids, or dia-
zoxide + glibenclamide (GLIB). Data are presented as mean + SEM from 8 animals.
2p <0.05 compared with vehicle (control) group; ’p <0.05 compared with anacardic
group; °p<0.05 compared with corresponding control.

intragastric ethanol. The ethanol administration while significantly
elevated the gastric mucosal MDA (4.349 +0.149 nmol/g tissue)
when compared to normal control value (3.633 4 0.094 nmol/g
tissue), it significantly decreased the gastric mucosal catalase
and SOD activities, reaching 0.968 +0.058 mmol/min/g tissue for
catalase and 332.9 +42.86 U/g protein for SOD compared to nor-
mal control (1.617 £0.163 mmol/min/g tissue for catalase and
517.5+31.44U/g protein for SOD). AAs and NAC pretreatments
greatly lowered the gastric mucosal MDA almost to the levels seen
in normal control (3.734 +£0.084 and 3.764 4+ 0.185 nmol/g tissue,
respectively). Catalase and SOD activities were, however, increased
by pretreatments with AAs and NAC.

Table 2
Effect of anacardic acids on the levels of non-protein sulfhydryls groups (NP-SHs) in
glandular stomach of mice treated with absolute ethanol.

Treatment Dose NP-SHs (jg/g)

638.20 + 39.63

442.30 + 49.812
603.40 + 32.16°
737.20 + 73.19°

Control (normal) -
Control (vehicle) -
Anacardic acids 30 mg/kg, p.o.
N-acetylcysteine 750 mg/kg, p.o.

The results are mean 4 SEM for 8 animals/group. Statistical comparison was per-
formed using ANOVA followed by the Student Newman-Keul’s multiple test.

3 p<0.05 compared with the control (normal) group;

b p<0.05 compared with the control (vehicle) group.
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Table 3
Effect of anacardic acids on the levels of superoxide dismutase (SOD), catalase, lipid peroxidation (MDA) and nitrate/nitrite in glandular stomach of mice treated with absolute
ethanol.

Treatment Dose MDA (nmol/g tissue) Catalase (mmol/min/g tissue) SOD (U/g protein) Nitrate/Nitrite (wM/g protein)

3.633 + 0.094
4.349 + 0.1492
3.734 + 0.084°
3.764 + 0.185P

Control (normal) -
Control (vehicle) -
Anacardic acids 30 mg/kg, p.o.
N-acetylcysteine 750 mg/kg, p.o.

1.617 + 0.163

0.968 + 0.058*
2.006 + 0.258
2.263 + 0.154P

72220 + 117.20
285.20 + 35.372
548.40 + 76.05P
583.80 + 69.42P

517.5 £ 31.44
332.9 + 42.86*
731.3 £+ 75.79°
748.6 + 76.86"

The results are mean + SEM for 8 animals/group. Statistical comparison was performed using ANOVA followed by the Student Newman-Keul’s multiple test.

4 p<0.05 compared with the control (normal) group;
b p<0.05 compared with the control (vehicle) group.

Ethanol significantly reduced the gastric mucosal nitrate/nitrite
levels by about 60% (from 722.20+ 117.20 to 285.20 +£35.37 uM/g
protein) whereas pretreatments with AAs and NAC significantly
but marginally enhanced the nitrate/nitrite content (548.40 + 76.05
and 583.80+69.4 wM/g protein, respectively). In 4-h pylorus-
ligated rats, AAs applied intraduodenally did not modify either the
gastric secretory volume or the total acidity (data not shown).

4. Discussion

This study is the first time demonstration of the gastroprotective
property of anacardic acids (AAs), isolated from A. occidentale. AAs
pretreatment at doses of 10, 30 and 100 mg/kg markedly reduced
the gastric damage induced by ethanol in a dose-related man-
ner. Since ethanol-evoked gastric damage is multifactorial and
oxidative stress is believed to play an intimate role, we studied
the gastroprotective mechanism using this model and choosing a
30 mg/kg dose of AAs.

In order to verify the role of prostaglandins and capsaicin-
sensitive afferents on the gastroprotection afforded by AAs, mice
were pretreated with indomethacin, a non-selective cyclooxyge-
nase inhibitor and capsazepine an antagonist of capsaicin. In mice
pretreated with capsazepine (3 mg/kg, i.p.), the gastroprotective
effect of both AAs (30 mg/kg) and capsaicin (0.3 mg/kg, p.o.) on
ethanol damage was attenuated. In a similar way indomethacin
(10mg/kg, p.o.), anon-selective COX inhibitor also could effectively
block the protection afforded by AAs and misoprostol, a synthetic
prostaglandin. However, the blockade produced by capsazepine
and indomethacin, although significant was only partial indicat-
ing a limited participation of capsaicin-sensitive primary afferents
and endogenous prostaglandins in the gastroprotective effect of
anacardic acids.

Nitric oxide (NO) also appears to be a key mediator of gastroin-
testinal mucosal defence. NO, produced via activity of NO-synthase,
appears to be one of the major factors, involved in the regula-
tion of the gastric blood flow (GBF) and gastric microcirculation
[30]. NO releasing drugs protect against ethanol-induced gastric
lesions, and conversely, inhibition of NO synthesis increases the
susceptibility of the stomach to ethanol injury [31]. In this study,
the gastroprotection by both r-arginine (600 mg/kg) and anacardic
acids (30 mg/kg) was reversed in animals pretreated with L-NAME,
a non-selective NOS inhibitor, suggesting that NO also participates
in the gastroprotective effect of anacardic acids. Our findings on
nitrate/nitrite levels in the gastric tissue further confirm this view.
Total nitrate/nitrite, a marker of endogenous nitric oxide that was
markedly reduced by ethanol treatment was found to be signifi-
cantly elevated in mice pretreated with AAs. NO is considered an
effective chain breaking antioxidant in free radical-mediated lipid
peroxidation [32]. Moreover it interacts with prostanoids and sen-
sory neuropeptides in the regulation of gastric mucosal blood flow
and thus improves microcirculation [33].

Arole for ATP-sensitive potassium channels in gastroprotection
has been described [22]. In our study, the K*stp channel blocker,
glibenclamide partially abrogated the gastroprotective effect of

anacardic acids, indicating a role for K*arp channels in the gas-
troprotection. Since the protection afforded by anacardic acids is
additionally indomethacin-sensitive, we assume that endogenous
prostaglandins and nitric oxide act as activators of K*arp channels
and thus might contribute to enhanced gastric microcirculation.

Control of gastric acid secretion has been the cornerstone of
therapy in the successful management of gastric ulcer disease.
In ethanol-induced gastric damage, gastric acid does not seem to
play a role [34]. In this study, AAs failed to demonstrate a mod-
ulatory effect on gastric acid secretion and total acidity. One of
the factors that play a central role in alcohol-induced damage is
oxidative stress that results from enhanced generation of reactive
oxygen species [35]. Intracellular antioxidant, such as glutathione
(NP-SH/GSH) is critical for cellular protection in the gastric tissues.
Sulfhydryl compounds and glutathione have a prominent role to
playintissue repair when reactive oxygen species are involved [36].
It was reported that, in humans, a reduction in gastric glutathione
and cysteine can occur following ethanol consumption and glu-
tathione pretreatment could subside the gastric damage [37]. In
this study, AAs with its free radical-scavenging property [7] pre-
vented the GSH depletion, affording gastroprotection from ethanol
damage, similar to N-acetylcysteine, a replenisher of GSH.

Treatment of animals with ethanol decreased the levels of
superoxide dismutase and catalase. Lowering of the levels of these
enzymes can result into accumulation of highly reactive free radi-
cals that cause deleterious effects on cell membrane integrity and
function. Superoxide dismutase catalyses the reactions of superox-
ide anion radicals, dismutation of hydrogen peroxide (H,0, ), while
catalase degrades H,0; into a molecule of oxygen and water [38].
Treatment with AAs and NAC resulted in significant increases in
the activities of SOD and catalase and a decrease in MDA formation,
reflecting their antioxidant potential.

The present findings are consistent with earlier reports that
showed the antiulcerogenic effect of leaf extract of A. occiden-
tale against HCl/ethanol-induced gastric lesions in rats [18] and
the antioxidant potential of anacardic acids [7,14] as well as the
lipoxygenase inhibitory effect [ 10]. Anacardic acids in general were
shown to be relatively non-toxic to non-malignant human cell lines
[39], and are free from chromosomal damage [18,40].

5. Conclusion

In conclusion, the results of this study indicate a gastropro-
tective role for anacardic acids against gastric mucosal damage
induced by ethanol. The observed gastroprotection is possibly
mediated to a major extent by an antioxidant mechanism as the
anacardic acids were able to restore the NP-SH, catalase, SOD
and nitric oxide levels depleted by ethanol almost towards nor-
mal levels seen in controls. Other complementary mechanisms
may include the activation of capsaicin-sensitive gastric afferents,
stimulation of endogenous prostaglandins and nitric oxide, and
opening of K* srp channels. These combined effects are likely to be
accompanied by anincrease in gastric microcirculation. The present
finding of gastroprotection by anacardic acids not only supports the
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traditional use of A. occidentale in gastric disorders but is also of
potential therapeutic interest in developing anacardic acids as anti-
cancer agents.
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