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RESUMO

O triterpeno lupeol e o tanino hidrolisavel dilactona do acido valonéico (DAV),
componentes majoritarios de Cenostigma macrophyllum Tul. (Leguminoseae), foram
avaliados no modelo experimental de lesdo gastrica induzida por etanol e em modelos
comportamentais. O lupeol (3, 10 e 30mg/kg, v.0.) e a DAV (3, 10 e 30mg/kg, i.p.)
atenuaram significativamente (p<0,05) as lesdes gastricas induzidas por etanol. No
estudo mecanistico, o lupeol (30mg/kg) e a DAV (10mg/kg) mostraram agdo
antioxidante, previnindo a deple¢do de grupos sulfidrilas ndo protéicos e a participagao
do o6xido nitrico, de prostaglandinas, de canais de potassio ATP-dependentes e canais de
calcio. Foi observada ainda a participagdo de receptores alfa-adrenérgicos, mas nao de
receptores opidides, no mecanismo gastroprotetor das substancias. Tanto o lupeol (30
mg/kg) quanto a DAV (10mg/kg) reduziram a acidez géstrica total sem alterar o volume
secretorio gastrico no modelo de ligadura do piloro. Na avaliacdo sobre a motilidade
intestinal normal, o tratamento com lupeol (3, 10 e 30mg/kg) ndo alterou o percentual
de transito em relagdo ao controle, contudo a DAV (3, 10 e 30mg/kg) reduziu de forma
significativa (p<0,05) o percentual de transito, por um mecanismo que nido envolve
receptores opidides ou adrenérgicos. DAV (10 mg/kg) também foi capaz de inibir
significativamente (p<0,05) o transito estimulado por 6leo de ricino. Nos modelos
comportamentais, o lupeol (3, 10 e 30mg/kg, v.0.) ndo produziu alteracao na atividade
locomotora dos animais no teste da movimentagao espontanea, entretanto o tratamento
com DAV (3, 10 e 30mg/kg, i.p.) produziu uma diminuigao significativa (p<0,05) da
atividade locomotora no mesmo teste, sem alterar a coordenacao motora dos animais no
teste do rota rod. O tratamento com DAV (3,10 e 30mg/kg) reduziu a laténcia e
aumentou a duragdo do sono induzido por pentobarbital sédico, assim como aumentou o
tempo de imobilidade no teste da suspensdo da cauda. A administragdo de DAV nas
doses de 3, 10 e 30mg/kg induziu catalepsia nos animais e a dose de 10mg/kg foi capaz
de inibir a hiperlocomoc¢do induzida por anfetamina (5 mg/kg). Estes dados sugerem
que tanto o lupeol quanto a DAV possuem um potencial efeito gastroprotetor
possivelmente relacionado a um mecanismo antioxidante, ao aumento de grupos NP-
SH, com participacdao do NO, das PGs, dos canais de K+ATP e do calcio. A DAV
demonstrou alteragdes comportamentais que sugerem um efeito depressor do Sistema
Nervoso Central com possivel envolvimento da dopamina.

Palavras Chaves: Cenostigma macrophyllum, lupeol, dilactona do 4cido valonéico,
gastroprotecao, efeitos comportamentais.



ABSTRACT

The Lupeol triterpene and valoneic acid dilactone (VAD), two major chemical
components isolated from Cenostigma macrophyllum Tul. (Leguminoseae) were
evaluated in the experimental model gastric lesion induced by ethanol and in animal
models of behavioral. Both lupeol (3, 10 and 30 mg/kg, p.o.), and VAD (3, 10 and 30
mg/kg, i.p.) afforded significant gastroprotection (p<0,05) against absolute ethanol-
induced gastric lesions. In the mechanistic studies, lupeol (30mg/kg) and VAD
(10mg/kg) demonstrated an antioxidant action by preventing the ethanol-evoked
depletion of non-protein sulthydryls (NP-SHs), the involvement of nitric oxide (NO),
prostaglandins (PGs), and the ATP-dependent potassium and calcium channels. Also
observed were the participation of [12-adrenoceptors but not the opioid receptors in the
gastroprotective effect of these substances. Lupeol (30 mg/kg) as well as DAV
(10mg/kg) effectively reduced the total acidity (p<0,05) in the stomach without altering
the gastric secretory volume in pylorus-ligatet rat. While normal intestinal transit was
unalttered by lupeol (3, 10 e 30 mg/kg). VAD (3, 10 e 30 mg/kg) significantly (p<0,05)
reduced by a mechanism that do not involve either opioid or adrenergic receptors. In
addition, VAD (10 mg/kg) was also able to inhibit significantly (p<0, 05) the intestinal
transit promoted by castor oil in mice. In open field test, lupeol (3, 10 e 30mg/kg) failed
to demonstrate no significant change in locomotor activity of animals. However VAD
(3, 10 e 30mg/kg) showed significant diminution (p<0,05) of locomotor activity in this
test, but did not affect the motor coordination in rota-rod test. Mice treated with VAD
(3,10 and 30mg/kg) demonstrated reduced latency and increase duration of sleeping
time induced by pentobarbital sodium and showed enhanced immobility time in tail-
suspension test. VAD at the doses 3, 10 and 30 mg/kg induced catalepsy in animals and
at 10 mg/kg, it could effectively counteract the hypermotility induced by amphetamine
(5mg/kg). These results suggest that both lupeol and VAD can affored gastroprotection
against ethanol induced gastric injuri primarily through anantioxidant mechanism by
restoring glutathione (NS-PH). The study futher indicate the possible involviment of
NO, PGs, KATP channel activationaswell as membrane calcium. Besides the
gastroprotection, DAV evidenced depressant effects in behavioral tests, possibly
involving monoaminergic or adenosinergic systems which need to be clarifield in a
future study.

Key words: Cenostigma macrophyllum, lupeol triterpene, valoneic acid diterpene,
gastroprotection, behavoral effects.
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1 INTRODUCAO:

1.1 Fisiologia e Anatomia do Tratogastrointestinal.

O trato gastrintestinal (TGI) ¢ um dos sistemas de fundamental importancia para
o organismo, considerando sua fun¢ao de prové-lo de agua, eletrdlitos e alimentos e de
excretar os residuos gerados (BODE; BODE, 1997).

O TGI possui um sistema nervoso proprio, denominado Sistema Nervoso
Entérico (SNE), que contém cerca de 100 milhdes de neurdnios, nimero esse, que se
aproxima aquele existente na medula espinhal. O SNE comega no esofago e estende-se
ao anus, controlando os movimentos e as secre¢des gastrointestinais. E formado pelo
plexo mioentérico ou plexo de Auerbach (plexo externo situado entre as camadas
muscular longitudinal e circular) e pelo plexo de Meissner ou submucoso (plexo interno
localizado na submucosa), constituindo a inervacdo intrinseca do o6rgdo. O plexo
mioentérico ¢ responsavel pelo controle motor (peristaltismo) e o plexo submucoso ¢
responsavel pela regulacdo da secrecdo, do transporte de liquidos e pelo fluxo sangiiineo
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2006; ZADORI, et al., 2007).

Os neurdnios pos-ganglionares sdo divididos em neurdnios colinérgicos, que
liberam acetilcolina (Ach) e neurdnios nao adrenégicos e ndo colinérgicos, que liberam
os neurotransmissores: peptideo liberador de gastrina (GRP), peptideo intestinal
vasoativo (VIP), peptideo ativador da adenilil ciclase pituitaria (PACAP), o6xido nitrico
(NO) e substancia P. Estes neurdnios atuam sobre células alvo de forma direta e indireta
regulando a liberacdo de gastrina, histamina e somatostatina, os quais regulam a
secrecdo acida do estomago (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Anatomicamente o estdmago ¢ dividido em fundo, corpo e antro. O fundo esté
situado na regido superior e tangencia a juncao esofagogastrica; o corpo corresponde a
maior parte do 6rgao; e o antro esta situado na regido proximal ao canal pilorico
(DANGELO; FATTINI, 2007). Possui glandulas oxinticas e as glandulas piloricas, que
secretam diversas substancias responsaveis pelos processos digestivos e homeostaticos
do estdomago.

As glandulas oxinticas estdo localizadas na superficie interna do corpo e fundo
do estdbmago, e sdo compostas por células produtoras de diversas substancias: células

mucosas (muco), células pépticas ou principais (pepsinogénio, o qual, quando em
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contato com o &cido cloridrico, ¢ convertido em pepsina atuando como enzima
proteolitica), células parietais (acido cloridrico), células D (somatostatina e amilina), e
células enterocromafins (EC) (peptideo natriurético atrial- ANP, serotonina e
adrenomedulina), células enterocromafins “like” (ELC) (histamina). Enquanto as
glandulas pildricas estdo localizadas na por¢do antral do estdbmago e possuem células
mucosas (produtoras de muco), células G (gastrina) e também células A-“like” ou GR

(grelina e obestatina) (CHEN, et al., 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008).

1.1.1 Fisiologia da Secrecdo Gastrica

A secregdo de acido gastrico ¢ um processo continuo em que multiplos fatores
centrais e periféricos contribuem para uma meta comum: a secrecio de H' pelas células
parietais. E regulada por uma complexa interagdo de sinais neurais, enddcrinos e
paracrinos do cérebro e do trato gastrointestinal (KONTUREK, et al., 2004,
PETRONILHO, et al., 2009). Neurdnios aferentes e eferentes providenciam uma
comunicag¢do bidirecional entre 0 SNC e o estomago além de uma grande variedade de
neuropeptideos, que agem centralmente e perifericamente para regular a secre¢do acida
gastrica (SCHUBERT, 2005) (Figura 1).

Os principais estimulantes da secrecdo do 4acido sdo a acetilcolina (ACh),
liberada de neurdnios pos-ganglionares entéricos; a gastrina, liberada de células G do
antro gastrico; e a histamina, liberada das ECL (Figura 1). O principal inibidor da
secrecdo do acido gastrico € a somatostatina liberada das células D da mucosa oxintica e
pilorica (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

Na via neuronal, o Sistema Nervoso Central (SNC) modula a atividade do SNE
através da ACh, estimulando a secre¢dao de acido gastrico em resposta a antecipagdo ao
alimento (odor, visdo, salivacdao), o que caracteriza a “fase cefalica” da secrecao acida
gastrica. As fibras eferentes que se originam nos nicleos motores dorsais descem até o
estomago pelo nervo vago e fazem sinapse com células ganglionares do SNE
(SCHUBERT, 2005).

A ACh ¢ liberada pelos neuronios pos-ganglionares do nervo vago, interage com
receptores muscarinicos M3 da membrana basolateral da célula parietal, ativando-os. A
ativacdo do receptor colinérgico resulta na liberagdo de célcio dos estoques mediada
pela formagao do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) pela fosfolipase C, bem como da entrada

de calcio extracelular que ¢ modulada por varias substancias ativadas pela fosfolipase
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A2. O calcio se une a proteinas fixadoras de calcio, como a calmodulina, formando o
complexo célcio-calmodulina que fosforila proteinas em cascata e ativa as proteinas
quinases calcio dependentes (PKC). A ativacdo da PKC permite a fosforilagdo de
proteinas que irdo ativar a H' /K '-ATPase (a bomba de proton), estimulando diretamente
a secrecdo do acido (ATHMANN, et al., 2000; AIHARA, et al, 2005).

A ACh também age indiretamente através da interagdo com receptores
muscarinicos M2 e M4 das células D e por inibicdo do ANP (CHEN, et al., 2006;
SCHUBERT; PEURA, 2008). Estes processos impedem a secre¢do de somatostatina,
removendo a regulagdo deste peptideo sobre as células G, ECL e parietais
(SCHUBERT, 2005).

A gastrina ¢ produzida pela célula G do antro géstrico, mas também pode ser
produzida em pequena quantidade no intestino delgado, no colon e no pancreas. Este
hormonio ¢ o principal mediador da secre¢cdo acida estimulada pela alimentagdo ¢ age
principalmente liberando histamina das células ECL no corpo e fundo do estomago.
Quando liberada da célula G, liga-se em receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2
(CCK-2) localizados na célula parietal, promovendo aumento dos niveis de calcio
intracelular, o qual estimulara a bomba de protons (H'/K'-ATPase), desencadeando a
formagao de 4cido. Esses receptores também estdo presentes nas células ECL, aos quais
a gastrina pode ligar-se promovendo a liberacdo de histamina (ALY, et al., 2004,
BEALES, 2004).

A histamina ¢ estocada principalmente em células ECL que comumente se
localizam em estreita proximidade com as células parietais. Quando a histamina ¢
liberada, ela estimula diretamente a secre¢do do 4cido gastrico pela ligacdo em
receptores H2 na célula parietal, desencadeando uma cascata de eventos intracelulares,
resultando, com isso, no aumento dos niveis de AMPc ¢ ativagdo da PKA. A ativagao
da via dependente de AMPc estimula a bomba de protons na célula parietal, resultando
na secre¢do de acido (JAIN, et al., 2007). Além disso, a histamina modula a secre¢ao do
acido de maneira indireta, por atuar em receptores H3 na célula D do antro gastrico,
inibindo a secre¢ao de somatostatina (substancia que tem fun¢do de inibir a secrecao do
acido por suprimir a liberagdo de gastrina, mediante retroalimentagao negativa); e atuar
nas cé¢lulas G estimulando a liberacdo de gastrina (KONTUREK, et al, 2004;
ROULEAU, et al., 2004).
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Outros mediadores estdo envolvidos na secrecdo gastrica, como o peptideo
liberador de gastrina (GPR) que ¢ liberado das fibras pos-ganglionares do nervo vago e
estimula diretamente a liberagao de gastrina, e consequentemente, a secre¢ao acida e os
neuropeptideos PACAP e VIP que apo6s liberados dos nervos ndo colinérgicos, ativam
os receptores PCA1 e VAPAC2 presentes nas células ECL, resultando na liberagao de
histamina (ATHMANN, et al., 2000; AIHARA, et al., 2005; CHEN, et al., 2006;
SCHUBERT; PEURA, 2008). Entretanto o PACAP ¢ o VIP podem inibir a secre¢ao
acida ao estimular direta ou indiretamente a secre¢ao de somatostatina (LI, et al., 2000;

ZHENG, et al., 1999).
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Figura 1. Vias de sinalizagdo dos principais mediadores da secre¢do acida géstrica.
Adaptado de Olbe, et al. (2003).

A somatostatina ¢ um peptideo inibitorio liberado pelas células D localizadas nas
areas do antro e do fundo do estdmago. Dois mecanismos do efeito antisecretor da
somatostatina tém sido reportados: a interagdo direta sobre as células parietais e a
inibicdo da liberagdo de gastrina e histamina das células G e ECL. Ambos ocorrem
através da ativacao de receptores SST, de somatostatina localizados nas células ECL e
parietal (LL et al., 2001; MAKHLOUF; SCHUBERT, 1990).

O receptor SST, estd acoplado a proteina G inibitéria (Gi) e também pode inibir
a secrecdo 4cida provocada pelos agonistas de Ca," e a liberagio de histamina pelas

células ECL (KUTCHALI, 1996; ATHMANN, et al., 2000; KOMASAKA, et al., 2002).
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Segundo Komasaka, et al. (2002), a inibicdo da liberagao de histamina pelas células
ECL tem papel mais importante na inibi¢cdo da secrecdo acida gastrica do que o efeito
inibitdrio direto da somatostatina sobre as células parietais.

As prostaglandinas (PGEs) também atuam na regulacdo da secrecao acida via
receptores EP3; que acoplados a proteina Gi inibem a via da ACh, causando supressao da
acidez gastrica nas células parietais (KATO, et al., 2005).

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) pertence a uma familia
de genes que incluem a calcitonina, a adrenomedulina e a amilina. Seus receptores ja
foram identificados nas células D antral e oxintica. Em resposta a alta acidez ou a
infeccdo aguda por Helicobacter pylori, o CGRP ligado aos neurdnios sensoriais
estimula a somatostatina causando a inibicdo da secre¢do de gastrina e histamina e

consequentemente, da secrecdo acida (SCHUBERT; PEURA, 2008).

1.1.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

A barreira muco-bicarbonato ¢ a primeira linha de defesa da mucosa géstrica.
Esta barreira ¢ formada pelo gel mucoso, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes, os
quais cobrem a superficie da mucosa. Esta camada retém o bicarbonato secretado pelas
células superficiais epiteliais para que o microambiente permaneca neutro, prevenindo a
penetragdo da pepsina e a digestdo proteolitica da superficie epitelial (ALLEN;
FLEMSTROM, 2004).

O muco ¢ secretado pelas células epiteliais da mucosa e contém 95% de agua e
5% de mucina (glicoproteina). A secrecdo de muco ¢ estimulada por hormonios
gastrointestinais, como gastrina e secretina, bem como por prostaglandina E2 (PGE2) e
agentes colinérgicos. Substancias ulcerogénicas, como anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs) e sais de bile, causam dissipacao do gel mucoso e da camada de
fosfolipidios, causando a lesdo da mucosa (LAINE, ef al., 2008).

O bicarbonato ajuda a manter uma zona de pH neutro na mucosa oferecendo
uma barreira protetora contra a difusdo do acido. Sabe-se que a PGE2 estimula a
secrecao de bicarbonato no estdmago, via ativagao dos receptores EP1; e no duodeno de
ratos, via ativacdo de receptores EP3 e EP4. Além disso, o fator liberador de
corticotrofina, a melatonina, a uroganilina, a orexina A, também estimulam a secre¢do

de bicarbonato (AOI, et al., 2004; NAKASHIMA, et al., 2004).
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As prostaglandinas endogenas tém um importante papel mediando muitos
aspectos da defesa da mucosa gastrointestinal (MAITY et al., 2003). Sao sintetizadas a
partir do 4cido araquidonico, através das enzimas ciclooxigenases (COX). Ha duas
formas de ciclooxigenase, a COX-1 e COX-2.

Ja foram descritas variantes da COX-1 que retém a atividade enzimadtica, uma
das quais foi chamada de “COX-3” (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006). Enquanto a
isoforma COX-1 (constitutiva) produz a maior parte das prostaglandinas na mucosa
gastrica normal, a COX-2 (induzida) atua como um fator importante durante a
cicatrizagdo das ulceras. Inicialmente acreditou-se que a COX-2 contribuia para a
cicatrizacdo das ulceras unicamente através da producdo de prostaglandinas. Entretanto,
estudos sugerem que a inibigdo da COX-2 aumenta o tempo de cicatriza¢do das ulceras
tanto por via dependente quanto independente de prostaglandinas (KATAOKA et al.,
2000; PERINI et al., 2003).

As PGs inibem a secreg¢ao de acido; estimulam a secre¢ao de muco, bicarbonato
e fosfolipidios, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa e aceleram a restitui¢do
epitelial e cicatrizagdo da mucosa. Além disso, inibem a ativagdo de mastdcitos e
leucécitos, bem como a aderéncia de plaquetas no endotélio vascular. A diversidade de
funcdes desempenhadas pelas PGs ¢ decorrente de sua ligacdo com quatro diferentes
tipos de receptores, denominados EP1, EP2, EP3 e EP4 (BUTTGEREIT, et al., 2001;
SULEYMAN, et al., 2010).

A prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaciclina (PGI2) constituem as principais
prostaglandinas sintetizadas pela mucosa géstrica em humanos e animais. A PGE2 tem
efeito estimulatério sobre a secre¢do de bicarbonato no estdmago via receptores EP1,
enquanto no duodeno, tal acdo ocorre via receptores EP3 (TAKEUCHI, et al., 1999),
destacando-se, ainda, como um potente secretagogo de mucina em células epiteliais
gastricas de ratos (TANIL, et al., 1997).

Outro fator importante de protecdo ¢ o fluxo sanguineo adequado, devido a
elevada atividade metabodlica e necessidade de oxigénio da mucosa gastrica. O fluxo
sangiiineo na mucosa mantém a estrutura ¢ a fungdo do estdmago e estd associado as
doengas gastricas e cicatrizagdo de lesdes gastrointestinais. E regulado e modificado por
sistemas e fatores metabdlicos locais como prostaglandina, leucotrieno e outros
mediadores quimicos enddgenos na mucosa. Um dos papéis do fluxo sanguineo na

mucosa ¢ suprir a mucosa gastrica com oxigénio, nutrientes ¢ hormoénios, além de
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participar da regulacdo da saida do acido, produgdo de muco, secre¢ao de bicarbonato,
remoc¢do dos produtos e retrodifusdo de ions hidrogénio. Esses eventos contribuem
substancialmente para a manutencao fisiologica da integridade da mucosa (KAWANO;
TSUJIL 2000).

Mais recentemente, tem sido descrito, o papel do 6xido nitrico (NO) como um
mediador fundamental nos mecanismos de defesa gastrica, devido a sua habilidade de
aumentar o fluxo sangiiineo da mucosa e a produ¢do de muco, além de inibir a
aderéncia de neutréfilos as células endoteliais (CORUZZI, et al.,2000). Existem trés
diferentes isoformas de NOS, das quais, duas sdo constitutivamente expressas (cNOS)
que s3o a oOxido nitrico sintase neuronal - nNOS ou NOS-1 e o6xido nitrico sintase
endotelial - eNOS ou NOS-3, ¢ uma ¢ induzida (6xido nitrico sintase induzida - iNOS
ou NOS-2) (LANAS, 2008).

Embora a producdo de NO pela ¢cNOS seja importante na manutengdo da
integridade da mucosa gastrica, recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira
bifésica na resposta ulcerogénica da mucosa gastrointestinal dependendo da isoforma da
NOS, ou seja, o NO produzido pela ¢ctNOS apresentaria em efeito protetor, ¢ o NO
originario da iNOS teria um efeito pré ulcerogénico (NISHIO, et al., 2006). O NO
também ¢ importante no controle da secre¢do acida e alcalina, no fluxo sangiiineo da
mucosa gastrica e na secrecao de muco gastrico (BAYIR, et al., 2006).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o peroxido de
hidrogénio, radicais superoxido e os radicais hidroxila sdo conhecidos por danificar
varios componentes celulares incluindo os lipidios da membrana, proteinas, DNA e
assim contribuir para a disfungdo celular. Recentemente, os EROs tém despertado a
atencao por desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da patogénese de
lesdes gastricas induzidas por estresse, etanol e AINEs. (SIERON, et al., 2001;
ODABASOGLU, et al., 2006).

Em geral, o ambiente redox (oxidacdo-redu¢do) do interior das células impede
os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox ¢ mantido pela acdo de
enzimas antioxidantes, como a superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa (GSH). Alteragdes no estado redox e deplecdo de antioxidantes pela

exposicdo a agentes oxidantes levam ao estresse oxidativo e dano oxidativo (BAYIR,

2005).
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A SOD existe sob a forma de trés isoenzimas nas células humanas: a) SOD
citosolica, contendo ions cobre e zinco, b) SOD extracelular, contendo ions cobre e
zinco e ¢) SOD mitocondrial, contendo ions manganés. Esta enzima remove, por reacao
de dismutagdo, o radical superdxido (O27), que é um radical livre muito reativo,
formado pela redugdo do oxigénio molecular (MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A catalase localiza-se principalmente nos peroxissomos, onde catalisa a
dismutacao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. Tem também a
funcdo de detoxificagdo de diferentes substratos, como fendis e alcoois pela reducao do
peroxido de hidrogénio. A catalase liga-se com NADPH, o qual protege a enzima da
inativagdo e aumenta assim sua eficiéncia (KIRKMAN; GAETANI, 1984; KIRKMAN
et al., 1999).

A Glutationa (GSH) ¢ um tripeptideo, que age como um antioxidante importante
para a manutencdo da integridade da mucosa do estdmago. Os tidis endogenos tais
como GSH sdo capazes de ligar-se a radicais livres e prevenir a formacdo das lesdes
produzidas por varios agentes ulcerogénicos. Assim a GSH tem importante participagao
na manutencdo da integridade da mucosa gastrica e seu esgotamento pode resultar na
acumulacdo de radicais livres que favorecem o surgimento de danos a membrana por
peroxidagdo lipidica (MAITY, et al., 2001; DEMIR, et al., 2003; OLIVEIRA, et al.
2004).

A concentragdo relativamente elevada de grupos sulfidrilicos nao proteicos (NP-
SH), que ¢ principalmente glutationa reduzida (GSH, glicina y-glutamil-cisteina), além
de cisteina (CSH), coenzima A e outros tidis na mucosa gastrica, também indica suas
possiveis implicacdes para a gastroprotecdo. Recentemente, Nagy et al. (2007)
indicaram que sulfidrilas enddgenas (SH) desempenham um papel importante na
manuten¢do da integridade gastroduodenal e na protecdo contra lesdes quimicamente

induzidas em células, tecidos e 6rgaos.

1.2 Ulcera gastrica

A tlcera ¢ uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os componentes dos
tecidos epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células do musculo

liso, vasos e nervos, podem ser destruidos. As ulceras do trato digestivo podem se
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apresentar de trés formas: ulcera péptica, que ¢ a ulcera que se apresenta tanto no
estomago como no duodeno, ulcera duodenal, que se apresenta apenas no duodeno e a
lilcera géstrica que se apresenta apenas no estomago (MILANI; CALABRO, 2001).

As tlceras ocorrem mais freqiientemente no duodeno, onde mais de 95%
ocorrem na sua primeira por¢ao, € 90% estao localizadas proéximo da jungdo do piloro
com a mucosa duodenal. No estdmago, as ulceras se localizam mais comumente no
antro (60%) e na juncdo do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). A
incidéncia de ulceras géstricas parece ser ligeiramente maior em homens em relagao as
mulheres (1,3: 1), sendo que a faixa etaria de maior ocorréncia das ulceras duodenais ¢
de 30-55 anos, e das ulceras gastricas ¢ de 50-70 anos (ABITOL, 2005).

Na maioria dos casos a etiologia da Ulcera ¢ desconhecida, sendo geralmente
aceito que ¢ resultante de um desequilibrio entre os fatores agressivos enddgenos (acido
cloridrico e pepsina) ou exdgenos (etanol, anti-inflamatorios esteroidais, fumo, estresse)
e de mecanismo de defesa enddgena (muco, bicarbonato, prostaglandinas, fluxo
sanguineo, 6xido nitrico), responsaveis pela integridade da mucosa (BELAICHE, et al.,
2002; RAMAKRISHNAN, et al., 2007).

Diversos fatores de risco contribuem para a patogénese da ulcera gastrica, dos
quais se pode destacar o consumo excessivo de alcool, o uso de AINEs, o tabagismo, o
estresse e a infeccdo por H.pylori. Estes fatores, isolados ou em associagdo, contribuem
de maneira significativa para o aumento da secrecdo de acido cloridrico na mucosa
gastrica e para a redugdo dos fatores de protecdo da mesma, promovendo a formacao de
lesdes ulcerativas (WOLFE; SACHS, 2000; YUAN; PADOL; HUNT, 2006)

O consumo excessivo de alcool representa uma das principais causas de ulcera
péptica no homem, causando erosdes hemorragicas gastricas e gastrite caracterizada por
edema, hemorragia subepitelial, esfoliacao celular e infiltracdo de células inflamatorias
(KO; CHO; LAM, 2004). Tais danos ocorrem devido a liberacdo de mediadores
vasoativos (leucotrienos e histamina), formagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), resultando em peroxidagdo lipidica e, conseqiientemente lesdes da mucosa
gastrica (REPETTO; LESLUY, 2002).

Os AINEs interrompem a barreira de muco e bicarbonato da mucosa gastrica

normal contribuindo para a formagao de ulceracdo gastrointestinal (WALLACE, 2001).
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O principal mecanismo de formagdao das lesdes independe da via de
administragcdo e resulta do distirbio da sintese de PG pela inibigdo da isoenzima
ciclooxigenase 1 (COX-1). No estomago, as PGs t€ém um papel vital na protegdo,
mantendo o fluxo sangiliineo da mucosa, estimulando a secre¢ao de muco e bicarbonato
e regulando a renovagdo celular e o reparo da mucosa. Alguns AINEs podem ainda
danificar a mucosa gastrica por um efeito direto. Os AINEs acidos, incluindo a aspirina,
tornam-se lipossoluveis em pH baixos e se tomados oralmente, podem atravessar a
barreira lipidica das células da mucosa gastrica. No pH intracelular, perdem a
solubilidade lipidica e ficam presos, interrompendo fungdes celulares, talvez por inibir a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial (HAWKINS; HANKS, 2000). Além disso, os
AINEs causam interrup¢do do fluxo sangliineo da mucosa induzindo isquemia
microvascular e reduzem a producdo de NO (ATAY, et al., 2000).

O tabagismo representa um fator de risco para o desenvolvimento de tlceras. A
nicotina presente nos cigarros ndo somente promove ulceragdes como também
potencializa as tlceras causadas por outros agentes (MAITY, et al., 2003).

As lesdes gastricas induzidas pela nicotina estdo relacionadas com o aumento da
secrecdo acida do pepsinogénio via estimulagdo vagal, aumento da liberacdo de
histamina, diminuic¢do da secre¢cdo de muco e bicarbonato, reducdo da sintese de PGE; e
geracdo de EROS (MAITY, et al., 2003; SHIN, et al., 2002).

Outro fator relevante na formacao de ulceras € o estresse. Na sociedade de hoje
estamos regularmente expostos a diferentes tensoes fisicas e psicoldgicas. Essas tensoes
desencadeiam ou modificam o curso clinico de diversos distirbios gastrointestinais,
incluindo ulcera péptica, sindrome do intestino irritdvel e doencas inflamatorias
intestinais (KATO, et al., 2010). As ulceras induzidas por estresse sao devidas
principalmente ao aumento da geragdo de radicais livres, além do aumento da secre¢ao

acida (MILLER, 1987).

1.3 Terapéutica da tlcera péptica

A secrecdo acida ¢ reconhecida como um componente central da tlcera péptica,
dessa forma o seu controle ainda € o principal alvo terapéutico para o tratamento dessa

patologia.



32

Virios farmacos foram desenvolvidos com o intuito de neutralizar ou inibir a
acidez, a exemplo dos antidcidos, anticolinérgicos, antagonistas de H2 e inibidores da
bomba de prétons (Figura 2) (AIHARA, et al., 2003; JAIN, et al., 2007; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

Os antiacidos, a exemplo do bicarbonato de sédio, carbamato de calcio,
hidréxido de aluminio e hidréxido de magnésio que foram amplamente utilizados, mas
ndo sdo eficazes como terapia primaria para ulceras, pois sO aliviam os sintomas e
apresentam varios efeitos colaterais incluindo diarréia e interferéncia com a absorcao de
drogas (BEALL, et al., 2006; JAIN, et al., 2007).

Os anticolinérgicos (telenzepina e pirenzepina), antagonistas de receptores
muscarinicos, surgiram como uma alternativa para diminuir a dor, por diminui¢do da
motilidade e também diminuir a secre¢do acida. No entanto, o uso destas drogas ¢
limitado devido aos efeitos colaterais como boca seca, visdo turva e taquicardia
(AIHARA, et al., 2003; JAIN, et al., 2007).

A descoberta dos antagonistas H, revolucionou a terapéutica da tlcera. Drogas
como a cimetidina, ranitidina e famotidina bloqueiam os receptores H, impedindo a
ligacdo da histamina a seus receptores e inibindo a secrec¢ao acida. Estas drogas sdo bem
toleradas com poucos efeitos adversos, incluindo confusdo mental, ginecomastia, nefrite
intersticial e interagdo com enzimas do citocromo P450 (CHENTER; RODRIGUES-
JUNIOR, 2002; SCHUBERT; PEURA, 2008).

A identificagdo da H', K'-ATPase, como bomba de proton da célula parietal
responsavel pela secrecio de H', representou um novo avango no entendimento e
tratamento das ulceras. Os inibidores da bomba de prétons (PPis) sdo os medicamentos
mais eficazes no controle da secrecdo acida atualmente disponiveis e 0os mais prescritos
na terapéutica antiulcerogénica (DAJANI; KLAMUT, 2000). Os principais
representantes desta classe sdo o omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol. Os
PPis mesmo sendo considerados seguros e eficazes tem manifestado efeitos adversos
relacionados com hipersecrecao acida rebote, ma absorcado, infeccdo e cancer (AIHARA
et al., 2003; RAGHUNATH; O'MORAIN; MCLOUGHLIN, 2005; JAIN et al., 2007,
SHUBERT; PEURA, 2008).

Quando a ulcera esta associada a infec¢do por Helicobacter pylori o tratamento
constitui uma combinagdo de PPis ou antagonistas H,, mais antibidticos. No entanto as

limitagdes desta terapéutica incluem nauseas, diarreias e tonturas (CHENTER;
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RODRIGUESJUNIOR, 2002; MAJUMDAR; BEBB; ATHERTON, 2007; JAIN ef al.,
2007)

ANTAGONISTA MUSCAR!NICQ\.A.Ch

Figura 2. Terapéutica da ulcera péptica (Adaptado de Ralfa; Rawis; Beyzarov, 2006).

Apesar da evolucdo da terapéutica no tratamento das ulceras gastricas nos
altimos anos com o desenvolvimento de novos farmacos, ha ainda varios fatores
limitantes quanto a eficacia, producao de efeitos colaterais e alta recorréncia de lceras
(40-80%) um ano apos o tratamento com antagonistas H, e os PPis (SZABO; VINCE,
2000; DEBASHIS et al., 2002). Outro fator limitante ¢ a supressdo da secrecdo acida
prolongada resultante do uso por longos periodos de H, e PPis, provocando
hipergastrinemia, que pode estar associada a formagao de alteragdes pré-cancerigenas
na mucosa gastrica e com a incidéncia de pneumonia (LA VECCHIA; TAVANI, 2002;
LAHEL, et al., 2004; JAIN, et al., 2007).

Diante destas consideracdes, se torna necessario mais estudos para a
compreensdo desta doenga, assim como a busca por métodos e drogas capazes de
promover a sua remissdo. Assim as plantas medicinais surgem como alternativa para
uma nova abordagem terapéutica que tenha menos efeitos colaterais e menor indice de

recidiva que os compostos ja existentes no mercado.
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14 Plantas Medicinais

1.4.1 Consideracoes Gerais

As plantas medicinais tém sido usadas como tratamentos tradicionais para
numerosas doengas humanas durante milhares de anos e em muitas partes do mundo,
seja no uso em rituais magicos/religiosos ou como medicamento. Nas zonas rurais dos
paises em desenvolvimento, elas continuam a ser utilizadas como fonte primaria de
medicina e cerca de 80% das pessoas nestes paises utiliza medicamentos tradicionais
para os cuidados de satde (CHITME, et al., 2003; LI; OHIZUMI, 2004; KIM, 2005;
FIRENZOULLI, et al., 2005;). Alguns dos primeiros registros do uso de plantas como
drogas sdo encontradas no Artharvaveda, que é a base da Medicina Ayurveda na India
(2000 aC), nas tabuas de argila na Mesopotamia (1700 aC), e no Papiro Eber do Egito
(1550 aC) (SNEADER, 2005; SCHMIDT, et al., 2008).

Elas representam uma reserva praticamente inexplorada de substancias tuteis a
humanidade e aproximadamente 420 mil espécies vegetais sdo conhecidas sendo que
menos de 5% destas foram avaliadas para atividades biologicas. Diante deste quadro e
também do fato de que uma uUnica planta pode conter varias substancias quimicas
diferentes, percebe-se a riqueza de entidades moleculares novas contidas no reino
vegetal que ainda podem ser descobertas (BRAMWELL, 2000; VEERPOORTE, et al.,
2000; HOSTETTMANN; QUEIROZ VIEIRA, 2003).

Ao se considerar a perspectiva de obtencdo de novos farmacos, o Brasil se
destaca como o pais de maior diversidade genética vegetal do mundo, com um vasto
manancial ainda por ser explorado sob o ponto de vista quimico-farmacologico
(BARBOSA- FILHO, et al., 2007; CORREA, et al., 2008; QUINTANS-JUNIOR, et
al., 2008; SOUSA, et al., 2008).

Na ciéncia moderna, o uso da manipulacdo de plantas resulta em alternativa
eficaz para incrementar a producdo de compostos valiosos no desenvolvimento de
novos medicamentos. A pesquisa sistematica para obtencdo de novos compostos com
finalidade terapéutica pode ser executada por meio de varios processos, sendo que o0s
mais utilizados sdo: sintese de novas substancias ¢ a modificagdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacoldgicas definidas, assim
como a extragdo, o isolamento e a identificagao de novos compostos de fontes naturais.

Nesse sentido, as fontes de origem vegetal, apresentam um atrativo inigualavel na busca
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por substancias ativas que possibilitem o descobrimento de novos potenciais farmacos
(DREWS, 2000; SOUSA JUNIOR, et al.,2009).

Em uma extensa revisdo de novas drogas introduzidas entre 1981 e 2002,
Newman, et al. (2003) observaram que 28% das 868 novas entidades quimicas eram
produtos naturais ou derivados de produtos naturais, com outros 24% criadas em torno
de um protétipo de um produto natural. Além de produtos langados, pelo menos 70
produtos naturais relacionados ja estdo na fase de ensaios clinicos (BUTLER, 2005;
NEWMAN, et al.,2003).

Sao definidos como produtos naturais, compostos com atividade bioldgica
derivados de plantas, animais e microorganismos (BAKER, et al., 2007). Muitos
produtos naturais e seus derivados modificados sinteticamente tém sido desenvolvidos
com sucesso para o uso clinico no tratamento de doencas humanas em quase todas as
areas terapéuticas e representam um percentual acima de 50% das drogas usadas
mundialmente na clinica (NEWMAN; CRAGG, 2007).

No Brasil, a possibilidade de implantacdo da fitoterapia no sistema publico de
saude vem sendo considerada desde 1988 e faz parte das diretrizes da I Conferéncia
Nacional de Assisténcia Farmacéutica (CNMAF, 2003). A partir de entdo, varias
iniciativas pontuais para estabelecer a fitoterapia na rede publica de saide vém
ocorrendo, destacando-se o Programa de Fitoterapia do Ceard, alicer¢cado no Projeto
Farmacias Vivas, idealizado pelo Prof. Francisco Jos¢ de Abreu Matos e recentemente
instituido no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS) (MATTOS, 2001; BRASIL,
2010).

O Ministério da Saude do Brasil estabeleceu em 2006 uma politica que
regulamenta a utilizagdo de plantas medicinais e recursos fitoterapicos (Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos). Esta politica tem como objetivo
garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional. (BRASIL, 2007). Outra iniciativa que
contribuiu ainda mais para o desenvolvimento deste setor de estudos foi a publicagao
em 2008 da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS).

No decorrer dos ultimos anos os setores de estudos com plantas medicinais tém
evoluido no Brasil e entre 2003 e 2008 foram apresentados 25 pedidos de patentes de

composi¢des farmacéuticas a base de plantas medicinais como Copaifera genus, Cordia



36

verbenacea, Erythrina mulungu, e Physalis angulata. H4 ainda inimeras pesquisas em
desenvolvimento nas instituigdes de ensino e centros de pesquisas, boa parte voltada
para a avaliagdo do potencial terapéutico de alguns metabolitos secundarios tais como
flavonoides, alcaldides, triterpenos, taninos e lignanas, pois muitas destas substancias
tém grande possibilidade de aproveitamento como futuros farmacos (FILHO; YUNES,

1998; GUARRERA, 2005; BALBANI, et al., 2009).

1.4.2 Atividade de plantas sobre o trato gastrointestinal

Viérias publicagdes em todo o mundo relatam o efeito benéfico de diversas
plantas sobre o sistema gastrointestinal. Elas tém demonstrado eficacia no tratamento da
hiperacidez, ulceras gastricas, duodenais e disturbios da motilidade, além de apresentar
acdo antibacteriana sobre Helicobacter pylori (GAWRON-GZELLA; WITKOWSKA-
BANASZCZAK; DUDEK, 2005).

A atividade antiulcerogénica de varias plantas da flora nacional e de seus
principios ativos vem sendo comprovada em estudos cientificos, destacando-se os
resultados obtidos no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Ceara (LPN/UFC) com o monoterpeno cineol (SANTOS; RAO, 2001), com a resina
bruta e a mistura de triterpenos ao- e P-amirina isolada de Protium heptaphyllum
(OLIVEIRA, et al., 2004a; OLIVEIRA, et al., 2004b), a flavona isolada de
Lonchocarpus araripensis (CAMPOS, et al., 2008), acido centipédico, um diterpeno
isolado de Egletes viscosa (GUEDES, et al., 2008), quebrachitol, isolado de Magonia
glabrata (OLINDA, et al., 2008), mangiferina, uma glicosilxantona isolada de
Mangifera indica L. (CARVALHO, et al., 2008) e os acidos anacardicos, isolados de
Anacardium occidentale MORAIS, et al., 2010).

Estudos em outros centros de pesquisas também relatam a eficacia de muitas
plantas no tratamento de lesdes gastricas, dentre elas Alchornea castaneaefolia
(HIRUMA-LIMA, et al., 2006), Maytenus robusta (ANDRADE, et al., 2007),
Hancornia speciosa (MORAES, et al., 2008), Nigella sativa (AL MOFLEH, et al.,
2008) e Herissantia crispa (LIMA, et al., 2009). Muitas destas atividades estao
relacionadas aos metabolitos secundarios, que apresentam estruturas quimicas diversas e
conseqiientemente, mecanismos de acdo distintos. Estes mecanismos, entretanto, estdo
geralmente relacionados a estimulagdo dos fatores de protecdo da mucosa gastrica,

como a sintese de prostaglandinas, a secrecdo de muco e bicarbonato, ou ainda a
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inibicdo de agentes agressores como a secre¢ao acida (LEWIS; HANSON, 1991;
LEWIS; SHAW, 2001; BORRELI; 1ZZ0O, 2000 KHENNOUF, et al., 2003a).

Dentre estes metabolitos, os fitocompostos denominados polifendis, incluindo os
taninos, as antocianidinas e outros flavonodides t€ém se destacado devido a sua grande
variedade de efeitos biologicos incluindo atividade antioxidante, antiproliferativa, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antialérgica e hepatoprotetora (MIDDLETON, et al.,
2000). Os taninos, particularmente, vém despertando interesse do ponto vista nutricional
e medicinal devido a sua potente capacidade antioxidante e possivel efeito protetor da
saude humana, reduzindo o risco de doengas cardiovasculares e cancer (SANTOS-
BUELGA; SCALBERT, 2000; SEERAM, et al., 2005;). Outros compostos que
merecem destaque sdo os triterpenos pentaciclicos, dentre os quais, o lupeol que se
encontra amplamente distribuido em varios géneros taxondmicos (ex.: Fragaria, Vitis,
Mangifera) e tem demonstrado uma grande diversidade de atividades biologicas
(CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008). Do ponto de vista quimico, estes compostos
estdo presentes em espécies de varias familias, com destaque para a Leguminosae.

(FREIRE, 1994).

1.4.3 Familia Leguminosae e subfamilia Caesalpinioideae

A familia Leguminosae Adams ¢ a terceira maior familia das Angiospermas
ap6s Orchidaceae e Asteraceac (BARROSO 1984), compreende 727 géneros e 19.325
espécies (LEWIS et al. 2005). Possui representantes distribuidos em todos os
continentes ¢ no Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500 espécies (SOUZA;
LORENZI, 2005). Nos tratamentos taxondomicos relacionados a Leguminosae
(POLHILL 1981; LEWIS, et al., 2005) sao geralmente reconhecidas trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. Na andlise quimica esta familia
apresenta-se particularmente rica em flavondides e compostos biossinteticamente
relacionados, como rotendides e isoflavonoides. Os alcaldides, terpenodides e esterdides
sao exemplos de outras classes de substancias também presentes em muitos exemplares.
Os taninos tém freqiiéncia muito baixa se comparada aos flavonoides, tendo sido
relatadas poucas ocorréncias em Caesalpinoideaec (HEGNAUER; BARKMEYJER,
1993, MAISELS, 1994; ZARUCHI, 1994; BONNET, et al, 1996,
DESMARCHELIER, ef al., 2001; CINTRA, et al, 2005).
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Quanto a subfamilia Caesalpinioideae, destacam-se como géneros importantes:
Cassia que tem como exemplo as espécies conhecidas popularmente como fedegoso
(Cassia spectabilis), cigarreira (Cassia multijuga), mata-pasto (Cassia tora), sene
(Cassia angustifolia) e chuva-de-ouro (Cassia ferruginea); Caesalpinia, cujo
representante mais conhecido ¢ o Pau-Brasil (Caesalpinia echinata), Bauhinia,
conhecida como pata-de-vaca (Bauhinia bongardi), Copaifera, popularmente conhecida
como copaiba (Copaifera duckei Dwyer), entre outras (SANTOS; TEIXEIRA, 2001;
Lorenzi; Abreu, 2002; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002)

O uso medicinal de plantas desta subfamilia reside nas suas propriedades
antioxidante (KHALIL, er al., 2008), acaricida (FERNANDES; FREITAS, 2007),
antibacteriana e antifungica (SAINATH, et al., 2009), antidiarréica (MBAGWU;
ADEYEMI, 2008), antiofidica (MENDES, et al., 2008), anti-inflamatodria, analgésica e
antipirética (DONGMO, et al., 2001; ARCHANA, et al., 2005) laxativa e adstringente,
além do seu emprego no tratamento de ferimentos. Outras atividades farmacologicas
também sdo descritas, tais como antiulcerogénica, hipoglicemiante e antimicrobiana

(BACCHL, et al., 1995).

1.4.4 O género Cenostigma

O género Cenostigma Tul, pertence a subfamilia Caesalpinoideae, subordinada a
tribo Caesalpinieae e compreende quatro espécies denominadas Cenostigma tocantinum
Ducke Tul. Cenostigma gardnerianum Tul.,, Cenostigma macrophyllum Tul. e
Cenostigma sclerophyllum Tul. Somente esta ultima ocorre fora dos limites brasileiros,
tendo sido encontrada no chaco paraguaio. Estas espécies apresentam habitos arboreos e
arbustivos, distribuidas nas formagdes de mata, cerrado e caatinga das regides Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (Figura 3) (FREIRE, 1994; WARWICK,
2009).
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Figura 3. Mapa da distribuicdo de Cenostigma: C.tocantinum (tridngulos);
C.macrophyllum (pontos); material cultivado ndo incluido (WARWICK, 2009).

A Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata. Teles Freire (Figura 4) ¢
conhecida popularmente como “caneleiro”, “caatingueira”, “pau de rato” dentre outros.
Caracteriza-se por ser um arbusto de caule semi-ereto, sulcado, ocorrendo nos Estados
de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, vegetando em ambiente de
cerrado. No Nordeste, encontra-se em areas de mata no Maranhdo, Piaui, Ceara,
Pernambuco e Bahia. E de ampla distribui¢do na cidade de Teresina-PI onde ¢ utilizada
como planta ornamental e, por esta razao foi escolhida como simbolo da cidade (decreto

n° 2407 de 13/08/1993; FREIRE, 1994).



40

Figura 4. Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire. Em destaque o
caule e as flores. Fonte: Acervo do Fotografo Antonio Quaresma, 2001.

Das espécies conhecidas, apenas C. gardnerianum e C. macrophyllum possuem
estudos fitoquimicos. Do extrato acetato de etila obtido das cascas do caule e das folhas
de C. gardnerianum foram isolados flavondis (quercetina), flavonas (vitexina,
agatisflavona), cumarinas (escoparona), acido eldgico, acido galico e seus derivados:
galato de metila e acido 2-C-S-D-glicosil-4-metoxigalico (ALVES, 2007). Nos estudos
com Cenostigma macrophyllum foram isolados e identificados alguns compostos
(Figuras 5 e 6) presentes nos extratos etanolicos das folhas e da casca do caule, como
triterpenos (acido 3-4-seco-16-S-hidroxiolean-18-en-3-6ico e lupeol), esterdides livres e
glicosilados (sitosterol, estigmasterol, 3S-O-S-D glicopiranosilsitosterol), tocoferdis (a.,
B, v, 0) e biflavonas (agatisflavona, amentoflavona e 7 metoxiamentoflavona), além do
acido elagico, ferulato de alquila e a dilactona do 4cido valonéico (SANTOS, 2001;
COSTA, 2002; COSTA, 2003; COSTA, 2005; SILVA, 2006a).

Um levantamento etnofarmacolédgico realizado no tropico semi-arido do Piaui
cita o uso popular das folhas, flores e casca do caule desta espécie para tratamento de
doencas intestinais e estomacais, em especial gastrites, ulceras e como espasmoliticas
(SANTOS, 2001). Mais recentemente estudos com extratos de folhas e casca do caule
da C. macrophyllum atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva, antibacteriana,

antiulcerogénica, hepatoprotetora e antioxidante (Quadro 1).
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Figura 5. Estrutura quimica de algumas substancias isoladas de Cenostigma

macrophyllum.
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Ferulatode alguila

OH Dilactona do 4cido valonéico

Figura 6. Estrutura quimica de algumas substancias isoladas de Cenostigma
macrophyllum.



Quadro 1 — Atividades farmacolégicas ja estudadas de C. macrophyllum.
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Agdo Parte da Preparagao Modelo experimental Referéncia
planta
Estimulo mecanico
FHA (Filamentos de Von Silva, 2006b
Frey)
Folha Santos, 2001a
Antinocicentiva EEtOH, FHA | Nocicep¢ao induzida Alencar, 2002
pv e FRB por formalina Silva, 2006b
Costa, 2005
Casca do Nocicepc¢do induzida
EEtOH, FAE por formalina e Rocha, 2002
caule .. )
capsaicina Pereira, 2005
Folha EEt(%i’EFHA Edema de pata Santos, 2001a
Anti-edematogénica C 3 induzido por
ascas do EEtOH carragenina Rocha, 2002
caule
EEtOH,
Folha | EH.0,FAE | . o Costa, 2003
. At Ulceras induzidas por Oliveira, 2000
Antiulcerogénica F. MeOH ) X
indometacina e etanol
Casca do EEtOH Almeida. 2002
caule EH,O clda,
Ac¢ao sobre cepas
Antibacteriana Folha EEtOH bacterianas Gram
positivas e negativas
Hepatotoxicidade Silva et al., 2004
Hepatoprotetora Folhas FRB induzida por Costa, 2005
acetaminofeno
Espasmolitica Casca do EEtOH Duodeno isolado de Silva, 2006a
caule rato
Antioxidante Ca::slsedo EEtOH, DAV DPPH Silva, 2006ac

EEtOH: extrato etanolico; FHA: fase hidroalcodlica da partigdo do extrato etandlico;
FRB : fragdo rica em bivaflonas proveniente da fase hidroalcoolica; EH2O: extrato
aquoso; FAE: fase acetato de etila da parti¢do do extrato etanolico.
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1.5 Terpenoides

O grupo dos terpendides compreende cerca de 15.000 a 20.000 estruturas ja
identificadas. Ele se distingue das outras classes de metabodlitos secundarios vegetais
pela sua origem, a partir do mevalonato e isopentenil pirofosfato, além da natureza
lipofilica de suas estruturas.

Quimicamente, os terpenoides sdo caracterizados como hidrocarbonetos
insaturados, com diferentes quantidades de oxigénios ligados ao seu esqueleto
isoprénico. A nomenclatura dos terpendides depende do numero de estruturas
isoprénicas (Figura 07) ¢ dos atomos de carbono presentes na molécula, assim as
classes principais de terpenos sdo os hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40), os diversos triterpenodides sdo agrupados em familias: esqualenos,
lanostanos, damaranos (tetranortriterpendides e quassindides), lupanos, oleananos,
ursanos e hopanos (DEWICK, 2000; CONNOLY; HILL, 2002; WAGNER;
ELMADFA, 2003).

Os triterpenos apresentam diversas atividades biologicas, entre as quais se
destacam: cardioprotetora (SUDHAHAR, et al., 2007), gastroprotetora (PERTINO, et
al., 2007, GUEDES, et al., 2008), anti-inflamatéria (MEDEIROS, et al., 2007),
antitumoral (BRAGA, et al., 2007), leishmanicida (DELGADO-MENDEZ, et al., 2008)
e anti-hiperglicémica (SATO, et al., 2007).

a7, E»@@ﬁiﬁfﬁngiﬁﬁgﬁm
{Isoprenc)

1.5.1 Lupeol

O lupeol ¢ um triterpeno pentaciclico da familia dos lupanos, encontrado em
plantas comestiveis, como azeitona, figo, manga, morango, uvas vermelhas e em plantas
medicinais usadas em diversos continentes (SALEM, et al., 2001).

Este composto tem apresentado diversas atividades farmacoldgicas e uma baixa

toxicidade, pois a administra¢ao de até 2 g/kg, por via oral a ratos e camundongos nao
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produziu efeitos adversos significativos ou mortalidade (PATOCKA, 2003). Foi
observada atividade anti-inflamatoria em modelos de inflama¢do aguda e cronica em
ratos e camundongos, que ndo envolve a inibi¢do de ciclooxigenase, mas possivelmente
esta relacionada a uma a¢do imunosupressora, a uma diminui¢do da migragao celular
para o sitio da inflamagdo e a reducdo da liberacao de citocinas pro-inflamatorias. O
lupeol ndo demonstrou atividade analgésica ou antipirética (KWEIFIO-OKAI, et al.
1995; GEETHA; VARALAKSHMI, 1998; FERNANDEZ, et al. 2001; AGARWAL,;
RANGARI, 2003). Entretanto Pereira, ef al. (2010) demonstraram atividade analgésica
do lupeol no modelo de nocicepcao induzida por glutamato em camundongos.

Estudos mais recentes demonstram que o lupeol também possui atividades anti-
mutagénica e anti-malarica em testes in vitro e in vivo (SALEEM et al., 2001),
atividade inibidora de proteinas quinases, serina proteases ¢ da DNA topoisomerase II,
um alvo para a quimioterapia anti-cancer (WADA; IIDA; TANAKA, 2001; HODGES,
2003). O lupeol induz a diferenciacdo e inibe o crescimento do melanoma e células
leucémicas, causa apoptose de células cancerigenas do pancreas e da prostata (HATA;
HORI; TAKAHASHI, 2003; ARATANECHEMUGE, et al., 2004; SALEEM, et al.,
2005 a; SALEEM, et al., 2005 b), inibe a promocao do tumor em dois estagios da
carcinogénese da pele do rato, modulando diversas vias de sinalizacdo (SALEEM et
al.,2004) e possui atividade hepatoprotetora (SUNITHA, et al., 2001; SUDHAHAR, et
al., 2006).

A administragdo de lupeol produziu uma queda acentuada no nivel de oxalato
nos rins e também foi eficaz em neutralizar a toxicidade dos radicais livres, provocando
um decréscimo significativo da peroxidase e aumento do nivel da capacidade
antioxidante no modelo da urolitiase em ratos (MALINI, et al., 2000; BASKAR, et
al.,1996). Sudhahar, et al. (2006) observaram que o tratamento com lupeol e linoleato
de lupeol diminuiu os niveis de peroxidacao lipidica e aumentou as defesas enzimatica
e ndo enzimatica antioxidantes, favorecendo a melhoria de alteragdes oxidativas na fase
inicial da aterosclerose hipercolesterolémica em ratos. Um efeito cardioprotetor
também foi observado por Sudhahar, et al. (2007) em experimentos realizados com

ratos.



46

1.6 Taninos

Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes do
metabolismo secundario das plantas e sdo definidos como polimeros fendlicos solaveis
em agua que precipitam proteinas (HASLAM, 1966). Encontram-se amplamente
distribuidos no reino vegetal, sendo encontrados nas raizes, folhas, frutos e sementes.
Atuam como um sistema de defesa das plantas contra ataques microbianos e de animais
devido a sua adstringéncia e a capacidade de formar complexos com proteinas e
polissacarideos (SANTOS, 2000). As plantas ricas em taninos sdao empregadas na
medicina tradicional, para tratar diversas moléstias organicas como a diarréia,
hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragia, problemas estomacais e renais, e
processos inflamatorios (SIMOES, et al, 2004). Segundo De Mello e Santos (2004)
esses compostos podem apresentar atividade bactericida, fungicida, moluscicida e
antiviral.

As atividades farmacolodgicas dos taninos podem estar relacionadas a habilidade
destes compostos em complexar-se com proteinas, polissacarideos e ions metalicos (Fe,
Mn, Cu, Al, Ca) e/ou a sua propriedade antioxidante (SIMOES, et al., 2003; DE
MELLO; SANTOS, 2004). A complexacdo com proteinas se da através de interagdes
ndo-especificas como pontes de hidrogénio e efeitos hidrofobicos, bem como através de
ligacdes covalentes. Quimicamente formam uma familia complexa de compostos
polifendlicos, soltiveis em agua, com peso molecular entre 500 e 3.000 Da (LEKHA;
LONSANE 1997). No entanto, estes valores mudam quando ocorre polimerizagdo para
formar taninos condensados ou hidroliséveis atingindo valores em torno de 40.000 Da
(SPENCER, et al. 1988; KHANBABAEE; REE, 2001). Recentemente, foi proposta
uma reparticao em quatro grupos: taninos condensados, taninos complexos, galotaninos
e elagitaninos (KHANBABAEE; REE, 2001).

Taninos condensados sdo polimeros de flavan-3-ol ou flavan - 3,4-diol que ndo
contém residuos de acticar ou proantocianidinas sdo constituidos por unidades flavanol:
flava-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas). Eles estao presentes em
maior quantidade nos alimentos normalmente consumidos (LEKHA; LONSANE 1997).
Os taninos complexos sdo os compostos resultantes da ligagdo de catequinas ou
epicatequinas com acidos gélico ou elagico, devido a reagdo catalisada pela luz, calor e
oxigénio. Um exemplo ¢ o galato de catequina, contendo moléculas de taninos

condensados e hidrolisaveis (AGUILERA-CARBO, 2008).
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Galotaninos sdo taninos hidrolisaveis formados a partir de unidades de acido
gélico (galoil) ligadas a um nucleo glicosidico (KHANBABAEE; REE, 2001). Sao
sensiveis a hidrolise por enzimas (atividade enzimatica), acidos ou alcalis (HUANG, et
al. 2005) e para ser considerado como hidrolisavel, um tanino deve ter pelo menos trés
grupos galoil esterificados com um poliol. O acido tanico ¢ um galotanino tipico
(SANCHEZ-ALVARADO, 2001).

Os elagitaninos sdo constituidos por glucose como nucleo central ligado a
unidades de acido hexahidroxidifénico que, devido a desidratagdo espontanea, ¢

normalmente isolado na sua forma dilactona estavel (GALVEZ, et al., 1997).

1.6.1 Dilactona do acido valonéico

A dilactona do 4cido valoneico (DAV) ¢ um derivado de elagitanino, com
estrutura contendo o acido elagico esterificado, por meio de acoplamento oxidativo,
com o acido galico.

O 4cido galico possui comprovada atividade anti-inflamatoéria, além de atividade
antimutagénica, anticancerigena e antioxidante. O 4cido elagico tem demonstrado
atividade antiviral, antitumoral, antimutagénica e antioxidante, sendo utilizado como
aditivo seguro de comidas em alguns paises, incluindo o Japao (SOONG; BARLOW,
2006).

A DAV ¢ de ocorréncia pouco comum, tendo sido relatado em Epilobium
hirsutum (Onagraceae) (BARAKAT, et al. 1997), Shorea laeviforia (Dipterocapaceae)
(HIRANO, et al. 2003), Mallotus japonicus (Euphorbiaceae) (HATANO, et al. 1990),
espécies de Quercus (Fagaceae) e Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. (Lythraceae)
(KAKUDA, et al. 2004; CANTOS, et al 2003).

Esta substancia apresenta acdo inibitdria sobre as enzimas 5o-redutase
(HIRANO, et al. 2003) e xantina oxidase (HATANO, et al. 1990). Pode ser utilizada
para diminuir os niveis de acido urico, mostrando-se mais eficaz que o alopurinol.
Estudos de Hatano, er al. (1990) relatam que entre alguns compostos isolados de
Mallotus japonicus, o acido elagico e a DAV possuiam atividade inibidora de xantina
oxidase maiores que os demais compostos, sendo a atividade da DAV bem superior a de
todos os outros. Esta atividade inibitéria nao estaria relacionada a ligagdo nao especifica
dos taninos a proteinas, pois a DAV apresentou uma baixa taxa de ligacdo a

hemoglobina e uma alta atividade inibidora de xantina oxidase. Em outro relato Unno;
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Sugimoto; Kakuda (2004) demonstraram que a DAV isolada das folhas de
Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. também inibiu a atividade da xantina oxidase de
maneira concentragdo dependente, com ICsy de 2,5uM, enquanto o alopurinol, inibidor
padrao de xantina oxidase, teve a ICso de 10,4uM. Em estudo recente, Silva, et al.
(2006¢c) demonstraram que a DAV possui atividade antioxidante superior a rutina o

teste do DPPH.
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2 JUSTIFICATIVA:

A utiliza¢do de plantas ¢ uma pratica generalizada baseada na crendice popular
e nas formagdes culturais, e apesar dos grandes avangos observados na medicina
moderna nas Ultimas décadas, estima-se que 25 a 30% de todas as drogas avaliadas
como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos naturais (YUNES; CALIXTO,
2001; CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008).

Muitas 4areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias oriundas de
plantas, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento, purificagao e caracterizagao de
principios ativos; a etnobotanica e a etnofarmacologia, que buscam informacodes a partir
do conhecimento de diferentes povos e etnias; e a farmacologia, que estuda os efeitos
farmacoldgicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados (MACIEL, et al.,
2002; VENDRUSCOLO, et al., 2005). Nos ultimos anos, no Brasil, varias pesquisas
foram realizadas com contribui¢des relevantes sobre o assunto, ndo s6 quanto a aspectos
fitoquimicos, mas também quanto a atividade biologica de plantas que ocorrem nos
diferentes ecossistemas brasileiros (JORGE, et al., 2004; DUARTE, et al., 2004; LIMA,
et al.,20006).

A degradacdo ambiental associada a escassa literatura sobre algumas espécies
faz com que informacdes importantes a respeito do uso tradicional se percam antes de
serem cientificamente comprovadas (SRITHI, et al., 2009).

Neste contexto inserimos a Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata, pois
embora existam relatos a respeito do uso popular da espécie, ndo existiam dados na
literatura referentes a sua composi¢do quimica e/ou atividades farmacologicas, o que
levou o grupo envolvido em estudos quimicos e farmacologicos de produtos naturais da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) a estudar esta espécie, assim desde 1997 varios
estudos fitoquimicos e farmacologicos foram realizados pelo Departamento de Quimica
da UFPIL. Os estudos fitoquimicos esclareceram a composicdo quimica da espécie,
demonstrando a existéncia de taninos, flavondides, terpendides, esterdides, biflavonas,
carotenos e tocoferdis nos extratos da folha e da casca desta espécie, sendo estas
substancias reconhecidas como possuidoras de diversas atividades farmacologicas
(SILVA, 2006a). Enquanto os ensaios farmacoldgicos preliminares revelaram que os
extratos possuiam atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva, antibacteriana,
antiulcerogénica e hepatoprotetora (SANTOS, 2001; COSTA, 2003; COSTA, 2005;
SILVA et al., 2006b).
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Em continuidade a estes estudos foram isolados dois constituintes majoritarios
na espécie e objetos deste estudo: o lupeol e a DAV. O lupeol tem sido isolado em
varias espécies da familia Caesalpinoideae, dentre elas a Cenostigma macrophyllum, e
apesar dos diversos estudos ja realizados, sua atividade sobre o trato gastrointestinal
ainda nao havia sido investigada. A dilactona do &cido valonéico (DAV), de ocorréncia
rara e inédita para o género Cenostigma possui poucos relatos na literatura sobre suas
atividades farmacologicas.

Com base nos estudos supracitados, em observagdes preliminares realizadas no
LPN e levando-se em conta os relatos de uso popular da espécie, resolvemos investigar
a participacdo do lupeol e da DAV na atividade antiulcerogénica e sobre o
comportamento dos animais, visando contribuir para o estudo farmacologico da espécie,

bem como para a validagao do uso popular de forma racional e segura.
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OBJETIVOS:

3.1

3.2

Objetivos Gerais

Caracterizar os efeitos do lupeol e da DAV isolados de Cenostigma
macrophillum Tul. no trato gastrointestinal ¢ em modelos comportamentaisem

roedores.

Objetivos Especificos

Investigar o efeito antiulcerogénico do lupeol e da DAV no modelo de lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto, avaliando a participagdo dos grupos NP-
SH, PGs, NO, canais Ka1p dependente, canais de Célcio;

Verificar o envolvimento de receptores adrenérgicos e opidides no efeito
gastroprotetor do lupeol e da DAV no modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol em camundongos;

Estudar o efeito do lupeol e da DAV sobre a secre¢do gastrica, utilizando o
modelo de ligadura do piloro em ratos;

Verificar a acdo do lupeol e da DAV sobre o transito intestinal em
camundongos.

Avaliar a atividade do lupeol e da DAV no modelo do campo aberto e de
catalepsia em camundongos;

Averiguar a influéncia do tratamento com DAV na coordenagdo motora dos
animais, usando o teste do rota rod em camundongos;

Analisar o efeito do tratamento com DAV no tempo de sono induzido por
pentobarbital, no teste da suspensdo da cauda e na hiperlocomog¢ao induzida por

anfetamina em camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Identificacao do Material

O material vegetal (cascas de Cenostigma macrophyllum) foi obtido na cidade
de Teresina-PI e identificado no Departamento de Biologia da UFPI. A identificacao foi
realizada pelo botanico Mauricio Teles Freire do Departamento de Biologia da UFPI e
uma exsicata da espécie (n° 10374) foi depositada no Herbéario Graziela Barroso —

UFPL

4.2 Isolamento da dilactona do acido valoneico (DAV) e do lupeol

As cascas do caule, secas e trituradas (1,7 kg) foram submetidas a extragdo com
etanol. Ao extrato etanolico (EtOH) foi adicionado agua e feita a parti¢ao sucessiva com
éter etilico e acetato de etila para obtencdo das fases aquosa, etérea e acetato de etila
(AcOEt). A fase etérea foi suspensa em metanol e agua (MeOH/H;O - 9:1) e extraida
com hexano, obtendo-se as fases hexanica, hidroalcodlica e dois precipitados (pptl e
ppt2). O pptl foi identificado como sendo a DAV (Figura 8). A fase hexanica foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel, eluidas com hexano e as fragdes
obtidas 1-104 foram secas em rotavapor, analisadas por CCDC e reunidas em 23
grupos, as fracdes 18-32 foram recromatografadas em coluna de Sephadex, eluidas com
hexano, fornecendo o Lupeol (Figura 8). Estes procedimentos foram realizados no

Departamento de Quimica da UFPI pela equipe da Prof®. Dra. Mariana Helena Chaves.

4.3 Animais Experimentais

Para os ensaios farmacoldgicos foram utilizados camundongos albinos,
variedade Swiss Webster, adultos, machos, pesando entre 25-30 g e ratos albinos,
variedade Wistar, adultos, machos, pesando entre 180-200 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard. Os animais selecionados foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, com livre acesso a dgua e ra¢do (Fri—lab) e em condigdes
controladas de temperatura (23+2°C) e ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, com a fase
de claro de 06:00 as 18:00 horas.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal

(CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob nimero 10/09.
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Extragiio com:
-Agua

-Eter diétilico
-Acetato de etila

Suspensio em:IMeOH/MH0 (9:1)
=  Extragfio com Hexano

Fase hidroalcoodlica

=  Cromatografia (silica gel/hexano)

-_ra des 1-104

Secagem rotavapor , analise CCDC/
23 grupos

Grupo H-18 (
actona acido valone
= Cromatografia.

(Sephadexibexanc)

Figura 8 - Esquema de obtencdo da dilactona do &cido valonéico (DAV) e do lupeol.



4.4 Drogas e Reagentes

Droga e Reagente

Acido etilenodiaminotetracético sal dissodico
Acido ditio bis-2-nitrobenzoéico (DTNB)
Acido tricloroacético

Alcool etilico absoluto 96%
Anfetamina

Cimetidina

Clonidina

Cloreto de célcio

Cloreto de sodio

Cloreto de potassio

Cloridrato de ketamina (Dopalen®)
Cloridrato de xilazina (Rompun®)
Diazepam

Diazo6xido

Fenolftaleina

Glibenclamida

Glutationa reduzida

Haloperidol (Haldol ®)

Hidroxido de sodio

Indometacina

JIoimbina
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Origem

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Hexal , Brasil

Sigma, USA

Vetec, Brasil

Vetec, Brasil
Vetbrands, Brasil
Bayer, Brasil

Sigma, USA

Unido Quimica, Brasil
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Jassen Cilag, Brasil
Vetec, Brasil
Continental Pharma, Italia

Sigma, USA



Droga e Reagente

Imipramina

L-arginina

Loperamida (Imosec ®)

Misoprostol (Cytotec®)

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

N- (1-naphthyl) ethylenediamida dihydrochloridrato
N-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
Naloxona

Oleo de ricino

Pentobarbital

Tween 80

Verapamil
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Origem

Cristalia, Brasil
Sigma, USA
Jassen-Cilag, Brasil
Cristalia, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Abbot Riedel, Al emanha
Sigma, USA

Hexal , Brasil
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4.5 Avaliacao do efeito do Lupeol e da DAYV sobre o trato gastrointestinal

4.5.1 Lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos (Robert, et al.,
1979).

Neste protocolo foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso de 25-
30 g, divididos em grupos (n=8), que foram tratados com veiculo lupeol (2% de Tween
80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%, 10 mL/kg, i.p.), lupeol (3, 10
ou 30 mg/kg, v.0.), DAV (3, 10 ou 30 mg/kg, i.p.) ou N-acetilcisteina (NAC, 300
mg/kg, i.p.). Etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) foi administrado 60 ou 30 min. apos
os tratamentos, por via oral ( v.0) ou intraperitoneal (i.p.) respectivamente. Decorridos
30 minutos apos o etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, abertos
pela grande curvatura e o percentual de area gastrica lesionada foi determinado com o
auxilio de um programa de planimetria computadorizada (Image J ®). A area ulcerada foi

expressa em termos de percentagem em relacdo a area total do corpo géstrico.

4.5.2 Avaliacdo do efeito da DAV e Lupeol sobre os grupos sulfidrilicos nao-
protéicos (NP-SH) (Sedlak; Lindsay, 1968)

Para avaliar uma possivel a¢dao antioxidante no efeito gastroprotetor do lupeol e
da DAV, grupos de camundongos Swiss (n=8), machos, 25-30g, foram tratados com o
veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%,
10 mL/kg, i.p.), lupeol (30 mg/kg, v.0.), DAV (10 mg/kg, i.p.) ou NAC (300 mg/kg,
1.p.) 60 min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes da administra¢ao oral de etanol absoluto (0,2
mlL/animal ). Um grupo tratado apenas com solucdo salina 0,9% foi incluido no estudo.
Apds 30 min da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados e seus
estobmagos retirados. A porcao glandular de cada estdmago foi removida e
homogeneizada com EDTA 0,02M gelado, para prepara¢do do homogenato a 10%. Em
seguida, a uma aliquota de 4 mL do homogenato foi adicionado 3,2 mL de agua
destilada e 0,8 mL de acido tricloroacético 50% e entdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume de 2 mL foi entdo retrado do
sobrenadante e adicionado 4 mL de tampao Tris 0,4 M (pH 8,9) e 100 uL de DTNB
0,01 M. A absorbancia foi medida dentro de 5 min a 412 nm. A concentracdo de NP-SH
foi calculada através de uma curva padrao de glutationa reduzida (GSH) e os resultados

expressos em pg de NP-SH/g de tecido.
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4.5.2.1 Estudo do envolvimento do 6xido nitrico (NO)

Para verificar o envolvimento do NO no efeito gastroprotetor de lupeol e DAV,
camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30g, divididos em grupos (n=8), foram
tratados com o veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo
DAYV (salina 0,9%, 10 mL/kg, i.p.), lupeol (30 mg/kg, v.0.), DAV (10mg/kg, i.p.), L-
arginina (600 mg/kg, i.p.) ou L-NAME (20 mg/kg, i.p.). Os tratamentos foram
realizados 60 min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes da administra¢ao de etanol absoluto (0,2
mL/animal, v.0.). Para avaliar o papel do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico do
lupeol e da DAV, foram realizadas combinagdes onde L-NAME (20 mg/kg, i.p.) foi
administrado 15 min antes do lupeol, DAV ou L-arginina. Decorridos 30 minutos da
administracao do etanol, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos

pela grande curvatura e analisados como o descrito anteriormente (item 4.7.1).

4.5.2.2 Estudo do envolvimento das prostaglandinas (PGs)

Neste protocolo foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso de 25-
30 g, divididos em grupos (n=8), tratados com o veiculo lupeol (2% de Tween 80 em
salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%, 10 mL/kg, i.p.), lupeol (30 mg/kg,
v.0.), DAV (10 mg/kg, i.p.) ou misoprostol (50 ug/kg, v.0.), 60 min (v.0.) ou 30 min
(i.p.) antes da administragdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/anima). A indometacina
(10 mg/kg, v.o0.) foi administrada 2h antes da administragdo do lupeol (30 mg/kg, v.o.),
DAYV (10 mg/kg, i.p.) ou do misoprostol (50 pg/kg, v.0.). Apds 30 min da administracao
do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, abertos pela grande

curvatura e analisados conforme o descrito anteriormente (item 4.7.1).

4.5.2.3 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Karp), no efeito
gastroprotetor do lupeol e da DAV.

Neste protocolo foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso de 25-
30 g, divididos em grupos (n=8), foram tratados com veiculo lupeol (2% de Tween 80
em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%, 10 mL/kg, i.p.), lupeol
(30mg/kg, v.0.), DAV (10mg/kg,i.p.) ou diazoxido (3 mg/kg, i.p.) 60 min (v.0.) ou 30
min (i.p.) antes da administragdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/ animal ). Para avaliar
a possivel participagdo dos canais de Katp no efeito gastroprotetor do lupeol, foram
realizadas combinagdes nas quais a glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 30

min antes do tratamento com lupeol (30mg/kg, v.0.), DAV (10mg/kg,i.p.) ou diazéxido
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(3 mg/kg, i.p.). Apos 30 min da administra¢dao do etanol, os animais foram sacrificados,
os estomagos retirados, abertos pela grande curvatura e analisados segundo metodologia

ja descrita no item 4.7.1.

4.5.2.4 Papel dos canais de calcio, no efeito gastroprotetor do lupeol e da DAV

Grupos (n=8) de camundongos Swiss, com peso de 25-30 g, foram tratados com
o veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina
0,9%, 10 mL/kg, 1.p.), lupeol (30 mg/kg, v.0.), DAV (10 mg/kg,i.p.), cloreto de calcio
(50 mg/kg, 1.p.) ou verapamil (5 mg/kg, i.p.), 60 min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes da
administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Nos tratamento combinados o
verapamil (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 20 minutos antes da administragcao do lupeol
(30 mg/kg, v.0.), da DAV (10 mg/kg,i.p.) ou do cloreto de calcio (50 mg/kg, i.p.).
Decorridos 30 min da administragdo do etanol, os animais foram sacrificados, os
estomagos retirados, abertos pela grande curvatura e analisados conforme ja descrito

anteriormente.

4.5.2.5 Estudo do envolvimento dos receptores a,-adrenérgicos (Gyires et al.,
2000a)

Camundongos machos foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com
veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%,
10 mL/kg, i.p.), lupeol (30 mg/kg; v.0.), DAV (10 mg/kg,i.p.), clonidina (0,05 mg/kg,
v.0.) ou ioimbina (2 mg/kg, s.c.). Apos 30 minutos (i.p.) ou 60 minutos (v.0.) dos
tratamentos receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal; v.0.). O papel dos receptores a;-
adrenérgicos foi investigado pela administracao de ioimbina (2 mg/kg, s.c) 20 minutos
antes do lupeol, da DAV ou da clonidina. Ap6s 30 minutos da administragdo do etanol
absoluto, os animais foram sacrificados e a area de lesdo gastrica glandular foi

determinada através do método descrito anteriormente.

4.5.2.6 Estudo do envolvimento dos receptores opioides (Gyires et al., 2000a).

Camundongos machos foram divididos em grupos de 8 animais e tratados com o
veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%,
10 mL/kg, i.p.), lupeol (30 mg/kg; v.0.), DAV (10mg/kg, i.p.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.)
60 ou 30 minutos antes de receberem etanol absoluto (0,2 mL/animal , v.0.). O papel

dos receptores opioides foi investigado pela administragdo de naloxona (2 mg/kg, i.p.)
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15 min antes do lupeol (30 mg/kg, v.0.), DAV (10mg/kg, i.p.) ou morfina (5 mg/kg,
s.c.). Apdés 30 minutos da administragdo da DAV ou morfina e 60 minutos apds a
administracdo do lupeol os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal; v.o0.). Os
animais foram sacrificados 30 minutos apds administracdo do etanol, e a area de lesdao

gastrica glandular determinada através do método descrito anteriormente no item 4.7.1.

4.5.2.7 Avaliacao da atividade antisecretéria gastrica em ratos (Reitman et al.,
1970)

Para avaliar uma possivel atividade antisecretoria gastrica do lupeol e da DAV,
ratos Wistar, machos, pesando entre 150- 200g, em jejum de so6lidos de 12 h, com livre
acesso a solugdo de glicose 5%, foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg, 1.p.) mais
ketamina (90 mg/kg, i.p.), fixados em decubito dorsal e realizada uma incisao de 2 cm
na regido epigastrica, o estdmago foi localizado e o piloro amarrado. Veiculo lupeol
(2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%, 10 mL/kg,
1.p.), lupeol (30 mgkg), DAV (10mg/kg) ou cimeidina (100 mg/kg) foram
administrados, por via intraduodenal, em um volume de 2,5 mL/kg, imediatamente
apos a ligadura do piloro. A incisdo foi fechada e os animais foram deixados em
repouso por 4 horas, apos este periodo foram sacrificados, a cardia foi amarrada para
evitar perda do material secretado e o estdmago foi removido, lavado em agua destilada,
seco com papel de filtro e mantido em béquer sobre placa de gelo. O estdmago foi
seccionado ao longo da grande curvatura, e o suco géstrico recolhido em tubo de ensaio
imerso em gelo. Os tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 30 min. O sobrenadante
do suco gastrico foi transferido para uma proveta e o volume foi verificado. A acidez
total foi determinada através de titulagdo com NaOH 0,1N utilizando fenolftaleina como

indicador acido-basico.

4.5.2.8 Efeito do tratamento com Lupeol e DAV sobre o transito intestinal
(Stickney; Northup, 1959)

Este método utiliza-se de carvao ativado como marcador e a velocidade do
transito intestinal ¢ medida pelo deslocamento deste marcador apds um tempo pré-
determinado da sua administracdo oral e os resultados expressos em relacdo ao

comprimento total do intestino delgado.
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Neste protocolo foram utilizados camundongos machos em jejum de sélidos de
12 horas, com fornecimento livre de dgua. Grupos de 8 animais foram tratados com
veiculo lupeol (2% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.), veiculo DAV (salina 0,9%,
10 mL/kg, 1.p.), lupeol (3,10 €30 mg/kg, v.0.), DAV ( 3,10 e 30 mg/kg, i.p.), loperamida
(5 mg/kg, i.p.) ou clonidina (0,05mg/kg, i.p.). Decorridos 30 ou 60 minutos dos
tratamentos, foi administrado 10% de carvao ativado em 5% de goma arébica (0,1 ml/10
g, v.0.). Apds 30 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, o
estdbmago e o intestino delgado removidos. Com auxilio de uma régua, o comprimento
total do intestino delgado (do piloro a vélvula ileo-cecal) e a distancia percorrida pelo
carvao ativado (ultima por¢dao que contenha pelo menos lcm continuo destemarcador)
foi medida. O percentual de percurso do carvdo em funcdo do comprimento total do

intestino foi determinado pela formula:

Distancia percorrida

pelo carvao X 100

Transito Intestinal (%) =
Comprimento total do

intestino delgado

A participa¢do dos receptores opidides e adrenérgicos foi realizada através da
administracdo prévia de naloxona (2mg/kg, s.c.) ou ioimbina (2 mg/kg, s.c.) 15 ou 20

minutos antes dos tratamentos, respectivamente.

4.5.2.9 Avaliacao do efeito da DAV sobre o transito intestinal estimulado.

O ¢leo de ricino, extraido das sementes da Ricinus communis (Euphorbiaceae),
tem no 4cido ricinoléico o principal componente quimico responsavel pela acao laxante
do oleo, pois reduz a absorcdo de liquido e eletrdlitos e estimula o peristaltismo
intestinal (BAGGIO, 2004).

Neste protocolo foram utilizados camundondongos machos em jejum de solidos
de 12h e com fornecimento livre de dgua. Grupos de 8 animais foram tratados com o
veiculo (salina 0,9%), DAV (10 mg/kg, i.p.) e loperamida (5 mg/kg, 1.p.). Decorridos 30
minutos dos tratamentos, os animais receberam por via oral o6leo de ricino
(0,4ml/animal) e apos 10 minutos deste, foi administrado 10% de carvao ativado em 5%
de goma arabica (0,1 ml/10 g, v.0.). Os animais foram observados quanto ao tempo de

aparecimento das primeiras fezes marcadas com o carvao.
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4.6 Investigacdo da atividade do Lupeol e da DAV sobre o Sistema Nervoso
Central

4.6.1 Teste do Campo Aberto (Hall, 1941; Archer,1973)

O aparato utilizado para o experimento consiste de uma caixa de acrilico com
paredes transparentes e piso preto (30 x 30 x 15 cm), dividida em 9 quadrantes iguais.
Camundongos machos, pesando 25-30 g, divididos em grupos (n=8-10) foram tratados
com os veiculos (2% de Tween 80 em salina e salina 0,9%), lupeol (3,10 e 30 mg/kg,
v.0.), DAV (3,10 e 30 mg/kg, i.p.) ou diazepam (1mg/kg, i.p.). Ap6s 30 min (i.p) ou 60
min (v.0.) da administragdo dos tratamentos, cada animal foi colocado no centro do
campo aberto ¢ a unidade de medida foi nimero de quadrantes nos quais o animal
colocou as quatro patas, registrado durante 5 minutos, apds um minuto de ambientacao.

Ap0s a retirada de cada animal a caixa era limpa com alcool a 70%.

4.6.2 Teste do Rota Rod (Dunham; Miya, 1957)

Neste protocolo os camundongos foram tratados com DAV (3, 10 e 30 mg/kg,
1.p.). Trinta minutos apos os tratamentos, os animais foram colocados em um aparelho
de rota rod (RR 2002, Insight equipamentos), sobre uma barra de 2,5 cm de diametro,
elevada a 25 cm do piso, em uma rotagao de 12 rpm, por o periodo de 1 minuto. Foram
registrados o tempo, em segundos (s), de permanéncia do animal na barra giratoria e o

nimero de quedas, com trés recondugdes, no maximo.

4.6.3 Teste da potencializacdo do sono induzido por pentobarbital (Carlini ez al.,
1986)

Camundongos, divididos em grupos de oito animais, foram tratados com salina
0,9% (Veiculo), DAV (3, 10 e 30mg/kg, i.p.) e Diazepam (1mg/kg i.p.). Trinta minutos
apds os tratamentos os animais receberam uma injecdo de pentobarbital sodico (50
mg/kg i.p.), foram colocados em décubito dorsal e registrados os pardmetros de
laténcia, ou seja, o periodo compreendido entre a administragdo do barbitarico e a perda
do reflexo postural e duragdo do sono, que ¢ o periodo entre a perda e a recuperagao
deste reflexo. Sendo que para ambos os parametros foram feitos registros apos trés

tentativas. O tempo de corte do teste foi de 240 minutos.
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4.6.4 Teste da suspensio da cauda (Steru, et al. 1985)

Os camundongos receberam DAV (3,10 e 30 mg/kg, i.p.) ou imipramina (10
mg/kg) e apos 30 minutos foram suspensos e presos por uma fita adesiva a cerca de 1
cm da ponta da cauda, numa plataforma localizada 58 cm acima da bancada, durante 6

minutos. O parametro observado foi o tempo, em segundos, de imobilidade do animal.

4.6.5 Teste de Catalepsia (Costall; Naylor, 1974)

Para este protocolo os camundongos foram divididos em grupos (n=8) e tratados
com veiculo, lupeol (3,10 e 30 mg/kg, v.0.), DAV (3,10 e 30 mg/kg, i.p.) ou haloperidol
(1 mg/kg, i.p.). Aos 30 ou 60 minutos apds os tratamentos os animais foram colocados
com as duas patas dianteiras sobre uma barra de vidro, colocada na posicao vertical a 5
cm da mesa, o tempo de permanéncia do animal nesta posi¢ao foi registrado em
segundos. Os resultados foram convertidos para minuto e expressos em escores em
relacdo ao tempo de permanéncia na barra, assim: 0 = 0-0,08 min.; 1 = 0,09-0,35 min.; 2
=0,36-0,80 min.; 3 = 0,81-1,42 min.; 4 = 1,43-2,24. O tempo de corte foi de 120 s e o

animal foi reconduzido a barra por no maximo trés vezes.

4.6.6 Hiperlocomocao induzida por anfetamina em camundongos (Przegalinski et
al., 2001)

Camundongos Swiss machos, pesando 25-30 g, divididos em grupos (n=8-10)
foram tratados com DAV (10 mg/kg, i.p.) e trinta minutos apds a administracdo dos
tratamentos, cada animal recebeu uma injecdo de anfetamina (5 mg/kg, s.c.).
Transcorridos 20 minutos, o animal foi colocado no centro da caixa de movimentacao e
o nimero de invasdes, consideradas quando o animal coloca as quatro patas no mesmo
quadrado foi registrado durante 5 minutos, apés um minuto de ambientacdo. Apos a

retirada de cada animal a caixa era limpa com élcool a 70%.
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5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism 4.0
(USA). Os dados paramétricos foram expressos como média £ erro padrao da média
(EPM). Para comparagdo multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman Keul. Para os dados nao-
paramétricos, os resultados foram expressos como mediana (minimo - maximo) e
analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS.

6.1 Efeito do lupeol nas lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

A administragdo oral de etanol (96%, 0,2ml/animal) em animais tratados com
veiculo causou um dano severo na mucosa gastrica. A lesao no grupo controle foi 25,39
+2,25 mm®. O pré-tratamento com lupeol nas doses de 3, 10 e 30mg/kg demonstrou
uma protecdo da mucosa contra o dano induzido por etanol em 15,53 + 1,32; 12,35 +
1,32; 7,40 + 0,58 mm 2 respectivamente, correpondendo a inibi¢des de 38, 51 e 70%. A
NAC (300 mg/kg, i.p.), usado como controle positivo, reduziu de forma significativa o
dano gastrico para 12,74 + 0,58 mm %, correspondendo a uma inibigdo de 50% (Figura

9).

6.2 Efeito da DAYV nas lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, apos a administracao oral

do etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucosa gastrica (24,54 + 1,37 mm?). A
DAYV nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, i.p., reduziu de forma significativa a area ulcerada
para 15,30 = 2,92; 13,61 +£2,02 ¢ 5,45 + 1,53 mmz, respectivamente, correpondendo a
inibi¢des de 38, 44 e 77%. A administracdo de NAC (300 mg/kg, i.p.), controle
2

positivo, reduziu significativamente as lesdes gastricas para 6,80 + 1,14 mm",

correspondendo a uma inibi¢ao de 72% (Figura 10).



65

30+
< —_
£
E
©
L
=
[72]
0
o) *Kkk
kK
g = =
[7)]
2 Fokk
©
©
©
o
<L
0 T T T S
Veiculo 3 10 30 NAC
Lupeol

Etanol absoluto

Figura 9 - Efeito gastroprotetor do lupeol no modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Veiculo (2% Tween 80 em salina 0,9%, 10 ml/kg,
1.p.), lupeol (3,10, 30 mg/ kg, v.0.) ou NAC (300 mg/kg, i.p.) foram administrados 30
min (i.p.) € 60 min (v.0.) antes da administracao de etanol absoluto (0,2 ml/animal ). A
area gastrica lesionada foi determinada por planimetria (mm?). Os dados representam a

média £ E.P.M. ***p <(,001 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Figura 10 - Efeito gastroprotetor da DAV no modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Veiculo (solugdo salina 0,9%, 10 ml/kg, i.p.), DAV
(3,10, 30 mg/ kg, i.p..) ou NAC (300 mg/kg , i.p.) foram administrados 30 min antes da
administracdo de etanol absoluto (0,2 ml/animal). O percentual de area gastrica
lesionada foi determinado por planimetria (mm?). Os dados representam a média +

E.P.M. ***p < 0,001 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Papel dos Grupos Sulfidrilicos Nao Protéicos (NP-SH) no efeito
gastroprotetor do lupeol em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol
em camundongos

Os animais que receberam etanol apresentaram uma significativa redugdo

(p<0,001) nos niveis de NP-SH (290, 00 + 8,70 pg/g de tecido) quando comparado ao

controle que recebeu apenas o veiculo (499,50 + 31,13 ug/g de tecido). O lupeol (30

mg/kg) foi capaz de atenuar, de forma significativa (p<0,05), a deplecdo dos grupos

sulfidrilas produzida pelo etanol (368,30 + 33,84 pg/g de tecido). A N-acetilcisteina

(300 mg/kg, i.p.) inibiu significativamente (p<0,001) a deplecdo dos grupos sulfidrilas
(439,20 = 11,91 pg/g de tecido) produzida pelo etanol (Tabela 1).

6.4

Papel dos Grupos Sulfidrilas Nao Protéicos (NP-SH) no efeito
gastroprotetor da DAV em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol
em camundongos

Houve uma reducao significativa (p<0,001) nos niveis de NP-SH (73,33 +

4,01ng/g de tecido), nos animais que receberam etanol absoluto quando comparado ao

controle que recebeu apenas o veiculo (119,60 + 5,41pug/g de tecido). O tratamento com

DAV (10 mg/kg, i.p.) e com N-acetilcisteina (300 mg/kg, i.p.) atenuaram de forma
significativa (p<0,05) (91,79 + 2,07ug/g de tecido e 97,27 + 7,64 pg/g de tecido,

respectivamente) a deplecao dos grupos sulfidrilas produzida pelo etanol (Tabela 2 ).
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Tabela 1. Efeito do lupeol e N-acetilcisteina (NAC) sobre os niveis de grupos

sulfidrilas ndo protéicos (NP-SH) no modelo de ulcera gastrica induzida por etanol em

camundongos.
Grupos Dose (mg/kg) NP-SH (ng/g tecido)
Controle veiculo - 499,50 + 31,13
Controle etanol - 290,00 £ 8,7?
Lupeol 30 368,30 + 33,84
NAC 300 439,20 +11,91°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os niveis
gastricos de Grupos Sulfidrilas Nao-Proteicos (NP-SH) (n=8). Veiculo (2% de Tween
80 em salina 0,9%, 10 mL/kg) e lupeol (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min
antes e N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administra¢do de etanol
absoluto. “p<0,001 vs controle veiculo; b p<0,05 vs controle etanol; © p<0,001 vs

controle etanol (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Tabela 2. Efeito da DAV e N-acetilcisteina (NAC) sobre os niveis de grupos sulfidrilas

ndo protéicos (NP-SH) na ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos.

Grupos Dose (mg/kg) NP-SH (pg/g tecido)
Controle veiculo - 119,60 + 5.41
Controle etanol - 73,30 £4,01°
DAV 10 91,79 £2,07°
NAC 300 97,27+ 7,64°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os niveis
gastricos de Grupos Sulfidrilas Nao-Proteicos (NP-SH) (n=8). Veiculo (salina 0,9%, 10
mL/kg), DAV (30 mg/kg, v.0.) e N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/kg, i.p.) foram
administrados 30 min antes da administragdo de etanol absoluto. “p<0,001 vs controle

veiculo; °p<0,05 vs controle etanol (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.5 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do lupeol.

A administragdo de lupeol (30 mg/kg, v.0.) e de L-Arginina (600 mg/kg, i.p.),
um aminoacido que ¢ substrato para a sintese de 6xido nitrico, reduziram de forma
significativa (p<0,05) as lesdes gastricas induzidas por etanol para 8,15 + 0,77 mm® e
11,24 £ 0,69 mmz, respectivamente, quando comparado ao controle veiculo (25,14 +
4,01 mm?).

Os animais tratados com L-NAME (20 mg/kg, 1.p.), um inibidor ndo seletivo da
Oxido Nitrico Sintase (NOS), aumentaram de maneira significativa (p<0,05) o
percentual de area gastrica ulcerada (32,06+ 4,21 mm?), em relagdo ao grupo veiculo
(25,14 + 4,01 mm?). O L-NAME (20 mgkg, i.p.) reverteu de forma significativa
(p<0,05) os efeitos gastroprotetores do lupeol (22,77 + 2,38 mm” ) ¢ da L-arginina
(20,99 + 2,74 mm?) (Figura 11).
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Figura 11 - Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do lupeol. Veiculo (2
% de Tween 80 em salina, 10 mL/kg, v.0.) e lupeol (30 mg/kg, v.0) foram
administrados 60 min antes ¢ L-NAME (20 mg/kg, 1.p.) ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.)
foram administrados 30 min antes do etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). L-NAME
(20 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes do lupeol (30 mg/kg, v.0.) ou L-arginina
(600 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area
gastrica ulcerada (n=8). *p<0,05 vs veiculo; bp<0,05 vs L-arginina; “p<0,01 vs lupeol

(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.6 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DAV

Em comparagdo com o veiculo (23,82 + 2,00mm2), o tratamento com DAV (10
mg/kg, 1.p.) reduziu de forma significativa (p<0,05) a area gastrica lesionada (16,92 +
2,75 mm?®). A L-Arginina (600 mg/kg, i.p.), um aminodcido que & substrato para a
sintese de 6xido nitrico, também reduziu (16,59 + 3,29%), significativamente (p<0,05) a
area ulcerada, quando comparado ao grupo veiculo (23,82 + 2,00 mm?). O L-NAME
(20 mg/kg, i.p.), um inibidor ndo seletivo da Oxido Nitrico Sintase (NOS), aumentou
significativamente (p<0,05) a lesdo (36,51+ 2,31 mm?), em relagdo ao grupo veiculo. O
L-NAME (20 mg/kg, i.p.) bloqueou de forma significativa (p<0,01) os efeitos da DAV
(37,03 + 2,45 mm?) e da L-Arginina (29,64 + 4,58 mm?). Os resultados obtidos com a
avaliacdo do papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DAV, no modelo

de ulcera gastrica induzida por etanol, estdo na Figura 12.
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Figura 12. Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da DAV. Veiculo
(salina 0,9%, 10 ml/kg, 1.p.), DAV(10 mg/kg, i.p.), L-NAME (20 mg/kg, i.p.) ou L-
Arginina (600 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes da administragao de etanol
absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). L-NAME (20 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes
do DAV ou L-Arginina. Os valores representam a média £ E.P.M. da percentagem de
area gastrica ulcerada. Foram utilizados 8 animais por grupo. *p<0,05 vs veiculo;

®p<0,05 vs L-Arginina ; °p<0,01 vs DAV (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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6.7 Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do lupeol em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Os resultados obtidos com o modelo que avalia o papel das prostaglandinas no
efeito gastroprotetor do lupeol estdo demonstrados na Tabela 3.

Os animais que receberam apenas veiculo antes da administragdo oral do etanol
absoluto apresentaram uma extensa area gastrica ulcerada (20,65 + 1,00 mm?). Lupeol
(30 mg/kg, v.0.) reduziu de forma significativa (p<0,001) a lesdao gastrica (4,76 £0,44
mm?) em compara¢io com veiculo (20,65 + 1,00 mm?). O efeito gastroprotetor do
lupeol (30 mg/kg, v.0.) foi bloqueado (15,30 + 0,90 mm?) de forma significativa
(p<0,001) na presenga de indometacina (10 mg/kg, v.0.), um anti-inflamatério nao
esteroidal. Misoprostol (50 pg/kg, v.o.), um analogo das prostaglandinas do tipo El
(PGE1), também reduziu de maneira significativa (p<<0,001) as lesdes géstricas (3,40 =
0,84 mm?), quando comparado ao grupo controle (20,65 + 1,00 mm?). Indometacina (10
mg/kg, v.0.) reverteu (19,21 + 1,00 mm?), significativamente (p<0,001), o efeito
gastroprotetor do misoprostol (50 pg/kg, v.o.).

Tabela 3 - Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do lupeol em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Grupos Dose Area de Leséz) Gastrica
(mg/kg/ pug/ke) (mm?®)
Veiculo - 20,65 £ 1,00
Lupeol 30 4,76 £0,44°
Misoprostol 50 3,40 £ 0,84"
Indometacina 10 24,85+ 1,79*
Indometacina+ Lupeol 10+30 15,30 £ 0,90°
Indomeacina+ Misoprostol 10+50 19,21 £+ 1,00°

Os valores estdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) da
percentagem de area géstrica ulcerada (n= 8). Veiculo (2 % de Tween 80 em salina
0,9%), lupeol (30 mg/kg, v.0.) e misoprostol (50 pg/kg, v.o.) foram administrados 60
min da administragdo oral de etanol absoluto (0,2 mlL/animal). Indometacina foi
administrada, por via oral, 2 h antes do etanol absoluto, lupeol ou misoprostol. *p<0,05
vs veiculo; °p<0,05 vs lupeol; °p<0,05 vs misoprostol (ANOVA ¢ teste de Student

Newman Keul).
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6.8 Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor da DAV em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Na Tabela 4 observamos os resultados obtidos na avaliacdo do papel das
prostaglandinas no efeito gastroprotetorda DAV.

Animais tratados com veiculo antes da administragdo oral do etanol absoluto
apresentaram extenso percentual de area gastrica ulcerada (21,80 + 2,07 mm?”. A
administracao de DAV (10 mg/kg, 1.p.) reduziu de forma significativa (p<0,001) a lesao
gastrica (13,49+ 1,48 mm?) em comparagdo com o grupo veiculo (21,80 + 2,07 mm?).
Essa gastroprotecdo da DAV foi bloqueada (25,76+3,27 mm?) de forma significativa
(p<0,001) na presenga de indometacina (10 mg/kg, v.0.), um anti-inflamatério nao
esteroidal. O analogo de PGEI, Misoprostol (50 pg/kg, v.0.), também reduziu de
maneira significativa (p<0,001) a lesdo géstrica ulcerada (5,90 + 1,75 mm?), quando
comparado veiculo (21,80 + 2,07 mmz). A Indometacina reverteu (17,60 £+ 0,82 mmz),

significativamente (p<0,001), o efeito gastroprotetor do misoprostol.

Tabela 4 - Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor da DAV em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Grupos Dose Area de Lesdo Gastrica
(mg/kg/ ng/kg) (mm?)

Veiculo - 21,80 2,07
DAV 10 13,49+ 1,48
Misoprostol 50 5,90 +1,75%
Indometacina 10 22,97+ 1,75
Indometacina+ DAV 10+10 25,76+ 3,27
Indomeacina+ Misoprostol 10+50 17,60 + 0,82°

Os valores estdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) da
percentagem de area gastrica ulcerada (n=8). Veiculo (salina 0.9%), DAV (10 mg/kg,
1.p.) e misoprostol (50 pg/kg, v.0.) foram administrados 30 min (i.p.) € 60 min (v.0.)
antes da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal ). Indometacina foi
administrada, por via oral, 2 h antes do etanol absoluto, DAV ou misoprostol. “p<0,05
vs veiculo; bp<0,05 vs DAV; “p<0,05 vs misoprostol (ANOVA e teste de Student

Newman Keul).
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6.9  Papel dos canais de potassio ATP-dependentes no efeito gastroprotetor do
lupeol em modelo de lesao gastrica induzida por etanol

Os resultados do papel dos canais de potassio no efeito gastroprotetor do lupeol
podem ser observados na Tabela 5.

O lupeol reduziu de forma significativa (p<0,001), a lesdo gastrica (6,63 + 0,81
mm?) quando comparado ao grupo controle veiculo (16,68 + 0,66 mm?”). O efeito
gastroprotetor do lupeol foi bloqueado (16,89 + 0,78 mm?) de forma significativa
(p<0,001) na presenca de glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador de canais de
potassio ATP-dependentes. Diazoxido (3 mg/kg, i.p.), que promove a abertura de canais
de K arp, reduziu significativamente (p<0,001) a area gastrica ulcerada (4,90 + 0,48
mm?), quando comparado ao grupo veiculo (16,68+0,66 mm?). A glibenclamida (5
mg/kg, ip.) reverteu (12,82 + 0,65 mm®) de forma estatisticamente significante

(p<0,001) o efeito gastroprotetor do diazéxido (3 mg/kg, i.p.).

6.10 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes no efeito gastroprotetor da
DAYV em modelo de lesao gastrica induzida por etanol

Os resultados do papel dos canais de potassio no efeito gastroprotetor da DAV
podem ser observados na Tabela 6.

O tratamento com DAYV foi capaz de reduzir, de forma significativa (p<0,001), a
lesdo gastrica (11,08 + 1,22 mm?) quando comparado ao grupo veiculo (17,07 + 0,63
mm?). Este efeito gastroprotetor foi bloqueado (16,89 + 0,78 mm?) significativamente
(p<0,001) na presenca de glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador de canais de
potassio ATP-dependentes. Diazoxido (3 mg/kg, i.p.), que promove a abertura de canais
de K'arp , também reduziu significativamente (p<0,001) a &area gastrica ulcerada
(4,90+£0,48 mm?), quando comparado ao grupo veiculo (16,68+0,66 mm?). O tratamento
com glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) reverteu (12,82 + 0,65 mm?) de forma significante
(p<0,001) o efeito gastroprotetor do diazéxido (3 mg/kg, i.p.).
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Tabela 5. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Karp), no efeito

gastroprotetor do lupeol em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.

Grupos Dose Area de Lesﬁ:) Gastrica
(mg/kg) (mm”)

Veiculo - 16,68+0,66

Lupeol 30 6,63+0,81°

Diazoxido 3 4,90+0,48*

Glibenclamida 5 19,63+0,81°

Glibenclamida + Lupeol 5+30 16,89+0,78 °

Glibenclamida + Diazoxido 5+3 12,82+0,65°

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de
lesdo gastrica (n=8). Veiculo (2% de Tween 80 em sal ina, v.0.), lupeol (30 mg/kg,
v.0.), diazéxido (3 mg/kg, i.p.) e glibenclamida (5 mg/kg,i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes da administragdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal
,v.0.). Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes do lupeol ou
diazéxido. *p<0,001 vs veiculo; °p<0,001 vs lupeol; °p< 0,001 vs diazoxido (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 6. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K'arp), no efeito

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

camundongos.

Grupos Dose Area de Lesﬁ;) Gastrica
(mg/kg) (mm?)

Veiculo - 17,07+0,63

DAV 10 11,08+1,22°

Diazoxido 3 4,90+0,48*

Glibenclamida 5 19,63+0,81°

Glibenclamida + DAV 5+10 20,27+1,67 b

Glibenclamida + Diazoxido 5+3 12,82+0,65°

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de
lesdo gastrica (n=8). Veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (10 mg/kg, i.p.), diazoéxido (3
mg/kg, i.p.) e glibenclamida (5 mg/kg,i.p.) foram administrados 30 min antes da
administracao de etanol absoluto (0,2 mL/animal ,v.0.). Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.)
foi administrada 15 min antes da DAV ou diazoxido. *p<0,001 vs veiculo; bp<0,001 VS

DAYV, “p< 0,001 vs diazoxido (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.11 Papel dos canais de calcio no efeito gastroprotetor do lupeol em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

O grupo tratado apenas com veiculo antes da administracdo oral do etanol
absoluto, apresentou uma area gastrica ulcerada de 29,95 + 3,53 mm?’. O tratamento
com lupeol (30 mg/kg, v.o.) reduziu de forma significativa (p<0,05) a area de lesdo
gastrica (15,13 + 2,39 mm?). O efeito gastroprotetor do lupeol (30 mg/kg, v.0.) foi
bloqueado (37,34 + 5,80 mm?) de forma significativa (p<0,05) na presenca de verapamil
(5 mg/kg, i.p..), um bloqueador de canais de célcio. Cloreto de célcio (CaCl,, 50 mg/kg,
1.p.), reduziu de maneira significativa (p<0,05) a area gastrica ulcerada (6,19 + 2,54
mm?), quando comparado ao grupo veiculo (29,95 + 3,53 mm?). Verapamil (5 mg/kg,
v.0.) reverteu (15,63 + 2,20 mm?), significativamente (p<0,05), o efeito gastroprotetor

do CaCl, (50 mg/kg, v.o0.) (Tabela 7).

6.12 Papel dos canais de calcio no efeito gastroprotetor da DAV em modelo de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

O grupo tratado com veiculo antes da administragdo v.0 do etanol absoluto
apresentou uma area gastrica ulcerada de 30,90 + 1,88 mm®. O tratamento com DAV
(10 mg/kg, 1.p.) reduziu significativamente (p<0,05) a area de lesao gastrica (18,66 +
2,36 mm?). O efeito gastroprotetor da DAV (10 mg/kg, i.p.) foi bloqueado (25,89 + 3,35
mm?) de forma significativa (p<0,05) com verapamil (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador de
canais de célcio. Uma reducio significativa (2,69 + 0,98 mm?) também foi observada
nos animais tratados com Cloreto de calcio (CaCl,, 50 mg/kg, i.p.) em relacdo ao
veiculo (30,90 +1,88 mm?). Verapamil (5 mg/kg, v.0.) reverteu (25,89 + 3,35 mm?)
significativamente (p<0,05), o efeito gastroprotetor do CaCl, (50 mg/kg, v.0.) (Tabela
8).
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Tabela 7 - Papel dos canais de calcio, no efeito gastroprotetor do lupeol em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Grupos Dose Area de Lesﬁz) Gastrica
(mg/kg) (mm®)

Veiculo - 29,95+ 3,53
Lupeol 30 15,13 +£2,39?
CaCl, 50 6,19 £2,54*
Verapamil 5 51,03+ 11,28
Verapamil + Lupeol 5+30 37,34+ 5,80°°
Verapamil + CaCl, 5+50 15,63 +£2,20°¢

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de lesdo
gastrica (n=8). Os animais foram tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em sal ina, 10
mL/Kg, v.0.), lupeol (30 mg/kg, v.0.), CaCl, (50 mg/kg, i.p..) ou verapamil (Smg/kg,
i.p.) 30 min. (i.p.) ou 60 min. (v.0.) antes da administracdo de etanol absoluto (0,2
mlL/animal, v.0.). Verapamil (5 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes do lupeol (30
mg/kg, v.0.) ou CaCl, (50 mg/kg, i.p.). * p<0.01 vs veiculo; ° p<0.05 vs. verapamil; °
p<0,05 vs lupeol; d p<0,05 vs CaCl, (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 8. Papel dos canais de célcio, no efeito gastroprotetor da DAV em modelo de

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Grupos Dose Area De Lesdo Gzéstrica
(mg/kg) (mm”)
Veiculo - 30,90 + 1,88
DAV 10 18,66 + 2,36
CaCl, 50 2,69 + 0,98
Verapamil 5 57,70+ 3,49%
Verapamil + DAV 5+10 25,89 +3,35°°¢
Verapamil + CaCl, 5+50 13,74 + 1,80°¢

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de lesdo
gastrica (n=8). Os animais foram tratados com veiculo (salina, 10 mL/Kg, i.p.), DAV
(10 mg/kg, 1.p.), CaCl, (50 mg/kg, 1.p..) ou verapamil (5mg/kg,i.p.) 30 min antes da
administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal , v.0.). Verapamil (5 mg/kg, i.p.) foi
administrado 15 min antes da DAV (10 mg/kg, i.p.) ou CaCl, (50 mg/kg, i.p.). * p<0.01
vs veiculo; ° p<0.05 vs. verapamil; ¢ p<0,05 vs DAV 4 p<0,05 vs CaCl, (ANOVA ¢
Teste de Student Newman Keul).
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6.13  Papel do receptor o, adrenérgico no efeito gastroprotetor do lupeol em
modelo de lesao gastrica induzida por etanol

O tratamento dos animais com clonidina (0,05 mg/kg, v.0.) ou com lupeol (30
mg/kg, v.0.) promoveu uma reducao significativa (p<0,001) da lesao gastrica induzida
pelo etanol (4,93 + 0,79 mmz; 8,51 + 1,25 mmz, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle veiculo (29,86+1,31 mm?). O pré-tratamento com loimbina (2 mg/kg,
s.c.), um antagonista o, adrenérgico, reverteu significativamente (p<0,05) a
gastroprotecio da clonidina (11,43 + 1,63 mm?) e do lupeol (14,55 + 0,87 mm?)
(Tabela 9).

6.14 Papel do receptor o, adrenérgico no efeito gastroprotetor da DAV em
modelo de lesao gastrica induzida por etanol

O tratamento dos animais com clonidina (0,05 mg/kg, v.0.) ou com DAV (10
mg/kg, i.p.) promoveu uma redugdo significativa (p<0,001) da lesdo géstrica induzida
pelo etanol (15,13 £2,41 mmz; 16,64 £2.41 mmz, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle veiculo (35,16+2,76 mm?). O pré-tratamento com loimbina (2 mg/kg,
s.c.) reverteu significativamente (p<0,05) a gastroprotecao da clonidina (30,57 £+ 3.68

mm?) e da DAV (28,74 + 2,06 mm?®) (Tabela 10).
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Tabela 9. Papel dos receptores a, adrenérgico no efeito gastroprotetor do lupeol em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Dose Area de Lesdo Gastrica
Grupos 5
(mg/kg) (mm”)

Veiculo - 29,86+1.31
Lupeol 30 8,51+ 1,25%
Clonidina 0,05 4,93 +0.79°
Ioimbina + Clonidina 2+0,05 1143 +1.63°
Toimbina + Lupeol 2430 14.55 +0.87°

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de lesdo
gastrica (n=8). Os animais foram tratados com veiculo (2% de Tween 80 em salina,
v.0.), lupeol (30 mg/kg, v.0.) ou clonidina (0,05 mg/kg, v.0.) 60 min antes da
administracdio do etanol absoluto (0,2ml/animal). A loimbina (2 mg/kg, s.c.) foi
administrada 30 min antes de clonidina ou lupeol. * p<0.001 vs veiculo; ° p<0.01 vs.

clonidina; ¢ p<0,05 vs lupeol (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Tabela 10. Papel dos receptores o, adrenérgico no efeito gastroprotetor da DAV em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Dose Area de Lesdo Gastrica
Grupos 5
(mg/kg) (mm”)

Veiculo - 35,16 £2,76
DAV 10 16,64 +£2.41°
Clonidina 0,05 15,13 £2,41°
Ioimbina + Clonidina 2+0,05 30,57 + 3.68°
Ioimbina + DAV 2+10 28,74 £ 2,06°

Os valores representam a média + erro padrao da média (E.P.M.) da area de lesao
gastrica (n=8). Os animais foram tratados com veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (10
mg/kg, i.p.) ou clonidina (0,05 mg/kg, v.0.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes da
administracdo de etanol absoluto (0,2ml/animal). A ioimbina (2 mg/kg, s.c.) foi
administrada 30 min antes da DAV ou clonidina. * p<0.01 vs veiculo; b p<0.05 wvs.

clonidina; © p<0,05 vs DAV (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.15 Papel dos receptores opidides no efeito gastroprotetor do lupeol em modelo
de lesido gastrica induzida por etanol

O tratamento dos animais com lupeol (30 mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, i.p.)
reduziu de maneira significativa (p<0,001) a lesdo gastrica induzida pelo etanol (15,35
+2.45 mm” e 4,62 + 1,02 mm?, respectivamente), quando comparado ao grupo controle
veiculo (28,10 + 2,24 mm?). O pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg, s.c.) reverteu
significativamente (p<0,05) a gastroprotecdo da morfina (21,72 + 3,87 mm?®), mas ndo

do lupeol (16,81 £2,78 mm?) (Figura 13).

6.16 Papel dos receptores opidides no efeito gastroprotetor da DAV em modelo
de lesdo gastrica induzida por etanol.

O tratamento dos animais com DAV (10 mg/kg, i.p.) ou morfina (5 mg/kg, i.p.)
produziu uma redugdo significativa (p<0,001) na lesdo gastrica induzida pelo etanol
(19,12 + 2.91 mm?® e 7,98 + 1,51 mm?, respectivamente), quando comparado ao grupo
controle veiculo (35,06.86 + 3,94 mm?). O pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg, s.c.)
reverteu significativamente (p<0,05) a gastroprote¢do da morfina (23,92 + 4,23mm?),

mas ndo da DAV (20,48 + 3,72 mm?) (Figura 14).
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Figura 13. Papel dos receptores opidides no efeito gastroprotetor do lupeol. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area de lesdo gastrica (n=8).
Os animais foram tratados com veiculo (2% de Tween 80 em salina, v.0.), lupeol (30
mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, i.p.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes da
administracdo do etanol absoluto (0,2ml/animal, v.0.). A naloxona (2 mg/kg, s.c.) foi
administrada 20 min antes do lupeol ou morfina. * p<0.001 vs veiculo; ® p<0.05 vs.

veiculo; © p<0,05 vs morfina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Figura 14. Papel dos receptores opidides no efeito gastroprotetor da DAV. Os valores
representam a média + erro padrao da média (E.P.M.) da area de lesdo gastrica (n=8). Os
animais foram tratados com veiculo (solucao salina 0,9%, i.p.), DAV (10 mg/kg, i.p.) ou
morfina(5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administragdo de etanol absoluto (0,2ml/animal,
v.0.). A naloxona (2 mg/kg, s.c.) foi administrada 30 min antes da DAV ou morfina.

*p<0.05 vs veiculo; b p<0.001 vs. veiculo; © p<0,05 vs morfina (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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6.17 Efeito do Lupeol sobre a secrecao gastrica no modelo de ligacido do piloro
em ratos

O tratamento com lupeol (30 mg/kg), administrado por via intraduodenal, em
ratos com piloro ligado por 4 horas, ndo alterou o volume secretério gastrico (1,20 +
0,10mL), quando comparado ao veiculo (1,30 £ 0,17mL). A cimetidina (100 mg/kg),
um conhecido antagonista H, produziu uma diminuigdo significativa no volume (0,83+
0,09mL) em relacao ao veiculo.

O lupeol (30 mg/kg) entretanto inibiu significativamente (p<0,05) a acidez total
gastrica (10,83 + 0,83 uEq [H+]/h) em relagdo ao grupo tratado com veiculo (25,58 +
3,84 uEq [H+]/h) o que também ocorreu com a administragdo de cimetidina (100
mg/kg), que reduziu de forma significativa (p<0,01) a acidez (13,33 £ 1,05 uEq
[H+]/h), quando comparada ao veiculo (Tabela 11).

6.18 Efeito da DAYV sobre a secreciao gastrica no modelo de ligacdo do piloro em
ratos

A administracdo intraduodenal da DAV (10 mg/kg), em ratos com piloro ligado
por 4 horas, ndo alterou significativamente o volume secretério gastrico (1,86 = 0,24
mL), quando comparado ao veiculo (1,70 + 0,24 mL).

O tratamento com DAYV, entretanto foi capaz de inibir, significativamente
(p<0,05), a acidez total gastrica (8,33 + 0,83 nEq [H+]/h) em relagdo ao grupo veiculo
(12,50 + 1,33 pEq [H+]/h). Cimetidina (100 mg/kg), um conhecido antagonista H,,
reduziu significativamente (p<0,05) o volume secretorio gastrico (0,65+ 0,12 mL) e a

acidez gastrica (6,07 £ 0,50 uEq [H+]/h) em comparagdo com o veiculo (Tabela 12).
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Tabela 11. Efeito do lupeol e cimetidina sobre o volume secretoriogastrico e acidez

gastrica total em ratos com piloro ligado.

Dose Volume Secretorio Acidez Total Gastrica
Grupos
(mg/kg) Gastrico (mL) (LEq [H+]/h
Controle (veiculo) - 1,30+ 0,17 25,58 £ 3,84
Lupeol 30 1,20 +0,10 10,83 +0,83"
Cimetidina 100 0,83+ 0,09 13,33 + 1,05

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) para 6
animais do volume secretorio géstrico (mL) e da acidez gastrica total (uEq [H+]/h).
Veiculo (2% de Tween 80 em salina 0,9%), lupeol (30 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg)
foram administrados, por via intraduodenal, imediatamente apos a ligagdo do piloro. Os
animais foram sacrificados 4 horas apos a ligagdo do piloro. * p<0,05 vs controle

veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul)

Tabela 12. Efeito do DAV e cimetidina sobre o volume secretorio gastrico e acidez

gastrica total em ratos com piloro ligado.

Dose Volume Secretorio Acidez Total Gastrica
Grupos )
(mg/kg) Gastrico (mL) (LEq [H+]/h)
Controle (veiculo) - 1,70 £ 0,24 12,50 + 1,33
DAV 10 1,86 + 0,24 8,33 + 0,83*
Cimetidina 100 0,65+ 0,12° 6,07 +0,50"

Os resultados sdo expressos como média £+ erro padrao da média (E.P.M.) para 6
animais do volume secretorio géstrico (mL) e da acidez gastrica total (nEq [H+]/h).
Veiculo (salina 0,9%), DAV (10 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg) foram administrados,
por via intraduodenal, imediatamente apds a ligacdo do piloro. Os animais foram
sacrificados 4 horas apds a ligagcdo do piloro. " p<0,05 vs controle veiculo (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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6.19 Efeito do tratamento com lupeol sobre a motilidade intestinal de
camundongos

Nos animais tratados com veiculo, o carvao ativado percorreu 61,14 + 2,73% do
intestino. A administracdo de lupeol nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg ndo causou alteragdo
significativa no transito intestinal (59,60 + 2,73; 55,60 + 2.91; 54,41 + 4,85%,
respectivamente) quando comparado ao veiculo. A loperamida (5 mg/kg, i.p.) foi capaz
de diminuir significativamente este pardmetro (19,09 + 2,77%) em relacdo ao veiculo

(Figura 15).

6.20 Efeito do tratamento com DAYV sobre o transito intestinal em camundongos

Nos animais tratados com veiculo o carvao ativado percorreu 70,79 + 1,11% do
intestino dos animais. A administragdo de DAV nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg reduziu
significativamente o percentual percorrido pelo marcador (29,75 + 3,55; 21,85 + 2,26;
15,87 £ 2,85% respectivamente) quando comparado ao veiculo. A loperamida (5 mg/kg,
1.p.) também diminuiu de forma significativa (16,65 + 1,55%) o transito intestinal em

relacdo ao veiculo (Figura 16).
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Figura 15. Efeito do tratamento com lupeol no transito intestinal de camundongos.
Veiculo (2% de Tween 80 em salina 0,9%,v.0.), lupeol (3, 10 e 30 mg/kg, v.0) e
loperamida (5 mg/kg, i.p) foram administrados 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes da
administracdao do carvao. Os animais foram sacrificados 30 min ap6s a administra¢do do
carvao. Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) do

percentual da distancia percorrida pelo carvao (n=8). * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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Figura 16. Efeito do tratamento com DAV no transito intestinal de camundongos.

Veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.) e loperamida ( 5 mg/kg,i.p.)

foram administrados 30 min antes do carvao. Os animais (n=8/grupo) foram

sacrificados 30 minutos apds a administragdo do carvao. Os resultados sdo expressos

como média + erro padrao da média (E.P.M.) do percentual da distancia percorrida pelo

carvao. *p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.20.1 Efeito do tratamento com DAYV sobre o transito intestinal de camundongos
— participaciao de receptores opidides

Nos animais tratados com veiculo o carvao ativado percorreu 69,58 + 1,53% do
intestino dos animais. A administragdo de DAV na dose de 10 mg/kg diminuiu
significativamente (18,02 £+ 1,56%) o transito intestinal quando comparado ao veiculo.
Este efeito ndo foi revertido pelo tratamento com naloxona (18,72 + 0,86%). O
tratamento com loperamida, um conhecido agonista opidide, também diminuiu
significativamente o transito intestinal (17,20 + 1,78%), este efeito entretanto foi

revertido pelo pré-tratamento com naloxona (67,19 = 0,90%) (Figura 17).

6.20.2 Efeito do tratamento com DAV sobre o transito intestinal normal de
camundongos — participacao de receptores alfa, adrenérgicos

Nos animais tratados com veiculo o carvao ativado percorreu o 71,53 + 2,35%
do intestino dos animais. A administracdo de DAV na dose de 10 mg/kg diminuiu
significativamente (29,77 £+ 4,10%) o transito intestinal quando comparado ao veiculo.
Este efeito ndo foi revertido pelo tratamento com loimbina (23,50 + 3,07%). O
tratamento com clonidina, um conhecido agonista alfa, adrenérgico, também diminuiu
significativamente o transito intestinal (29,77 + 4,10%). Este efeito, entretanto foi

revertido pelo pré-tratamento com ioimbina (67,55 £+ 4,20%) (Figura 18).
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Figura 17. Efeito do tratamento com DAV no transito intestinal de camundongos:
participagdo de receptores opioides. Veiculo (salina 0,9%), DAV (10 mg/kg,i.p.) e
loperamida (5 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do carvdo. Os animais
(n=8/grupo) foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracao do carvao. A naloxona
foi administrada 20 min antes de DAV e loperamida. Os resultados sdo expressos como
média £+ erro padrio da média (E.P.M.) do percentual da distdncia percorrida pelo
carvdo. * p<0,05 vs veiculo; ° p<0,05 vs loperamida (ANOVA e Teste de Student

Newman Keul).
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Figura 18. Efeito do tratamento com DAV no transito intestinal de camundongos:
participagdo de receptores alfa, adrenérgicos. Veiculo (salina 0,9%), DAV (10
mg/kg,i.p.) e clonidina (1 mg/kg, s.c.) foram administrados 30 min antes do carvao. Os
animais (n=8/grupo) foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do carvao. A
ioimbina foi administrada 20 min antes de DAV e clonidina Os resultados sdo expressos
como média =+ erro padrao da média (E.P.M.) do percentual da distancia percorrida pelo
carvdo. * p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs clonidina (ANOVA e Teste de Student

Newman Keul).
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6.21 [Efeito do tratamento com DAYV sobre o transito estimulado por dleo de
ricino em camundongos

Nos animais tratados com veiculo o tempo para o aparecimento das fezes
marcadas com carvao ativado foi de 42,54 + 3,21 min. A administragdo de DAV na
dose de 10 mg/kg significativamente aumentou este tempo (150,10 + 13,37 min) quando
comparado ao veiculo. O tratamento com loperamida, um agonista opioide, usado como
controle positivo, também aumentou significativamente o tempo de aparecimento do

marcador nas fezes (178,80 £ 0,78min) (Tabela 13).

Tabela 13. Efeito do tratamento com DAV no transito intestinal estimulado com 6leo

de ricino em camundongos

Dose Tempo para aparecimento
Grupos )
(mg/kg) do marcador nas fezes (min)
Veiculo - 42,54+3,21
DAV 10 mg/kg 150,10+13,37
Loperamida 5 mg/kg 178,80 + 0,78

Os resultados sdao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) do tempo de
aparecimento do marcador (carvao ativado) nas fezes. Os animais foram tratados com
veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (10 mg/kg, i.p.) e loperamida (5mg/kg, i.p.) 30 min
antes da administragdo de 6leo de ricino (0,4ml/animal, v.0.). O carvao ativado foi
administrado 10 min apds o 6leo de ricino. Os animais (n=8/grupo) foram sacrificados
30 minutos ap6és a administragdo do carvao. * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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6.22 Efeito da administracdo de lupeol e DAV na atividade locomotora dos
animais no campo aberto

O parametro analisado neste teste foi a atividade locomotora espontanea (ALE),
caracterizada pelo nimero de invasdes. Os animais tratados com o lupeol (3, 10 e 30
mg/kg) ndo apresentaram nenhuma alteracdo neste pardmetro(50,50 + 2,04; 52,33 +
3,39; 50,00 = 4,90 no. de invasdes/5min, respectivamente) em relacao ao veiculo (51,00
+ 1,91 no. de invasdes/5min) (Figura 19A). Enquanto a administracao de DAV (3, 10 e
30 mg/kg) em todas as doses testadas produziu uma significante reducao da ALE (24,50
+ 3,40; 4,67 + 1,43; 3,57 + 2,07 no. de invasdes/5min), com relagdo ao veiculo (54,78 +
1,78 no. de invasdes/5min) (Figura 19B). O diazepam (2mg/kg, i.p.), usado como droga
padrao, reduziu significativamente a ALE para 35,40 + 2,77 o nimero de invasdes/5Smin

(Figura A) e para 41,56 + 2,91 no. de invasdes/5Smin (Figura B).
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Figura 19. Efeito do Lupeol e da DAV sobre a atividade locomotora espontanea no
teste do campo aberto. A. Veiculo (2% Tween 80 em salina 0,9%,v.0.), lupeol (3, 10 e
30 mg/kg, v.0.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min (i.p.) ou 60 min
(v.0.) antes do inicio do experimento. B. Veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (3, 10 e 30
mg/kg, v.0.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do inicio do
experimento. Os valores expressam a média = E.P.M do niimero de invasdes durante 5

minutos (n=10). * p<0,001 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.23 Efeito da administracio de DAV na coordenacio motora dos animais no
teste do Rota Rod.

A administragdo intraperitoneal de DAV (3, 10 e 30mg/kg) ndo alterou a
permanéncia dos animais no aparelho de Rota rod (59,00 + 0,63; 59,20 £ 0,58 e 58,60 +
0,87 s, respectivamente) quando comparado ao veiculo (59,06 £ 0,40 s). O diazepam
(2mg/kg,i.p.), usado como controle positivo, reduziu de forma significativa o tempo de
permanéncia dos animais na barra (2,80 = 0,37 s) quando comparado ao veiculo
(Figura 20A).

A administracdo intraperitoneal de DAV (3, 10 e 30mg/kg) reduziu de forma
significativa o nimero de quedas dos animais no aparelho de Rota rod (0,60 + 0,24;
0,40 £ 0,24 ¢ 0,20 £+ 0,20 quedas, respectivamente) em relacao ao controle (1,40 = 0,23
quedas). O diazepam aumentou significativamente o numero de quedas (2,80 + 0,20

quedas) em relagdo ao controle (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito da DAV no teste do Rota rod. A. Efeito da DAV sobre o tempo de
permanéncia dos animais no teste do Rota rod. Os valores expressam a média + E.P.M
do tempo de permanéncia dos animais na barra durante 2 minutos (n = 10). B. Efeito da
DAV sobre o numero de quedas dos animais no teste do Rota rod. Os valores
expressam a média = E.P.M do niimero de quedas dos animais durante 2 minutos (n =
10). Veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.) ou diazepam (1 mg/kg,
i.p.) foram administrados 30 min antes do inicio do experimento. . p<0,001 vs veiculo;

™ p<0,001 vs DAV (ANOVA e Testde de Student Newman Keul).
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6.24 Efeito da administracio de DAV sobre o tempo de sono induzido por
pentobarbital

Neste experimento foram avaliados dois parametros, o tempo de laténcia do
sono (s), que corresponde ao tempo que o animal leva para adormecer e a duragdo total
do sono (min).

Apenas as doses de 10 e 30 mg/kg, i.p., reduziram significativamente a laténcia
do sono dos animais (139,00 + 6,19 e 153,80 + 8,10 s, respectivamente) em relacdo ao
grupo tratado com veiculo (242,60 £ 9,40 s). O diazepam, usado como controle
positivo, produziu uma diminui¢do da laténcia do sono (175,00 £ 13,92s) quando
comparado ao veiculo (Figura 21A).

DAV (3, 10 e 30 mg/kg, 1.p.) aumentou significativamente a duracao do sono
(60,50 = 8,21; 72,43 + 5,01 e 80,67 £ 1,20 min) em relagdo ao grupo veiculo (49,00 +
3,66 min). O diazepam ( 2mg/kg,i.p.), usado como controle positivo, produziu um
aumento na duracdo do sono (115,30 £ 12,66 min) quando comparado ao veiculo

(Figura 21B).
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Figura 21. Efeito da DAV sobre o tempo de sono induzido por pentobarbital. A. Efeito

da DAYV sobre a laténcia, em segundos, do sono induzido por pentobarbital. Os valores

expressam a média + E.P.M da laténcia do sono (s) (n =10). B. Efeito da DAV sobre a

duragdo do sono, em minutos, induzido pelo pentobarbital. Os valores expressam a

média + E.P.M do tempo total de sono (min) (n=10). Veiculo (salina 0,9%, i.p.), DAV

(3, 10 e 30 mg/kg, i.p.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do

inicio do experimento. * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman

Keul).
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6.25 Efeito do tratamento com DAYV no teste de suspensio da cauda.

O tratamento intraperitoneal com DAV apenas nas doses de 10 e 30 mg/kg
promoveu um aumento significativo no tempo de imobilidade dos animais no teste da
suspensdo da cauda (176,20 + 8,47; 189,5 £ 5,33 s, respectivamente) em relacdo ao
grupo tratado com veiculo (135,00 = 7,32 s). A administragdo de cloridrato de
imipramina (30 mg/kg, i.p.), usado como droga padrao reduziu o tempo de imobilidade

dos animais (34,20 + 3,73 s) em relagao ao grupo veiculo (Figura 22).

6.26 Efeito da administracio da DAV no tempo de permanéncia na barra no
teste da catalepsia

A administragao de DAV, nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, aumentou de maneira
significativa o tempo de permanéncia dos animais na barra, com medianas de 2 (2-3); 3
(2-4) e 4 (2-4), respectivamente em relagdo ao grupo tratado com veiculo cuja mediana
foi 0,50 (0-1) (Figura 23A). O lupeol nas doses utilizadas de 3, 10 e 30mg/kg, v.o.,
apresentou medianas de 0,5 (0-1) para todas as doses ndo diferindo do veiculo (Figura
23B). O haloperidol (Img/kg, i.p.) aumentou de forma significativa o tempo de

permanéncia dos animais na barra apresentando mediana 3 (2-4).
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Figura 22. Efeito da DAV sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no teste da
suspensdao da cauda. Veiculo (salina 0,9%, i.p..), DAV (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.), ou
Imipramina (30 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 minutos antes dos experimentos.
Os valores expressam a média = E.P.M do tempo de imobilidade (s) dos animais

durante 5 minutos (n =10). * p<0,001 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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Figura 23. Efeito da DAV no teste da catalepsia. A. Efeito da DAV sobre o tempo de
permanéncia dos animais na barra no teste de catalepsia. Veiculo (salina 0,9%, 1.p.),
DAYV (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.) e haloperidol (1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min
antes do inicio do experimento. B. Efeito do lupeol sobre o tempo de permanéncia dos
animais na barra no teste de catalepsia. Veiculo (2% Tween em salina 0,9%, v.o.),
lupeol (3, 10 e 30 mg/kg, 1.p.) e haloperidol (1 mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min
(v.0.) ou 30 min (i.p.) antes do inicio do experimento. Os valores estdo expressos como
a mediana (minimo — maximo). *p<0,05 vs veiculo (Kruskal-Wallis seguido pelo Teste

de Dunn).
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6.27 Efeito do tratamento com DAV na hiperlocomoc¢io induzida por
anfetamina em camundongos

A administracdo de anfetamina (5 mg/kg, s.c.) aumentou de forma significativa a
locomogdo dos animais (89,60 + 13,31 invasdes/5 min) quando comparado aos animais
que receberam apenas o veiculo (55,00 £ 2,20 invasdes/5 min). O pré-tratamento dos
animais com DAV (10 mg/kg, i.p.) ou haloperidol (Img/kg, i.p.) 30 min antes da
administracao de anfetamina (2 mg/kg, s.c.) foi capaz de reduzir de forma significativa a
hiperlocomogao induzida pela anfetamina (46,80 + 6,46 e 16,40 + 2,25 invasdes/5 min,

respectivamente) (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito da DAV sobre a hiperlocomog¢do induzida por anfetamina em
camundongos. Anfetamina (2 mg/kg,s.c.) foi administrada 20 minutos antes de veiculo
(salina 0,9%, 1.p.), DAV (10 mg/kg, 1.p.) e haloperidol (1 mg/kg, i.p.). Um grupo tratado
apenas com veiculo foi incluido no estudo. Os valores expressam a média + E.P.M do
numero de invasdes durante 5 minutos (n =10). * p<0,001 vs veiculo sem anfetamina; b

p < 0,05 vs veiculo com anfetamina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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7 DISCUSSAO

Embora haja um extensivo uso da Cenostigma macrophyllum na medicina
popular para tratar distarbios gastrointestinais, ndo encontramos na literatura relatos de
estudos cientificos para dar suporte ao uso tradicional.

Os estudos quimicos da espécie identificaram nas cascas a presenca de lupeol,
um triterpeno pentaciclico e da dilactona do 4cido valonéico (DAV) como os
constituintes majoritarios (SILVA, 2006a). Assim este estudo foi realizado para
caracterizar farmacologicamente os efeitos gastrointestinais € comportamentais destes
dois compostos em modelos experimentais.

Inicialmente avaliamos a atividade gastroprotetora do lupeol e da DAYV,
utilizando um agente necrotizante (etanol 96%) na indugdo de lesdes gastricas agudas.
Este modelo experimental de facil execugdo ¢ bastante difundido na investigagdo da
atividade gastroprotetora de drogas (AJAIKUMAR et al, 2005). A agdo lesiva do etanol
¢ resultante de sua agdo direta na mucosa e como a génese das lesdes induzidas por etanol é de
origem multifatorial (SZABO; TRIER; FRANKEL, 1981; UMAMAHESWARIM et al., 2007;
KHAZAEI M; SALEHI, 2006), nés analisamos alguns destes fatores para entender
melhor os mecanismos de gastroprote¢cao das drogas testes.

A administragdo do etanol pode resultar em alteracdes na permeabilidade da
membrana com uma redugdo na resisténcia e modificagio na secre¢io de ions H'
(VAZQUEZ-RAMIREZ et al., 2006), pode ainda provocar uma diminui¢ao da func¢do
da barreira muco bicarbonato e dos grupamentos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH),
lesionando a mucosa principalmente devido aos danos vasculares e a diminui¢ao do
fluxo sangiliineo (REPETTO; LLESUY, 2002; SIEGMUND, 2003). A lesdo causada na
mucosa gastrica pela ingestdo cronica ou aguda do etanol, pode estar associada também
a geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), as quais produzem estresse
oxidativo (REPETTO; LLESUY, 2002; KHAZAEIM; SALEHI, 2006).

O pré-tratamento dos animais por via oral com lupeol nas trés doses estudadas
protegeu a mucosa gastrica dos animais contra o aparecimento de lesdes induzidas pelo
etanol, sendo que a dose de 30mg/kg foi a mais efetiva demonstrando uma protegao de
71%, enquanto as doses de 3 e 10 mg/kg, ofereceram um percentual de 38 e 51%,
respectivamente. Estes achados sdo consistentes com outros dados da literatura que
relatam a atividade antiulcerogénica de triterpenos (ARRIETA ef al., 2003; OLIVEIRA
et al., 2004a; SINGH et al., 2008).
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A DAYV, administrada por via intraperitoneal também foi capaz de proteger a
mucosa dos animais quanto aos danos produzidos por etanol nas trés doses usadas, com
a dose de 3mg/kg o percentual de protecdo foi de 37%, na dose de 10mg/kg a protecdo
foi de 45% e na dose de 30mg/kg de 78%, isto também estd de acordo com estudos de
Tani et al. (1986); Haslam (1989); Ramirez; Roa (2003) e Khennouf et al. (2003b), que
relataram o efeito gastroprotetor dos taninos, atribuido principalmente a sua atividade
antioxidante e sua capacidade de formar complexos com proteinas.

Estudos experimentais tém demonstrado que a geragdao de radicais livres esta
associada a patogénese de lesdes gastricas agudas induzidas por etanol. Os radicais
livres participam no dano ou na injaria ao tecido, estimulando a peroxidacdo dos
lipidios, provocando danos a membrana celular através da coagulacdo de proteinas,
lipidios e acidos nucléicos (AL -SHABANAH et al., 2000; LA CASA et al., 2000).
Sao encontrados na literatura alguns estudos mostrando a atividade antioxidante de
resinas naturais ricas em triterpenos pentaciclicos e triterpenos isolados, tais como
acidos oleandlico, ursolico, glicirretinico, amirina e lupeol (OLIVEIRA et al., 2004b;
SHIRWAIKAR et al., 2004; ASSIMOPOULOU et al., 2005; SANCHEZ et al., 2006).
Considerando que a ulcera por etanol gera radicais livres e estes podem contribuir para a
lesdo gastrica, podemos sugerir que a atividade gastroprotetora do lupeol pode ser
atribuida, em parte, & atividade antioxidante.

Radicais livres sdo produtos extremamente reativos, levando a danos oxidativos
através da peroxidacdo lipidica. Estudos de Okuda et al., (1989) relatam que
elagitaninos, sdo capazes de inibir a peroxidagdo lipidica e essa inibicdo ¢ mais efetiva
que a de taninos com outras estruturas similares, o que contribui para o efeito
gastroprotetor destas substancias, j4 que existe uma  alta correlagdo entre peroxidagao
lipidica e formagao de ulcera géstrica (NOSALOVA ef al., 1989; SHIAN et al., 2000).
Bhattachaerya et al., 2002 mostraram que os taninos hidrolizaveis das frutas de Emblica
officinalis, exibiram atividade antioxidante in vivo e in vitro. Como a DAV apresentou
uma atividade antioxidante superior a rutina e ao acido galico, no teste do DPPH

(SILVA et al., 2006b), a gastroprotecao pode ser resultante desta atividade.
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Comprovada a atividade antiulcerogénica, resolvemos tentar elucidar os
mecanismos envolvidos, assim avaliamos a participacdo dos grupos sulfidrilas ndo
protéicos (NP-SH), do 6xido nitricos (NO), das prostaglandinas, dos canais de potdssio
ATPdependentes, dos canais de calcio, dos receptres alfa, adrenérgicos e dos receptores
opidides neste efeito gastroprotetor.

A Ttlcera gastrica induzida por etanol ocorre predominantemente na por¢ao
glandular do estdmago, sendo resultante de uma agdo necrotizante direta e da redugdo
dos fatores de defesa como secrecao de bicarbonato e muco (RUIJJANAWATE et al .,
2005). Além disso, o etanol, por sua propriedade de gerar EROs durante o curso do seu
metabolismo, altera a homeostase redox, causando danos a estrutura e funcao celular,
aumentando os niveis de peroxidagdo lipidica e reduzindo os niveis de glutationa
reduzida na mucosa gastrica, pois a restauragdo destes niveis parece ser importante na
gastroprotecdo (SALIM, 1990; KWIECIEN et al., 2002; PUSHPAKIRAN et al., 2004;
CAMPOS, 2008).

O GSH ¢ considerado o mais importante composto sulfidrila intracelular, sendo
seu envolvimento conhecido num grande numero de processos funcionais celulares,
principalmente quanto a sua participagdo em algumas reacdes de detoxificagao. O GSH
pode reagir diretamente com alguns compostos toxicos, formando complexos ou entdo,
participando como substrato em reagdes de conjugagdo. Intoxicagdo cronica com etanol
resulta num aumento na formacao de peroxidos lipidicos, favorecendo o consumo de
GSH e sua oxidacdo para GSSG ( glutationa oxidada) pela glutationa peroxidase
(ALTOMARE et al., 1988).

Os grupamentos sulfidrilicos participam da protecdo da mucosa através de sua
ligacdo aos radicais-livres (exercem um efeito antioxidante) e por formar pontes de
dissulfeto entre as subunidades do muco de maneira a impedir a sua dissociacdo. Esses
grupamentos estdo presentes na glutationa, uma substancia endégena que, em sua forma
reduzida, tem importancia na redugdo do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres,
reduzir os peroxidos e se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger
estruturas celulares protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula de outros
produtos toxicos (KLAASSEM et al., 1985; HAYES; MCLELLAN, 1999; KIMURA et
al.,2001).
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Na tentativa de determinar uma possivel acdo antioxidante géstrica do lupeol e
da DAV, avaliamos os grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) no modelo de tlcera
induzida por etanol. Nossos resultados mostram que o etanol produziu uma diminui¢ao
nos niveis de NP-SH, o que est4d de acordo com dados de Pushpakiran et al. (2004) que
também observaram esta redugdo nos niveis de GSH reduzida em ratos apos ingestao de
etanol. O tratamento dos animais com N-acetilcisteina (NAC, 300 mg/kg, i.p.), um
doador de grupos sulfidrilas, reestabeleceu os niveis de NP-SH no estdmago. O lupeol
(30 mg/kg, v.0.) e a DAV (10 mg/kg, i.p.) também foram capazes de restaurar, nao
completamente, mas de maneira significativa, os niveis de NP-SH na mucosa gastrica,
reduzidos ap6s a administracdo de etanol absoluto. Esses resultados sugerem que a
atividade antioxidante atribuida a estes compostos estd envolvida na gastroprotecao.

O oxido nitrico (NO) ¢ uma substancia vasoativa produzida principalmente pelas
células endoteliais e ¢ um vasoprotetor, atuando na manutengao do ténus vascular, na
regulagdo da pressdo sangiiinea, prevenc¢ao da agregacao plaquetaria, inibicdo da adesdo
de monocitos e neutrofilos ao endotélio vascular, além de apresentar efeito
antiproliferativo e antioxidante (DUSSE et al., 2003).

Nas células do endotélio vascular, na presenga de oxigénio molecular, o terminal
guanidino nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, NO, e L-citrulina
em um processo catalisado pela enzima o6xido nitrico-sintase (KUO; SCHROEDER,
1995).

O NO tem um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa géstrica,
como regulador na secre¢do de muco (BROWN et al., 1993), vasodilatador produzindo
aumento de fluxo sanguineo local (WALLACE; MILLER, 2000) e inibidor da
agregacao de neutrofilos (BARNICK et al., 1997).

As vias enzimaticas produtoras de 6xido nitrico sdo a NO-sintase neuronal
(NOSn), endotelial (NOSe), constitutiva (NOSc) e induzida (NOSi), que tem sido
caracterizadas no trato gastrointestinal . A forma constitutiva ¢ encontrada no endotélio
(NOSe) e neurdnio entérico (NOSn) do trato gastrointestinal . A NOSc mantém a
barreira da mucosa intacta, enquanto a NOSi, produz grande quantidade de NO
causando danos. Portanto, a inibicao especifica da NOSi ¢ benéfica para a integridade

da mucosa (KUBES; MCCAFFERTY, 2000).
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Esse mecanismo protetor do NO pode ser devido a sua capacidade em aumentar
o fluxo sangiliineo da mucosa e estabilizar a influéncia dos mastdcitos (ALICAN;
KUBES, 1996). Entretanto, o excesso na produ¢cdo de NO associado com estados
inflamatérios ¢ caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da
funcdo da barreira de muco. Assim, os niveis de producdo de NO, a isoforma geradora
de NO e o estado redox das células epiteliais podem determinar os efeitos do NO na
permeabilidade e prote¢do da mucosa (SHAH et al., 2004).

Com o intuito de verificar a possivel participagdo do 6xido nitrico no efeito
gastroprotetor do lupeol e da DAYV, foi utilizado o L-NAME, um inibidor ndo seletivo
da NOS. O L-NAME ¢ hidrolisado em L-nitroarginina que inativa a NOS (PFEIFFER
et al., 1996). Segundo Nahavandi et al. (1999), o L-NAME aumenta e a L-Arginina
diminui a quantidade e intensidade da lesdo provocada por alcool no estomago de ratos.

Os dados obtidos nas lesdes gastricas induzidas por etanol demonstram que o
tratamento dos animais com L-NAME (20 mg/kg, i.p.) potencializou significativamente
a area da lesdo na mucosa gastrica, em relagdo ao tratamento com veiculo. Tanto o
lupeol (30 mg/kg), quanto a DAV (10 mg/kg), conseguiram inibir o aparecimento das
lesdes gastricas, e esse efeito gastroprotetor foi revertido com o pré-tratamento com L-
NAME. De forma semelhante, observamos que a L-Arginina (600 mg/kg, i.p.) reduziu o
percentual de area gastrica ulcerada, em comparagdo com o grupo veiculo, e esse efeito
também foi revertido no pré-tratamento com L-NAME. Assim, nossos resultados
sugerem que o efeito das duas substancias depende, pelo menos em parte, da presenca
de NO, pois a inibi¢do da produ¢do de NO enddgeno reverteu seu efeito gastroprotetor.

As prostaglandinas enddgenas tém um importante papel na manutengdo da
integridade da mucosa géstrica através da continua secrecdo de bicarbonato (HCO;3') e
producao de muco no estdmago, via receptores de prostaglandina E dos subtipos 1,2 e 3
(EP1, EP2 e EP3) (BROZOZOWSKI et al., 2000; TAKEUCHI et al., 2006). Além
disso, as PGs atuam também na inibi¢do da liberacdo de mediadores inflamatorios por
mastocitos e na manutengdo da do fluxo sanguineo durante a exposicao ao agente lesivo
(BATISTA et al., 2004).

ApoOs a administragdo oral de AINEs, ocorre uma reducdo dos niveis de
trifosfato de adenosina (ATP) da mucosa géstrica em resposta ao dano mitocondrial,
este fato constitui o primeiro evento na erosdo da mucosa. As PGs, em especial a PGE2

e seus andlogos, exercem acdo protetora contra os danos diretos de agentes



108

necrotizantes gastricos estando, portanto, relacionadas a citoprotegao (OLINDA et al.,
2008; ROBERT et al., 1979).

Nossos resultados demonstram que o lupeol, a DAV e o andlogo de PG,
misoprostol, foram capazes de proteger a mucosa da lesao induzida por etanol. A
indometacina, um inibidor ndo seletivo de ciclooxigenase (COX), foi capaz de reverter
completamente o efeito da DAV, entretanto a prote¢do conferida pelo lupeol foi apenas
parcialmente bloqueada por indometacina, sugerindo neste caso, a participagdo de outro
mecanismo independente da inibicdo das PGs. Como a gastroprotecao da DAV ¢
sensivel a indometacina e aquela provocada pelo lupeol ¢ também em parte sensivel,
podemos sugerir um papel das PGs endogenas na gastroprotecdo conferida pelas
substancias.

Em estudos realizados por Fernandez et al. (2001), o lupeol significativamente
reduziu a producao de PGE, de macrofagos A25187 estimulados in vitro e atenuou o
edema de orelha induzido por acetato del2-O-tetradecanoil-forbol (TPA) in vivo. O
TPA parece induzir a expressao de COX-2 por alterar a via de sinalizacdo do NF-kB,
bem como a expressdo da ornitina descarboxilase (ODC) na pele de camundongos
(PARK; LEE; HWANG., 2008). Portanto, a supressdo do edema de orelha pelo lupeol
talvez seja resultante da reducdo da formacdao de PGE,. Assim o mecanismo anti-
inflamatério do lupeol parece ser diferente dos demais anti-inflamatérios nao
esteroidais, pois, ao contrario da indometacina, o lupeol ndo demonstrou atividade
ulcerogénica durante um longo tempo de uso (GEETHA; VARALAKSHMI, 2001),
sugerindo que o mesmo nao afeta a COX constitutiva no estdmago.

Nao encontramos na literatura relatos da DAV relacionados a sua agao sobre a
COX, entretanto taninos hidrolisaveis e derivados como o acido galico sdo citados por
possuir atividade inibitoria preferencialmente sobre a COX; (LEE et al., 2003).

O efeito gastroprotetor do lupeol (30 mg/kg) mostrou-se similar ao efeito do
diazoxido (3 mg/kg), um ativador de canais de potassio sensiveis a ATP (K'atp). A
gastroprotecao conferida pela DAV também foi significativa. Esse efeito gastroprotetor
das substancias foi revertido pelo pré-tratamento com glibenclamida, um bloqueador de
canais K'otp. Como a protegdio proporcionada pelo lupeol e pela DAV ¢ sensivel a
indometacina e ao L-NAME, ¢ possivel que as PGs endogenas e o NO estejam atuando
como ativadores dos canais K atp, 0 que contribui para melhorar a microcirculagdo

gastrica, favorecendo a gastroprote¢do proporcionada por ambas as substancias, pois ja
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¢ descrito na literatura essa interacdo entre NO, PGs ¢ K atp (PESKAR et al., 2002;
HEEBA et al., 2009).

Alguns estudos sugerem que a administragdo de etanol produz deplecdo do
calcio na mucosa gastrica, o que contribui para o surgimento das lesdes. O uso do
bloqueador de canais de célcio verapamil, nestas lesdes, ¢ controverso e depende da
dose utilizada. Alguns autores sugerem que o verapamil em doses de 2 a 5 mg/kg
poderia acentuar o efeito lesivo do etanol sobre a mucosa (GLAVIN et al., 1989;
WONG et al.,1991; OSTROWSKI et al., 1993), enquanto outros defendem que o uso
do bloqueador nas dose de 10 a 20mg/kg seria benéfico no tratamento das ulceras
(GHANAYEM et al., 1987; LYONS et al., 1992).

O cloreto de calcio (CaCl2) ¢ capaz de prevenir a deplecdo de cdlcio gastrico. A
capacidade do célcio de diminuir os efeitos negativos do etanol na mucosa gastrica pode
ser devido a seu efeito estabilizador da membrana (WEBER; BOHR, 1978). O calcio
pode também ligar-se a pontos especificos na membrana celular para reduzir a
permeabilidade da membrana da mucosa géstrica e também reforgar a barreira mucosa
(WEBER; BOHR, 1978; KOO et al.,1986; WONG et al.,1991; LUTNICKI et al., 1992).
Segundo Koo (1994) a secrecdao de bicarbonato ¢ também induzida pela presenga de
calcio, proporcionando assim um ambiente favordvel para a cicatrizagao de Ulceras.

Nossos dados demonstram que os tratamentos com lupeol (30 mg/kg), DAV (10
mg/kg) e cloreto de célcio (50 mg/kg) protegem a mucosa gastrica dos animais das
lesdes gastricas induzidas por etanol. Esta protecao ¢ revertida pelo pré-tratamento com
verapamil (5 mg/kg), sugerindo que alteragdes nos niveis de calcio gastrico podem estar
intimamente relacionadas as lesdes produzidas por etanol, assim ¢ possivel que o lupeol
e a DAV similar ao CaCl2, restaurem os niveis de calcio na mucosa gastrica. De acordo
com Takeuchi et al. (2006) os niveis de célcio intracelular sd3o importantes para a
secre¢cao de HCO3- via prostaglandinas.

Receptores alfa2-adrenérgicos pré-sindpticos sdo descritos na literatura por atuar
na protecdo de tulceras induzidas por indometacina, &cido acetilsalicilico, etanol e
estresse (DEL SOLDATO, 1986; DI JOSEPH et al. 1987; KUNCHANDY et al. 1985;
GYIRES et al. 2000 a,b,c). Os a2-receptores produzem efeitos gastroprotetores por
multiplos mecanismos que envolvem a inibi¢do da secre¢do de acido gastrico e da
motilidade (GYIRES et al. 2000a; JAMES et al., 2004). Estes efeitos ocorrem com a

ativacdo de receptores a2 pré-sinapticos no nervo vago que induziria a liberacdo de
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substancias protetoras endogenas como PGs e NO (BENET T et al., 1967; TANAKA et
al., 1993) e com a inibi¢ao da liberacdo de acetilcolina (PATON; VIZI, 1969). Os
receptores a2 - adrenérgicos possuem os subtipos a2A, a2B, 02C sendo que o subtipo
a2A estd mais envolvido com a inibi¢do da secre¢ao acida e motilidade, enquanto os
subtipos a2B e a2C sdo responsaveis pela gastroprotecdo (FULOP et al. 2005;
MULLNER et al. 2001, 2002; GYIRES et al. 2000a).

Em nossos resultados tanto o lupeol (30 mg/kg), quanto a DAV (10mg/kg)
foram capazes de reduzir as lesdes induzidas por etanol de maneira significativa em
relagdo ao controle, de forma similar a clonidina (0,05 mg/kg), um conhecido agonista
a2—adrenérgico. O efeito dos tratamentos com lupeol (30 mg/kg, v.0.), DAV (10mg/kg)
e clonidina (0,05 mg/kg) foram revertidos pelo pré-tratamento dos animais com o
antagonista de receptores adrenérgicos ioimbina (2 mg/kg, s.c.), sugerindo uma
participacdo dos receptores a2 no efeito gastroprotetor do lupeol e da DAV. A clonidina
¢ citada na literatura por induzir gastroprotecdo por mecanismos centrais e periféricos
(GYIRES et al., 2000 ¢ ; GYIRES et al., 2007).

Relatos da literatura citam o envolvimento dos receptores opidides na
modulagdo da integridade da mucosa gastrica e em vdrias funcdes gastrointestinais,
incluindo a motilidade e o transporte intestinal de fluidos e eletrolitos (GUYRES et al.,
1997; GUYRES; RONALI, 2001). Segundo Gyres et al. (2000a) ha uma interagdo entre
receptores pré-sindpticos o2-adrenérgicos e sistema opidide. Glass; Picket (2002)
relatam que o2A adrenoceptores foram encontrados em neurdnios do trato solitario
medial de ratos que contém receptores p-opidide.

A gastroprote¢ao proporcionada pela clonidina ¢ revertida tanto pela ioimbina,
quanto pela naloxona, indicando que sua agdo depende de uma interagdo entre os
sistemas opidide e alfa adrenérgicos (GYIRES et al.,2000c).

O nosso estudo demonstrou que o efeito gastroprotetor do lupeol (30mg/kg) e da
DAV (10 mg/kg) contra a lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos nao ¢
revertido pelo tratamento com naloxona (um antagonista nao-seletivo de receptores
opioides), o que sugere o ndo envolvimento dos receptores opidides no efeito
gastroprotetor das substancias.

Embora multiplos fatores estejam envolvidos na patogénese da lesdo induzida
por etanol, o fator priméario ¢ a deficiéncia de NP-SH (glutationa reduzida), seguido por

uma deficiéncia na sintese de mediadores citoprotetores como PGs e NO. As EROs
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geradas pelo etanol contribuem para a deple¢do de NP-SH causando um estresse
oxidativo (TERANO et al., 1989) e estimulagdo simpaticomimética (JATINEN et al.,
1995) que poderia alterar a sintese de PG e NO, afetando o fluxo sanguineo na mucosa
e a microcirculagdo (ABDEL-SALAM et al., 2001). A DAV e o lupeol possivelmente
previnem o estresse oxidativo, consequentemente a deplegdo de NP-SH, favorecendo a
gastroprotecao.

As atividades anti-secretora e sobre a motilidade gastrointestinal do lupeol e da
DAV também foram avaliadas para ambas as substancias

A ligadura de piloro ¢ um modelo utilizado na avaliacdo dos parametros
bioquimicos do conteudo gastrico (TOMA et al., 2004), para inferir uma provavel
atividade anti-secretoria e indicar efeito local e/ou sistémico de algumas drogas
(HIRUMA-LIMA et al., 2006). Este modelo promove aumento na secrecdo gastrica
mediada por reflexos vago-vagais independentes das células G e células
enterocromafins “like” (ECL) provavelmente por estimulacdo dos mecanoreceptores
presentes na mucosa antral (BAGGIO et al., 2003) e a utilizagdo da via intraduodenal ¢
importante para investigar a atividade do composto quando administrado por via
sistémica, evitando contato direto das substancias com a mucosa gastrica dos animais
(FARIA, 2009).

Com a ligadura de piloro nds avaliamos a acidez e o volume do suco gastrico e
observamos que o tratamento intraduodenal com lupeol ou DAV nao alterou o volume
de secrecdo, entretanto ambas as substancias foram capazes de reduzir a acidez. A
cimetidina, usada como controle positivo foi capaz de reduzir tanto o volume quanto a
acidez. Sendo o 4acido considerado um fator importante no desenvolvimento das lesdes
agudas e cronicas (BASTAKI et al., 2000), podemos considerar a diminui¢do da acidez
produzida por ambas as substancias um fator favoravel ao processo de gastroprotegao.

A secrecdo de acido gastrico € um processo continuo e complexo, em que
multiplos fatores centrais e periféricos contribuem para uma meta comum, a secre¢ao de
jons H" pelas células parietais. Os fatores neuronais (acetilcolina), paracrinos
(histamina) e enddcrinos (gastrina) regulam a secrecao de dacido. Seus receptores
especificos (M3, H, e CCK,, respectivamente) localizam-se na membrana basolateral
das células parietais no corpo e fundo gastricos. Nessas células o AMP ciclico e as vias
dependentes de Ca’" ativam a H", K'-ATPase (a bomba de protons), que efetua a troca

de ions hidrogénio e potassio através da membrana celular parietal. Essa bomba gera o
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maior gradiente i6nico conhecido nos vertebrados, com um pH intracelular de cerca de
7,3 e um pH intracanalicular de cerca de 0,8 (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

De acordo com Muramaki et al. (1991; 1992), taninos como o acido eldgico e o
acido tanico apresentam atividade antiulcerogénica, ao menos em parte, devido a
atividade antisecretoria, a qual ocorreria pela inibigdo da H" K'-ATPase, possivelmente
associada a propriedade dos taninos de precipitar proteinas. Quanto aos terpenos os
dados da literatura diferem em func¢do da substancia, pois enquanto o acido
glicirretinico ndo demonstra alteracdo na secre¢dao gastrica no modelo da ligadura de
piloro o acido centipédico, no mesmo modelo, reduz o volume secretorio sem alterar o
pH (YANO et al., 1989; GUEDES, 2008)

A motilidade intestinal foi avaliada neste estudo pelo teste do carvao ativado e o
tratamento com lupeol nao alterou o transito intestinal em nenhuma das doses utilizadas,
entretanto a administracdo de DAV produziu uma significante redu¢ao do transito
normal em todas as doses testadas, de forma similar a loperamida usada como controle
positivo. O efeito de DAV também foi estudado no modelo de transito estimulado por
0leo de ricino. Neste modelo a DAV (10 mg/kg) e a loperamida ( 5Smg/kg) aumentaram
de forma significativa o tempo para o aparecimento do marcardor (carvao ativado) nas
fezes. Os resultados demonstram que em ambos os modelos a DAV inibiu o transito
intestinal o que esta de acordo com o relatado para taninos na literatura (ADEYMI et
al., 2009; AMEBEOKU et al., 2009). Estes efeitos também nos levam a sugerir uma
possivel atividade da DAV sobre o tonus muscular.

A estimulagdo do impulso vagal no trato gastrointestinal aumenta o tonus, a
amplitude de contracdo e a atividade secretoria no estdmago e intestino. DAV reduziu a
secrecdo acida no estdbmago sem afetar o volume secretorio no modelo da ligadura de
piloro em ratos, efeito onde a atividade vagal desempenha um importante papel. Assim
a inibi¢do da atividade vagal talvez contribua para o efeito inibitério da DAV sobre o
transito intestinal.

A inducdo de modificagdes no transito pelo 6leo de ricino resulta da agdo do
acido ricinoléico formado a partir da hidrolise de triglicerideos presente no o6leo,
envolvendo o NO (UCHIDA et al., 2000), PGs ( SAITO et al., 2002) e fatores
ativadores de plaquetas (IZZO et al., 1998). A administracdo prévia de DAV esta
associada com protecdo contra a diarréia induzida por 6leo de ricino em camundongos,

através da inibicao do transito intestinal. Estes resultados sugerem que DAV talvez
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possa ser usada em uma ampla variedade de disturbios gastrointestinais associados com
transito e secregdes anormais.

A loperamida, usada como controle positivo, ¢ um agente antidiarreico, com
atividade em receptores p opidides que age diminuindo a motilidade, aumentando o
tonus do esfincter anal, além de possuir atividade antisecretéoria (BRUTON; LAzo;
PARKER, 2006). Como os resultados com a DAV foram semelhantes aos da loperamida
resolvemos investigar também a participacdo dos receptores opidides na inibi¢cdo do
transito.

O tratamento com naloxona (Img/kg) foi capaz de reverter os efeitos da
loperamida sobre o transito intestinal, mas nao os efeitos da DAV, o que nos sugere um
mecanismo de acdo independente da participagdo dos receptores opioides.

Dados de DOHERTY; HANCOCK (1983) demonstram que ha uma participagao
dos receptores alfa adrenérgicos no transito intestinal e na diarréia. Com o intuito de
verificarmos se o efeito da DAV na inibi¢do do transito estaria relacionado a uma
atividade nestes receptores, os animais foram pré-tratados com ioimbina, um conhecido
antagonista de receptores alfa adrenérgico. Nossos resultados demonstraram que tanto a
DAV quanto a clonidina diminuem o transito intestinal , entretanto a ioimbina sé foi
capaz de reverter o efeito da clonidina, indicando a ndo participa¢do de receptores alfa
adrenérgicos no mecanismo de inibi¢do do transito promovido pela DAV.

De acordo com Osarenmwinda et al. (2009) a propriedade antidiarréica dos
taninos se deve a um aumento da reabsorcao de agua e eletrolitos do célon e/ou a
inibi¢do da motilidade gastrica.

Estudos na area de farmacologia comportamental permitem avaliar melhor a
interacdo entre drogas e alteragcdes comportamentais. Durante a administragdo da DAV
observamos sedagdo, sonoléncia e apatia nos animais, diante disso resolvemos
investigar a atividade desta substancia em alguns modelos comportamentais.

Assim, realizamos uma investigacdo comportamental preliminar através dos
testes da locomocao espontanea, rota rod e tempo de sono, para melhor caracterizar uma

possivel agdao depressora da substancia.
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Estudos demonstram que muitas das drogas de atuacdo central influenciam a
atividade motora dando uma indicagdo do nivel de excitabilidade do SNC (MANSUR et
al, 1971), assim substiancias psicoestimulantes podem aumentar este pardmetro,
enquanto outras substancias podem reduzir esta atividade, devido as suas propriedades
depressoras (MILLER et al., 1989;|VOGEL, 2002).

O teste do campo aberto ¢ um modelo amplamente usado para avaliar a atividade
motora e baseia-se na premissa de que roedores tém aversdo a ambientes novos e
abertos, utilizando o conceito de atividade exploratoria para mensurar o grau de
emocionalidade que o animal apresenta neste novo ambiente. O pressuposto basico ¢
que, no intuito de explorar o ambiente o animal precisa locomover-se nele (BIRKE;
ARCHER,1973).

No presente trabalho a administracao de lupeol nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg
ndo causou alteracdo na atividade motora, entretanto a administragdo intraperitoneal de
DAYV nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg diminuiu significativamente esta atividade nos
animais. Os resultados demonstram uma significante influéncia do tratamento com
DAV na atividade motora dos camundongos indicando sua atividade depressora. Este
fato pode estar relacionado com uma sedacdo resultante da depressao (OZTURK et
al,1996; PEREZ et al, 1998). O diazepam, usado como droga padrdo, na dose de 2
mg/kg também diminuiu a atividade locomotora, comprovando o seu potencial
sedativo nesta dose.

A ag¢do do diazepam se da por interagao com o complexo receptor GABA. Este
receptor possui pelo menos seis sitios de ligagdo especificos, entre eles o sitio de ligacao
a drogas benzodiazepinicas (ex.: diazepam) e a barbituricos, entre outras. Sabe-se
também que a atividade exploratdria pode ser alterada por drogas que atuam no sistema
serotoninérgico e dopaminérgico (AGMO et al., 1996; PRUT; BELZUNG, 2003).

Alguns agentes antipsicoticos como haloperidol e clozapina também prejudicam
significativamente a locomo¢do espontdnea em camundongos (MOREIRA;
GUIMARAES, 2005), refletindo a sua marcada atividade sedativa em humanos
(PRETORIUS et al., 2001).
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A diminui¢cdo da locomogdo espontanea pode ser influenciada por drogas que
produzem relaxamento muscular (DUNHAM; MIYA, 1957). O teste de rota rod ¢
amplamente usado para medir o desempenho da coordenacdo motora nos animais
(SEDELIS et al., 2001) e, para descartar uma possibilidade de interferéncia na
coordenagao motora e no equilibrio dos animais, utilizamos este teste.

No teste do rota rod a administragdo da DAV nas trés doses utilizadas (3, 10 e 30
mg/kg) ndo demonstrou diferenca significativa no tempo de permanéncia na barra
giratéria em relagao ao grupo veiculo, ao contrario do diazepam ( 2 mg/kg) que reduziu
significativamente este tempo dos animais na barra e aumentou o numero de quedas.
Podemos inferir, portanto que a DAV ndo causa alteracdo na coordenagdo motora em
doses capazes de promover uma agdo depressora, sugerindo que a redu¢do da agdo
locomotora observada, pode nao ter sido exercida através do bloqueio neuromuscular
periférico, mas preferivelmente os efeitos devem envolver neurénios que controlam
atividade depressora central (ADZU et al., 2002a,b).

O teste da inducdo do sono por barbitiricos ¢ um modelo experimental
farmacologico classico utilizado para avaliar drogas hipnoéticas e sedativas (LI et
al.,2007), parte do principio de que drogas depressoras do SNC, em geral, reduzem a
laténcia e/ou aumentam a dura¢do do sono induzido por um barbitirico (RILEY;
SPINKS, 1958; MANDAL et al., 2001). Por outro lado, substancias metabolizadas no
figado podem alterar os parametros registrados como conseqiiéncia de uma interagao
farmacocinética inibindo a metabolizagdo do pentobarbital e, consequentemente,
aumentando o tempo de sono (GOULOUBKVOVA et al., 1998; LAPA et al., 2003;
GYAMEFI et al.,2000).

Muitos hipndticos, ansioliticos e antiepilépticos podem aumentar o tempo de
sono induzido por pentobarbital (SILVA et al., 2007), enquanto drogas estimulantes,
como cocaina e anfetaminas, diminuem a duracao do sono (HASCOET ; BOURIN,
1998; PAINE; JACKMAN; OLMSTEAD, 2002). O prolongamento do sono pode
envolver uma ativagdo do sistema inibitorio gabaérgico (SIVAM et al., 2004).

A administracdo de DAV na dose de 10 mg/kg diminuiu a laténcia e prolongou a
duracdo do sono induzido pelo pentobarbital. Nao foram encontrados na literatura
relatos demonstrando que taninos inibem especificamente enzimas CYP3A2 de ratos,
equivalente a CYP3A4 humana, que metaboliza barbitirico. Além disso, o fato da DAV

diminuir a laténcia para inicio do sono reforga a idéia de uma agao central.
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A droga padrao, diazepam 1mg/kg, um benzodiazepinico, que atua no seu sitio
proprio no complexo receptor GABA, causa o efeito hipnosedativo como esperado,
reduzindo a laténcia e aumentando a duracdo do sono barbitirico. Drogas que diminuem
a transmissao dopaminérgica, como o haloperidol, também podem prolongar o sono por
barbitaricos (YADAV; NADE, 2008).

Os dados obtidos para DAV nestes dois protocolos estdo de acordo com
Takahashi et al (1986) que relata que constituintes como taninos produzem uma agao
depressora nao especifica no SNC, reduzindo a atividade motora e causando
potencializacdo do sono por pentobarbital.

O teste de suspensdo da cauda ¢ amplamente usado para triagem de drogas com
acdo antidepressiva e ¢ baseado no fato de que os animais quando colocados em uma
situagdo de estresse inevitavel desenvolvem, apds uma tentativa inicial de fuga, um
estado de imobilidade. Drogas antipsicoticas como haloperidol e clozapina e
benzodiazepinicos (diazepam e clobazam) aumentam de maneira dose dependente a
duracdo da imobilidade neste teste e podem indicar uma atividade depressora (CRYAN
et al., 2005; SILVA et al., 2007). A administragdo de DAV nas doses de 3, 10 ¢ 30
mg/kg aumentou significativamente o tempo de imobilidade, confirmando os resultados
anteriores que sugerem uma atividade depressora do SNC.

Em continuidade a avaliacdo dos efeitos da DAV sobre o SNC, resolvemos
investigar se a mesma estaria atuando sobre o sistema dopaminérgico induzindo um
estado de catalepsia nos animais.

A catalepsia ¢ uma manifestagdo patologica caracterizada pela imobilidade em
posturas nao naturais com hipertonia muscular (KAPLAN et al., 1997; KLEMM, 2001).
O modelo da catalepsia ¢ validado e muito utilizado pelos neurocientistas sendo
modulado por varios neurotransmissores. Sabe-se que o bloqueio dopaminérgico dos
receptores D; e D, tem papel importante neste comportamento e que drogas
neurolépticas causam a catalepsia. Além da dopamina, sabe-se que ha participacdo do
aminoacido inibitorio GABA, que regula a acdo dopaminérgica no sistema
extrapiramidal (ganglios da base) (SANBERG et al., 1988; KLEM et al., 1988;
VASCONCELOS et al ., 2003).

A administracdo de DAV, nas doses de 3,10 e 30 mg/kg, induziu catalepsia nos
animais, de forma similar ao controle positivo haloperidol que promove catalepsia

através do bloqueio de receptores D, (CARROLL, 2000) e por uma atividade
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secundaria sobre o sistema opidide (LORENC-KOC et al., 1996). Podemos assim
sugerir que os efeitos da DAV sobre o SNC envolvem uma atuag¢do em nivel de sistema
dopaminérgico.

A anfetamina ¢ um agonista dopaminérgico indireto, pois causa a liberagao
neuronal de catecolaminas. Ela pode provocar varias alteragdes comportamentais, tais
como o comportamento estereotipado, ou seja, atividades normais realizadas repetidas
vezes, tal como cheirar, ¢ também altera¢des da atividade motora, como aumento da
locomogao (LIPSKA; WEINBERG, 2000; UMEZU; MORITA, 2003; RANG et al.,
2006). Esses efeitos estdo relacionados a ativacdo dos sistemas mesolimbico e
nigroestriatal (MORI et al., 2006) e sao bloqueados pelo tratamento com haloperidol,
um antagonista de receptores dopaminégicos.

Com intuito de verificar se o tratamento com DAV também produziria este
bloqueio, os animais foram pré-tratados com anfetamina e em seguida com DAV e
haloperidol. Nossos resultados demonstraram que ambas as substincias foram capazes
de reverter a hiperlocomocao por anfetamina, confirmando que o mecanismo de acdo da
DAV esta relacionado a via dopaminérgica.

Em resumo, o resultado do presente trabalho demonstrou que tanto o lupeol
quanto a DAV possuem efeitos gastroprotetores no modelo de tlcera por etanol. Estes
efeitos parecem ser mediados por mecanismos antioxidantes relacionadas ao aumento
de NP-SH, com a participagao do NO, das PGs e de canais de K arp e calcio. Isso
validaria o uso feito pela populacao da espécie Cenostigma macrophyllum para ulceras.

A depressao do SNC observada com a administragdo de DAV deve ser
considerada e neste sentido estudos mais aprofundados sdo necessarios para melhor

caracterizar o mecanismo envolvido nesta depressao.
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8 CONCLUSOES.

A investigacdo dos efeitos farmacologicos do lupeol e da DAV no trato
gastrointestinal ¢ em modelos comportamentais nos permitiu chegar as seguintes

conclusoes:

» O lupeol e a DAV sdo efetivos na protecdo da mucosa gastrica frente a lesdo
aguda por etanol, por um mecanismo que envolve NP-SH, NO, PGs, ativag¢do de

canais K a1p, Célcio e receptores adrenérgicos, mas nao receptores opiodides.

» Em contraste com a cimetidina, um antagonista H, que demonstra inibigdo do
volume bem como da secre¢do acida total na ligadura de piloro em ratos, o
lupeol e DAV exercem somente efeito anti-secretorio acido sem mudangas no

volume.

» O lupeol ndo altera o transito intestinal, enquanto a DAV inibe o transito em
animais normais por mecanismo que ndao envolvem receptores adrenérgicos ou
opiodides. DAV também previne o transito estimulado pela administragdo oral de

oleo de ricino.

» DAV demonstrou diminug¢do na locomogdo espontdnea motora no campo-
aberto, potencializou o tempo de sono induzido por pentobarbital e aumentou o
tempo da imobilizagdo no teste da suspensdo da cauda, sugerindo um efeito

depressor no sistema nervoso central.

» O efeito depressor da DAV ndo esta associado a um bloqueio neuromuscular,

pois nao alterou a performance dos animais no teste do rota rod.

» Associado com a depressdo da atividade locomotora, a DAV induz catalepsia,
tal efeito possivelmente envolve em parte dopamina, pois a DAV inibe a

hiperlocomogao induzida por anfetamina.
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effect was only marginal.

Lupeol gastroprotection was
attenuated by indomethacin and L-NAME, the respective
COX and NO-synthase inhibitors and was weakly sensitive
to #,-adrenergic antagonist yohimbine and K yp-channel
blocker glibenclamide, but more profoundly to calcium
blocker verapamil. These pharmacological effects of lupeol
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Ethanol-induced gastric injury - Gastroprotection -
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Introduction

Plam—eﬂgﬁnm substances like Havosoids, W@M&r
tamaing, xxmmm&g etg: wre highly g tive that:
Sumetion *aia mma‘i eﬁ&f?m@ mmhmim{s, whiehi .‘imkwg
an increase in gastric mucus, activation of endogenous
prostaglandins (PGs), and nitric oxide (NO) generation,
antioxidant, and anti-Helicobacter effects (Arrieta et al.
2003: Zayachkivska et al. 2004; Hamaishi et al. 2006
Ustiin et al. 2006; Carvalho et al. 2007). Being natural and
dietary components, these phytoconstituents may act as
gastroprotectives and serve as adjuncts to combat gastro-
intestinal toxicities associated with the therapeutic use of
non-steroidal anti-inflammatory and anticancer agents.
Lupeol (Lup-20(29)-en-3H-ol) (Fig. 1), is a dietary penta-
cyclic triterpene found in fruits, vegetables, and several
medicinal plants (Imam et al. 2007; Martelanc et al. 2007:
Prasad et al. 2007: Nguemfo et al. 2009). Experimental
studies indicate that lupeol has a wide range of medicinal
properties that include strong antioxidant, hepatoprotec-
tive, antimutagenic, anti-inflammatory. antiarthritic, and
antitumor effects. (Recio et al. 1995: Saleem et al. 2004:
Saleem et al. 2005; Lee et al. 2007: Nguemfo et al. 2009:
Zhang et al. 2009). Interest in developing lupeol-based
potent anti-neoplastic agents, has led to the discovery of a
m of: m&w@ mmdmva&sw& axhibitiag. gxm~ el
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Fig. 1 Chemical ﬁuuclurc of lupeol

skin, prostate, breast, lung, and liver, by reducing oxidative
stress (Chaturvedi et al. 2008; Khan et al. 2008).
It is well established that acute administration of ethanol

the Federal Vniversity of Cesrd in sccordioce with the.

T T

Lupeol was isolated from the stem bark of Cenostigma

macrophyllum (Leguminosae-Caesapinioideae) as per

procedures described earlier (Rocha e Silva et al. 2007).
Absolute elhanol (EtOH) was obtained from BDH. UK:

Merck Sharp & Dohme, Brazil: verapamil hydrochloride
from Dilacoron®, Knoll, Brazil and misoprostol from
Cytotec”™, Continental Pharma, Italy, respectively. All the
reagents used were of analytical grade (Merck, Brazil).
Lupeol was first dissolved in 2% Tween 80 and subse-

(Robert et al I979 Jnalmcn et al. 1995 Kay et al "000

Abdel-Salam et al. 2001: Das and Vasudevan 2007). Thus,
multiple factors appear to involve in the palhogeneﬁn of
etherolduduced gausic injary end i thigalon
Mﬁmﬂmm:ﬁm@“ﬁ %mﬁﬁgmﬁmmm
potentinl

mma@cﬁmmm%g@w&%mﬁ
“ggainst ethapoldnduced gastric damage and o cheracterie
the underlying mechaniam.

Materials and methods
Animals

Male Swiss albino mice (20-25 g) and male Wistar rats
{150-160 g) obtained from the Central Animal House of
Federal University of Ceard were used. They were housed
in environmentally controlled conditions {22 £ 2°C, 12-h
light-dark cycle), with free access to standard pellet diet
(Purina do Brasil LTDA., Sao Paulo, Brazil) and water
ad libitum. Animals were kept in cages with raised floors to
prevent coprophagy. They were fasted over a period of
15 h and were habituated to the test environment for 2 h
before the experimentation. The experimental protocols
were approved by the Animal Care and Use Committee of

ﬁw mmm of Inflammation. gmi canicer, the mﬁeﬁt’ ﬁ:&s&y

demons(ralcd no effccl per se or mﬂuence on the ulceroge-
nicity of ethanol.

haitol-fudused gistric ledons ia i

w the - a@pﬁm&m eaf m!mmé, Vehigh @% "X’m %ﬁﬁ
treated. and: NAC oo wmplky; 4 @}«mwe} animals. were:
incloded us respective negative end pmiﬁw controls,
Thirty minutes ister, the animals were killed by cervical
dislocation, the stomach was removed and washed in nor-
mal saline. Subsequently, the stomach was incised along
the greater curvature and the lengths of the necrotizing
lesions were measured by planimetry, using a transparent
grid examined at magnification by two independent
observers unaware of the treatments. The lesion area in
each animal was measured in mm” and was expressed in
percentage (%) in relation to total area of corpus.

Estimation of non-protein sulfhydryls (NP-SH)

Since ethanol treatment results in depletion of NP-SH
(Szabo et al. 1981), their levels in gastric tissue were
analyzed by spectrophotometric methods to study the nat-
ure of gastroprotection by lupeol. Mice in groups were
pretreated with lupeol (30 mg/kg, p.o.). N-acetylcysteine
(300 mg/kg. i.p.). or vehicle (2% Tween 80) 60 min before



160

imz m:it e:hmmi waa aisq inc

ethanol, the animals were killed and a glandular segment
from each stomach was homogenized in 3 ml ice-cold

sodium EDTA ;;M}z M, pH 82). Reduced |

groups was measured

compounds containing sulfhydryl
spectroscopically (Sedlak and Lindsay 1968). The absor-
bance values obtained at 412 nm were extrapolated from a
glutathione standard curve and expressed in pg/g of
stomach tissue.

ftocs of yohinibine, indossoiich

To characterize the lupeol gastroprotection against ethanol

comsgondmg amagomsm yohi’mbi&: i
indomethacin (10 mgikg, p.o.), L-NAME (20 mg/kg, i.p.),
and glibenclamide (5 mg/kg. p.o.) prior to the oral
gdminlewation of 0.2 ml of ethenol (96%). The dese
selzction for these agmms and sntagonisis wess besed oo
our piiot experiments and on lwedure odings. fn each

Effects of verspamil and calchnm hydrochloride
pretreatneats on lapesl gasiroprofection

T irty mmutee after

between groups were regarded as significant at p < .08,

Results’

Effect of lupeol and N-acetylcysteine (NAC)
on ethanol-induced gastric damage

The orally administered ethanol (96%, 0.2 ml/animal) to
vehicle-treated control group of mice caused severe gastric
mucoss! damege.in the form of hamorthagic streaks gon-
Mmﬁ&&mﬁwimwﬁ&@%mﬁ%m@m&
i mpe ln-rolation
to total area of gastric corpus in the control group was
25.39 + 225 mm’ (Fig. 2). Pretreatment with lupeol at
doses of 3, 10, and 30 mg/kg showed a dose-related pro-

shindorsd changed Ingashie

Since 30 mgfhy lupeol offered & grester protection, dis
doss was seiecied to sindy s Influence on ethanol-lnduded
deplation cﬁ gretrle NP-SH m&ﬁ%m mice. Bibeuol sipg-

ﬂm»mdmﬁ& depletion of }@Rﬁﬂ Wk ﬁgmﬁm&* less:
and ﬁmmﬁmﬂwh&wl%&wéﬁwm&ﬁm

induced gastric injury in mice. Values are cxprc“cd as lhc
mean = SEM (n = 8/group). Animal groups were treated by oral

gavage with the vehicle (lupeol diluent: 2% Tween 80, 10 mizkg),
£
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Fig. 3 Role of prc in the g protective effect of lupeol
against cthanol-induced gastric injury in mice. Animal groups were
treated orally as follows: control (2% Tween 80, 10 mi/kg): lupeol
(30 mg/kg). misoprostol (0.05 ‘ny_;j’kg,]; !ndumclhacin (10 mg/kg).

Fig. 4 Role of xy-ad ptors in the g protective effect of
lupeol against ethanol-induced gastric injury in mice. Animal groups
were treated as follows: control (2% Tween 80, 10 mlkg. p.o.):
clonidine (0.1 mg/kg. i.p.): lupeol (30 mg/kg, p.o.): yohimbine (2 mg/

marginal in the restoration of NP-SH (330.9 + 19.9 ug/g)
when compared to NAC.

Effect of yohimbine, L-NAME, indomethacin,
and glibenclamide on lupeol gastroprotection

Like lupeol, all the tested agonists, misoprostol, clonidine,
L-arginine, and diazoxide afforded gastroprotection to a
variable extent against ethanol (96%)-induced gastric
lesions in mice (Figs. 3, 4, 5, and 6). Pretreatment of mice
with the non-selective NSAID inhibitor indomethacin
(10 mg/kg, p.o.) alone slightly aggravated the ethanol
lesion but in combination, it could moderately attenuate the
gastroprotective effect of lupeol and of the prostaglandin
analog misoprostol (Fig. 3). Pretreatments with the
z>-adrenergic antagonist yohimbine (2 mg/kg, i.p.), the NOS

me/kg. Lo\ 00

Values are expressed as the mean = SEM (n = 8/group). “p < 0.05
vs. control; "p < 0.05 vs. lupeol alone: “p < (.05 vs. misoprostol
alone “p < 0.05 vs. indomethacin alone: “p < 0.05 vs. indomethacin
alone (Onc-way ANOVA and Student Newman-Keul's test)

Yohimbine

kg. s.c.). Values are expressed as the mean £ SEM (2 = 8/group).
*p < 0.05 vs. control: "p < 0.05 vs. clonidine alone: “p < 0.05 vs.
lupeol alone (One-way ANOVA and Student Newman-Keul's test)

parallel with lupeol (Figs. 4, 5, and 6). However, at the test
doses used, yohimbine and glibenclamide demonstrated a
weak antagonism on lupeol gastroprotection.

Effects of verapamil and calcium hydrochloride
pretreatments on lupeol gastroprotection

In mice pretreated with calcium hydrochloride (50 mg/kg.
i.p.) and lupeol (30 mg/kg, p.o.) the ethanol-induced gas-
tric mucosal lesions were significantly prevented (Table 1).
Verapamil pretreatment worsened the ethanol-induced
mucosal damage. Lupeol and calcium hydrochloride were
able to antagonize the damaging effect of verapamil on
ethanol.
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Fig. 5 Role of nitric oxide in the gastroprotective effect of lupeol
against cthanol-induced gastric lesions in mice. Animal groups were
treated with the vehicle 2% Tween 80 in distilled water (10 ml/kg,
gk lepeol (30 myg/kg, pod: L-asginine (450 mp'kg, Lp); L-NAME

Fig. 6 Rmofﬁgmmh inmwwﬁwd?maﬁnmi

absolute ethanol-induced damage. This observation is
consistent with earlier reports on other triterpenes (Arrieta
et al. 2003: Oliveira et al. 2004: Singh et al. 2008). The
pathogenicity of ethanol is considered multifactorial and
researches implicate the involvement of pro-inflammatory
mediators (prostaglandins. leukotrienes. nitric oxide. and
neuropeptides). intracellular thiols and calcium. hormonal
factors (cholecystokinin, gastrin, leptin. and ghrelin). and
growth factors (EGF and TGF), besides the sympathetic
stimulation. Past studies, thus, highlight several mecha-
nisms in ethanol-induced gastric mucosal damage. each of
which is open for pharmacological manipulation.

One of the factors that play a central role in many
pathways of alcohol-induced damage is oxidative stress
that results from enhanced generation of reactive oxygen
species. Intracellular antioxidant, such as glutathione
(NP-SH/GSH) is critical for cellular protection in the
gastric tissues. The GSH level was significantly lowered in
ethanol-treated mice, consistent with earlier reports (Szabo
et al. 1981: Robert et al. 1984) and depletion of GSH may

(20 mg/kg, i.p). The values are expressed as mean = SEM (n = 8/
group). “p < 0.05 vs. control: “p < 0.05 vs. L-arginine alone:
“p < 0.05 vs. lupeol alone (One-way ANOVA and Student Newman-
Keal's test)

SEbensumide

n = Sigrosp). pnﬁ%mmﬁsﬂ o 0.0% va upenl alone;
gzﬁ%}.é}ﬁ ¥ mi@@ ;am ym%m‘é v, yublmblse alons;
4 ; m@%m;&m‘

lead to oxidative stress. Lupeol with its free radical-scav-
enging property (Nguemfo et al. 2009) may have prevented
in part the GSH depletion thereby affording gastroprotec-
tion from ethanol damage.

Prostaglandins (PGs) and nitric oxide (NO) are impor-
tant ‘mediators of mucosal defense in the stomach. NO
interacts with neuropeptides and PGs to maintain mucosal
integrity in basal conditions. Although inhibition of PGs or
NO synthesis alone does not cause gastric damage, lesions
appear if this treatment is combined with ablation of sen-
sory neurons by capsaicin or with a non-ulcerogenic dose
of indomethacin (Whittle et al. 1990). Nitric oxide (NO),
produced via activity of NO-synthase (NOS). appears to
be one of the major factors, involved in the regulation of
the gastric blood flow (GBF) and gastric microcircula-
tion (Wallace 2006). Studies indicate that NO-releasing
drugs protect against EtOH-induced gastric lesions, and
conversely, inhibition of NO synthesis increases the sus-
ceptibility of the stomach to ethanol injury (Kawano and
Tsuji 2000). Therefore, it was of interest in this study to
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Table 1 Role of calcium in the gastroprotective effect of lupeol
against gastric mucosal lesions induced by ethanol

Group Dose Percent gastric ’
(mg/kg) lesion arca (mm”)
Control - 29.95 & 3.53
CaCl, 50 6.19 £ 2.54*
Japest 3 A1 339
Vesmpeenth $ S1.00°4 1028

,ﬂhmraﬁmm&mm were i the ordes of 60,40, -a0d 30 min,
respectively

® p < 0.08 vs. vehicle-treated control

® p < 0085 vs. verspamil

“ p < 0.05 vs. lupeol

* p <005 vs. CaCl, (One-way ANOVA and Student Newman-
Keul's test)

“Verify the roles of POY “ind NO i fupeoi-associated
gastroprotection.

Our results show that the ethanol-induced gastric dam-

(Terano et al. 1989) and the sympathetic stimulation
(Jaatinen et al. 1995) that could impair PG and NO
synthesis, affecting the mucosal blood flow and microcir-
culation (Abdel-Salam et al. 2001). It is likely that

ATP-dependent potassium channels (Kitp) may have a
regulatory effect on the above factors (Peskar et al. 2002).
In our study, the gastroprotective effect afforded by lupeol

wmﬂmmwbwgwm m;mmﬁasu

g:!iimmimnﬁ%i &hm}z@ﬁf wcham

nels. émm the protection afforded by lupeol is additionally-
indomethacin-sensitive, we assume that endogenous pros-
tagisndins sct as activotors of Kagpp-channels and thes
might contribute to enhanced gastric microcirculation.
Studies indicate that absolute ethanol can induce sympa-
thetic stimulation (Jaatinen et al. 1995) and the presynaptic
Wmapzm egmu mlmodam a{imai gm;emmag,wa&z

prazocin (Fiilop et al. 2005). We therefore analyzed lhe
possibility of L-adrenoceplor involvement in lupcol gaﬁ-

iroproleclion is in part vulnerable to indomethacin, a role
for endogenous prostaglandins is suggested. However, in

studies of Ferndndez et al. (2001), lupeol significantly
reduced the PGE, production from A25187-stimulated
macrophages in vitro and attenuated the mouse ear edema
induced by 12-O-tetradecanoyl-phorbol acetate (TPA)
in vivo. TPA seems to induce COX-2 expression by

altering NF-kappaB signaling pathway as well as the
ornithine decarboxylase (ODC) expression in mouse skin
(Park et al. 2008). Therefore, the ear edema suppression by
lupeol must be a re‘ull of reduced PGE2 form:mon The

nntagonm

Next we verified the role of calcium in lupeol gastro-
protection, since some studies suggest that intracellular
calcium depletion in the gastric glandular mucosa may
account for the ethanol ulceration and the ulcer-aggravat-
ing action of verapamil (Koo et al. 1986: Wong et al.
1991). Our results show that while calcium hydrochloride
mimics the lupeol gastroprotection, verapamil, a calcium
channel blocker prevents the gastroprotection afforded
both by lupeol and by calcium hydrochloride, suggesting
that altered gastric cell calcium levels could be closely

and Varalakshmi 2001). Posslbly lupeol doeﬁ not inhibit
the house keeping constitutive enzyme (cCOX), in the
stomach, which warraniss fusther study.

Reacilve oxygén ipecia gonainted by stbiiol acsonst
e e D, - depletion ceusing. s oxidstive sivess

lupeol, a pcmncychc terpenoid found in many frum and
vegetables affords gastroprotection. Lupeol demonstrates a
wide specimm of gastroprotective-gotivity fo overcoms the.
mmm&%m gastric; musoss; ditferent ﬁ;zm wlagsical
¢ B mwwﬁﬁmw&m& the Gletinct
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