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RESUMO

Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus, espécies pertencentes a familia
Eriocaulaceae, sao encontradas em regides tropicais na América do Sul e no Brasil,
principalmente nos estados da Bahia e Minas Gerais. Este género € conhecido
popularmente como ‘“sempre vivas”. S. bisulcatus e S. arthrotrichus foram investigadas
porque os dados quimiotaxondmicos e filogenéticos da familia apontavam a presenca de
flavondides, que possuem atividades bioldgicas relevantes. Os extratos etandlicos dessas
espécies, nas doses de 50, 100 e 250 mg/kg, e as fracdes ricas (FRF) e deficientes (FDF) em
flavondides, na dose de 100 mg/kg via oral, foram estudadas em modelos de tlceras
induzidas agudamente (HCl/etanol, etanol, estresse, indometacina/betanecol e isquemia e
reperfusdo) e subcronicamente (dcido acético 30%), em camundongos e ratos. A via
intraduodenal foi empregada somente para fragdes no modelo de ligadura do piloro. Tanto
extratos, quanto fracOes, inibiram significativamente as lesdes ulcerativas induzidas pelos
diferentes agentes. Também foram observadas alteracdes significantes nos parametros
bioquimicos da secre¢do 4cida gdstrica com reducgiio na concentracdo total de H' no suco
gastrico com conseqiiente elevacdo do pH. Estes resultados sugeriram atividades anti-
secretdria e citoprotetora para extratos e fragdes. O pré-tratamento com as fracdes FRF de
ambas as espécies produziu, no modelo de tlcera por dcido acético, redugcdo na area da
lesdo por estimulacdo do processo de cicatrizacdo. Adicionalmente, verificou-se que a
atividade antiulcerogénica das fracdes ndo esta relacionada ao aumento da PGE,. porém, o
muco aderido, provavelmente estimulado pelo 6xido nitrico, bem como os grupos
sulfidrilas protéicos parecem estar envolvidos com a atividade citoprotetora de FRF, de
FDF ou de ambas, dependendo do mecanismo de acdo investigado. Animais tratados com

N

as FRF das espécies em estudo e submetidos a inducdo de ulcera por etanol tiveram
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aumento significativo dos niveis séricos do hormdnio somatostatina e reducdo no de
gastrina. As FRF, estudadas em ratos submetidos a isquemia e reperfusdo, produziram
diminui¢do do ndmero de lesdes, indicando atividade antioxidante verificada através da
reducdo da peroxidacdo lipidica e aumento dos niveis de grupamentos tidis totais. Por
ultimo, experimentos de citotoxicidade demonstraram que as fracdes da S. bisulcatus foram
mais citotoxicas do que as fragdes da S. arthrotrichus em cultura de células V79. Andlises
cromatograficas e RMN demonstraram que as FRF contém luteolina e luteolina glicosilada
para ambas as espécies, além de lutonarina (5,3’,4’-triidroxi-6-C,7-O-di-B-D-
glucopiranosilflavona) e 6-hidroxi-7-O-B-D-glucopiranosilluteolina (5,6,3’,4’-tetrahidroxi-7-
O-B-D-gluco-piranosil) para S. bisulcatus. Para a S. arthrotrichus, foram isoladas ainda
apigenina e luteolina-6-C-3-D-glucopiranosideo. O conjunto de dados permite concluir que
a atividade antiulcerogénica dos extratos e fracdes da S. bisulcatus e S. arthrotrichus esta
relacionada a atividade anti-secretéria, citoprotetora e antioxidante dos flavondides

existentes nessas espécies.
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ABSTRACT

The genus Syngonanthus (family Eriocaulaceae) is found in tropical regions of South
America. In Brazil, the species Syngonanthus bisulcatus and Syngonanthus arthrotrichus,
popularly known as “sempre vivas”, occur mainly in the states of Bahia and Minas Gerais.
Chemiotaxonomic and phylogenetic data have indicated the presence of flavonoids in both
of these species. In this work, we investigated the effects of ethanolic extracts (50, 100 and
250 mg/kg, orally) and of flavonoid-rich (FRF) and -deficient (FDF) fractions (100 mg/kg,
orally) of these species in models of acute (HCl/ethanol, ethanol, stress,
indomethacin/bethanecol) and subchronic (30% acid acetic) ulcers in mice and rats, as well
as in a model of pylorus ligature in which the fractions were administered intraduodenally.
The extract and fractions significantly prevented ulceration caused by various agents, and
also significantly reduced the total H" concentration in gastric juice, which led to a rise in
pH. These results indicated that the extract and fractions had antisecretory and
cytoprotective actions. In acetic acid-induced ulcers, treatment with the fractions (FRF)
from both species reduced the area of damage by enhancing the healing process. The
antiulcerogenic activity of the fractions was not associated with an increase in PGE,
formation. In contrast, the amount of adhered mucus (probably stimulated by nitric oxide),
together with the sulphydryl groups of proteins, appeared to be involved in the
cytoprotection by FRF and FDF, depending on the mechanism of action. In animals pre-
treated with the FRF of either species and then subjected to ulcer induction with ethanol,
there was a significant increase in the serum levels of somatostatin and a reduction in those
of gastrin. In rats with ischemia and reperfusion, FRF of both species increased the extent
of injury, thus indicating an antioxidant activity that was reflected in a reduction in lipid

peroxidation and an increase in the levels of total thiols. In cultured Chinese hamster V79
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fibroblasts, the fractions of S. bisulcatus were more cytotoxic than those of S. arthrotrichus.
Chromatographic analysis and NMR of the fractions of both species showed that the FRF
contained luteolin and glycosylated luteolin, as well as previously detected flavonoids such
as lutonarin (5,3’,4’-trihydroxy-6-C,7-O-di-B-D-glucopyranosylflavone) and 6-hydroxy-7-
O-B-D-glucopyranosylluteolin (5,6,3’,4’-tetrahydroxy-7-O-B-D-glucopyranosyl), in the
case of S. bisulcatus. In addition to luteolin, apigenin and luteolin-6-C- -D-
glucopyranoside were also detected in S. arthrotrichus. These results indicated that the
antiulcerogenic activity of extracts and fractions of S. bisulcatus and S. arthrotrichus was
related to the antisecretory, cytoprotective and antioxidant actions of flavonoids present in

these plants.
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INTRODUCAO

1.1- Consideracoes Gerais

As doengas ulcerativas do trato gastrointestinal sdo um exemplo cldssico de agravo
a sadde. Sabe-se que as lesdes ulcerativas encontram-se associadas a presenga excessiva de
acido na mucosa e a fatores predisponentes relacionados a reducdo das defesas naturais
desta mucosa (HIRSCHOWITZ et al., 1995).

A associacdo das diversas secrecdes parietais (dcido cloridrico e fator intrinseco) e
nio parietais (muco, bicarbonato, Na*, K e pepsinogénio) constituem o suco géstrico.
Disturbios envolvendo as fungdes secretoras podem estar relacionados a patogenesia da
ulcera péptica (JOHNSON e JOHNSON 1997; RANG et al., 1999).

O envolvimento de hormdnios gastrointestinais no processo secretério gastrico e,
consequentemente, na fisiopatologia da ulcera péptica, tem sido relatado destacando-se o
papel da gastrina e da somatostatina, como auxiliares na modulac@o dessa fungdo secretdria
no trato gastrointestinal (DOCKROY, 1999).

A gastrina € um hormodnio produzido pelas células G da mucosa do antro gastrico e
do intestino delgado. A presenga de proteinas em uma refeicdo, a distensdo da regido do
antro, o aumento do pH géstrico e os reflexos mediados pelo vago s@o os principais
estimulos que promovem a secre¢do desse hormdnio pelas células G. Uma vez liberada no
duodeno, a gastrina alcanga as células parietais pela corrente sanguinea atuando de forma
indireta através das células ECL ou de forma direta sobre os receptores especificos para

gastrina existentes nas células parietais, estimulando a liberacdo do Ca™" intracelular e,

consequentemente, a secrecao dcida (KUTCHAI, 1996; DOCKROY, 1999; SANDVIK et



al., 2001). Mesmo considerando que as células parietais possuem receptores para
gastrina/CCKp, sua resposta € potencializada quando os receptores H; sado
concomitantemente ativados (CALAM e BARON, 2001).

A somatostatina ¢ um hormoénio polipeptidico secretado pelas células D existentes
na regido do antro e do fundo do estdmago e também no pancreas. Age na protecdo da
mucosa gastrica através da inibicao da secrecao dcida (estimulada pelas células G e ECL) e
pepsina no estdmago (ZAKI et al., 2002).

Ulcera péptica é um termo convenientemente utilizado para se referir na maioria das
vezes as ulceras gastrica e duodenal. Esse tipo de lesdo leva a necrose que acomete toda a
superficie da mucosa géastrica e também a camada muscular (HALTER et al., 1995). As
ulceras géstrica e duodenal sdo patologias caracterizadas por lesdes ulcerosas agudas ou
cronicas que, na maioria das vezes, aparecem em qualquer por¢do do trato gastrointestinal
exposta a acdo agressiva do suco acido-péptico (CALAM e BARON, 2001).

Inicialmente, acreditava-se que as tulceras do trato gastrointestinal resultavam da
acdo do 4cido cloridrico e da pepsina naturalmente presentes no estdomago (WALLACE,
2001). Com a evolugdo dos estudos foi observado que, além dos fatores agressores
endégenos (4cido, pepsina, e bile), essa patologia estava associada a outros fatores
exdgenos predisponentes relacionados a condi¢cdes de vida tais como: estresse, fumo,
alcool, uso continuo de drogas antiinflamatérias-ndo-esteroidais (60 % do nimero de
casos), ingestdo de determinados alimentos, presenca do agente infeccioso Helicobacter
pylori e predisposi¢do genética, os quais atuariam conjuntamente reduzindo a defesa da
mucosa gastrica (BRUNTON, 1996; JOHNSON e JOHNSON, 1997; WOLFE e SANCHE,

2000; WALLACE, 2001).



A tlcera péptica atualmente é definida como um desequilibrio entre a ac@o
produzida pelos agentes agressores e a capacidade da mucosa gastrointestinal em resistir a
agressdo através dos elementos defensivos existentes, como sintese de prostaglandinas
citoprotetoras, muco, bicarbonato, fluxo sanguineo e motilidade géstrica (KONTUREK et
al., 1998; SZABO et al.,1995; PESKAR e MARICIC, 1998; WOLFE e SANCHE, 2000;
CALAM e BARON, 2001).

A exacerbacdo da secrecdo dcida no estdbmago € nociva a mucosa gastrica (WOLFE
e SANCHE, 2000); entretanto, sua regulacdo ndo deve ser considerada como a principal
responsdvel pela tlcera péptica e como alvo central da pesquisa farmacoldgica, ja que
inimeros pacientes com ulceras produzem quantidades de suco géstrico semelhante a
individuos normais (BRUNTON, 1996). Esse fato levou ao estudo e descoberta da bactéria
Helicobacter pylori, um bacilo gram negativo que possui a capacidade de colonizar o muco
produzido pela mucosa géstrica sendo considerado uma das causas de ulcera péptica,
linfoma géstrico e adenocarcinomas. Entretanto, ji foi demonstrado também que esta
bactéria pode estar presente na mucosa de individuos sadios que podem ou nao desenvolver
lesdes ulcerativas (SUERBAUM e MICHETTI, 2002).

Desse modo, védrios mecanismos estdo implicados na patogénese das lesdes
gdstricas, agindo sinergicamente ou ndo na producdo das lesdes. Assim, o aumento da
secrecdo acida gdstrica, pepsina, diminuicdo do fluxo sanguineo, supressio de PG
enddgena, inibicdo do crescimento e proliferacio celular da mucosa, alteracdo da
motilidade géstrica, presenca de agentes infecciosos e presenca de radicais livres sdo alguns
dos mecanismos envolvidos na ulcerogénese (WOLFE e SOLL, 1988; LEWIS e HANSON,
1991; HIRSCHOWITZ et al., 1995; WOLFE e SANCHE, 2000; ANDREOLLI, 2000) e se

constituem alvo de acdo terapéutica.



1.2- Substancias potencialmente ativas que apresentam atividade antiulcerogénica

Muitas plantas medicinais tém sido evidenciadas como duteis no tratamento de
desordens géstricas. Como exemplo cldssico temos as inflorescéncias do Humulus lupulus,
que atua assemelhando-se ao bicarbonato de sédio na diminui¢do da acidez. J4 as raizes e
rizomas da Glycyrrhiza glabra e inflorescéncias da Chamomilla recutita sdo usadas nas
inflamacdes estomacais como fortalecedoras da barreira da mucosa gastrica (LEWIS e
HANSON, 1991; BRUNTON, 1996; BROWN e DATTNER, 1998).

Contudo, existe na flora mundial um grande nimero de espécies usadas na medicina
popular, a exemplo da Momordica charantia (GURBUZ et al., 2000), Angelica
archangelica, Carum carvi, Chelidonium majus, Iberis amara, Matricharia recutita,
Melissa officinalis, Mentha piperita, Silybum marianum (KHAYYAL et al., 2001),
Anthemis nobilis, Brassica oleracea, Maytenus aquifolium, Symphytum officinalis, Sorocea
blomplandii, Zolernia ilicifolia (ALONSO, 1998) que sdo utilizadas no tratamento da
ulcera gastrica por produzirem atividade antiulcerogénica dose-dependente associada a uma
redugdo 4cida e aumento da secre¢do de mucina, além de produzirem aumento na liberacdo
de PGE; e diminuicao de leucotrienos (REPETTO e LLESUY, 2002).

Os compostos obtidos de plantas com atividade antiulcerogénica apresentam
estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de a¢cdo. Dentre as principais classes de
compostos relacionados a essa atividade t€ém-se os terpenos, triterpenos, flavondides,
alcaléides, glicosideos, saponinas e polissacarideos (LEWIS e HANSON, 1991).

Substancias com atividade antiulcerogénica, obtidas a partir de plantas, exercem
seus efeitos estimulando os fatores de prote¢do da mucosa géstrica, aumentando a sintese
de prostaglandina e/ou estimulando a secrecdo de muco e bicarbonato, ou ainda inibindo a

secrecdo dcida (LEWIS e SHAW, 2001; BORRELL e [ZZO, 2000; BEIL et al., 1995).
4



De acordo com Sheldon et al. (1997) a Organizagcdo Mundial da Satde (OMS)

afirma que 80% dos paises em desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais, as quais

encontram-se incorporadas a um sistema de medicina tradicional. Assim, as plantas sdo

fontes importantes de moléculas biologicamente ativas que podem ser utilizadas ndo apenas

como modelo para a sintese e obten¢do de novos farmacos, mas também como uma nova

possibilidade de intervencdo terapéutica (SCHENKEL et al., 1999; MCCHESNEY, 1996).

Aproximadamente 25% dos farmacos empregados atualmente nos paises industrializados

sdo provenientes, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas

superiores (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001).

Na pesquisa, envolvendo plantas com atividade antiulcerogénica, deve-se considerar

como relevantes os seguintes dados:

1-

2-

A ulcera péptica € uma patologia que apresenta uma elevada incidéncia em nosso pais;

E uma doenga cronica que requer, portanto, uma intervencdo endoscépica-terapéutica,
quase sempre reincidente, € que necessita em muitos casos de processo cirdrgico,
acarretando transtornos financeiros para o individuo e também para o sistema de satide;
Nao existe no mercado farmacéutico nenhum produto com 100% de eficicia; os
medicamentos existentes sdo de alto custo, efeitos limitados nas patologias cronicas,
além de apresentarem efeitos colaterais e reacdes adversas;

As plantas sdo fontes de constituintes terapéuticos potencialmente ativos, o que se
constitui em grande estratégia para a descoberta de novos farmacos;

A matéria-prima utilizada na producdo dos produtos terapéuticos é importada, o que

representa dependéncia para a industria farmacéutica nacional.



E nesse contexto que devem ser discutidos os produtos ja referidos pela terapéutica e
0s que posteriormente possam vir a ser usados para o tratamento e cura da dlcera péptica

(LEWIS e HANSON, 1991).

1.3- Flavondides e sua atividade biolégica

Os flavondides (ou bioflavondides) sdao substancias polifendlicas amplamente
encontradas na natureza, em frutas, folhas, flores, raizes, madeiras, cascas, pélen, néctar,
sementes e graos. Os flavondides sdo produtos naturais cuja estrutura quimica, de baixo
peso molecular, € constituida de um esqueleto bésico de quinze dtomos de carbono (Figura
1), distribuidos em trés anéis fendlicos referidos como anéis A, C e B ou anéis de pirano

(MILLER, 1996; HARBONE, 1996; DI CARLO et al., 1999).

Figura 1: Estrutura bésica dos flavonéides

Os flavonéides (Figura 2) sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em
flavonols (quercetina, kaempeferol, miricetina), flavonas (apigenina, luteolina), flavona
glicosilada (baicaleina), flavanonas (naringenina), flavonol glicosilados (rutina),
catequinas, flavandis (taxifolina), antocianidinas, isoflavonas (genistina), diidroflavonois e

as chalconas (DI CARLO, 1999; MILLER, 1996).
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Figura 2: Classe dos Flavondides

jw]
Flavona Flavanona

isoflavona

Chalcona

Fonte: HARBONE, 1996

As estruturas quimicas dos flavonéides podem variar de acordo com o processo de
substituicdo dos grupos funcionais existentes nos anéis, os quais incluem a hidrogenacao,
hidroxilagc@o, metilacdo, sulfatacdo e glicosilacdo (COOK e SAMMAN, 1996; DI CARLO
et al., 1999; ZUANAZZI, 1999; HARBONE e WILLIANM, 2000). Muitos flavondides sdo
encontrados na natureza na forma glicosilada (agenina ou glicona) e na forma de aglicona
(sem associacdo a um agucar). Quando se apresentam na forma glicosilada, esses actcares
podem ser D-glucose, L-raminose, arabinose, glucoramnose, galactose, entre outros.
Estudos demonstraram que, independente de estarem vinculados ou ndo a agucares, 0S
flavondides t€ém se mostrado ativos em diversos processos patolégicos como referido para
rutina e quercetina (COOK e SAMMAN, 1996; DI CARLO et al.,, 1999). O tipo de
atividade farmacoldgica apresentada pelos flavondides vai ser definido por sua estrutura
quimica e pelos grupos funcionais ligados a sua estrutura principal.

Os flavondides sdo responsaveis por fungdes bioldgicas que garantem o equilibrio

ecologico, como protecdo contra a radiacdo ultravioleta, regulacdo do crescimento e
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desenvolvimento normal das plantas, defesa contra fungos, bactérias e virus, além de serem
responsaveis pela coloragcao das pétalas das flores, quelarem metais téxicos e reduzirem os
agentes oxidativos lesivos a prépria planta. Estdo ainda envolvidos no processo de
transferéncia de energia, morfogénese, determinacdo do sexo das plantas, respiracdo e
fotossintese da maioria das plantas (ZUANAZZI, 1999; COOK e SAMMAN, 1996; DI
CARLO et al., 1999; HARBONE e WILLIAM, 2000).

Nos tltimos anos, os flavondides tem tido um crescente interesse por parte da
industria quimica, farmacéutica e alimenticia. Sdo capazes de modular a atividade das
enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que esses
compostos  possuem atividades hepatoprotetora, antialérgica, antiinflamatoria,
antiosteoporética, antitumoral, analgésica, antianginosa, antiaterogénica, antidiabética,
antidiarréica e protetora vascular. Uma vez absorvidos, influencia muitas funcdes
bioldgicas incluindo sintese de proteinas, proliferacdo, diferenciacdo celular e angiogénese,
trazendo beneficios em muitas patologias (DI CARLO, 1999; HALLIWELL et al., 1995;
MILLER, 1996).

Na drea alimenticia, os flavondides estdo relacionados ao sabor que proporcionam
aos alimentos, a sua capacidade de conservacdo prevenindo sua rancificagdo (COOK e
SAMMAN, 1996; HALLIWELL et al., 1995).

Alguns estudos mostram que os flavondides sdo absorvidos pelo trato
gastrointestinal apds administragdo oral. No entanto, existem relatos que afirmam que estes
compostos sdo pouco absorvidos, podendo alcancar ou ndo, em pequenas concentragdes, a
circulacao sist€émica (COOK e SAMMAN, 1996; DI CARLO et al., 1999; HARBONE e

WILLIAM, 2000).



Acredita-se que os efeitos benéficos dos flavondides estejam, em parte, associados a
sua atividade antioxidante. O processo antioxidante inclui: seqiiestro de radicais livres para
prevenir a sua propagacgdo, hidrélise enzimadtica da ligacao éster para remover dcidos graxos
peroxidados de lipideos, seqiiestro de ions metdlicos de transicdo e redug¢do de enzimas
catalisadoras de peréxidos (ANDREOLI, 2000). Os antioxidantes inibem a peroxidagao
lipidica e outros processos mediados por radicais livres e, dessa forma, protegem o
organismo de doengas atribuidas a formacgdo destes radicais. Vdrias substancias t€ém sido
sugeridas como antioxidantes a exemplo dos flavondides (catequina e rutina), taninos,
cumarinas, xantinas €, mais recentemente, procianidina por apresentarem propriedade
seqiiestradora de radicais livres de uma maneira dose-dependente, tornando-se vidveis
como agentes terapéuticos promissores nas patologias envolvidas com os radicais livres
(CZINNER et al., 2001) como asma, cancer, doencas cardiovasculares, cataratas, diabetes,
doencas inflamatdrias gastrointestinais e doengas no figado (MILLER, 1996).

Certos flavondides ou compostos com propriedades semelhantes a flavondides t€m
apresentado atividade antiulcerogénica e previnem lesdes da mucosa géstrica produzidas
por vérios métodos de indugdo de tulcera. Entre os indmeros flavondides ja estudados,
alguns sdo descritos como capazes de exercer atividade antiulcerogénica; entre eles
destacam-se a rutina, narigina, quercetina, kaempeferol, sofaradina e luteolina (LEWIS,
1992; DI CARLO et al.,, 1999; HARBONE e WILLIAM, 2000; BORRELLI e 1ZZO,
2000).

A acdo gastroprotetora dos flavonodides naturais, de forma geral, pode ser mediada
através da estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato (CRISTONI et al., 1989;
GRACIOSO et al., 2002) ou por um efeito inibitdrio direto na bomba de prétons das células

parietais (BEIL et al., 1995).



1.4- Espécies selecionadas

A selecdo das espécies em estudo foi baseada em dados quimiotaxondmicos, ou
seja, baseou-se em numa classe de compostos quimicos encontrada na familia
Eriocaulaceae (RICCI et al., 1996). As Eriocauldceas sdo constituidas por varios géneros;
sdo grupos naturais de rosetas herbaceas monocotiledoneas, caracterizadas por pequenas
flores arranjadas em capitulos. Elas ocorrem predominantemente em regides tropicais, na
América do Sul. No Brasil, elas s@o encontradas nas regides de cadeias montanhosas no
estado da Bahia e Minas Gerais em dreas de campos rupestres, um ecossistema altitudinal
com solo rochoso ou arenoso.

Algumas espécies de Eriocauldceas sdo economicamente importantes para a
populacdo de campos rupestres, tipo de formagdo que ocorre no topo de regides
montanhosas, especialmente nos estados de Minas Gerais (MG), Bahia (BA) e Goids (GO),
onde crescem as espécies de maior valor agregado. Tais plantas podem ser caracterizadas
pela presenca de folhas em rosetas basal; do centro, partem um ou mais escapos; portanto,
as inflorescéncias sdo geralmente densas e envolvidas por bricteas bem desenvolvidas e
vistosas. Essas plantas apresentam inflorescéncias que s@o secas e exportadas para muitos
paises por serem plantas ornamentais (TEIXEIRA, 1987). Muitas dessas espécies estdo
incluidas no género Syngonanthus.

A coleta, para fins de comercializacdo das sempre-vivas, € inteiramente baseada em
extrativismo a partir das populacdes naturais e feita por pessoas da prépria regido, como
meio de subsisténcia. O periodo principal de coleta concentra-se no primeiro semestre,
quando ocorre floragdo da maioria das espécies de interesse econdmico (GIULIETTI et al.,

1996).
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Estudos fitoquimicos das Eriocauldceas apontam a presenca de quercetagetina e
patuletina em extratos de capitulos em espécies dos géneros Euricalon, (BATE-SMITH e
HARBONE, 1969). Em Leiothrix foram observadas algumas flavonas (DOKKEDDAL e
SALATINO, 1992); em Paepalanthus, o maior género dessa familia, foram encontrados
naftopironas e seus glicosideos (VILEGAS et al., 1990; 1998; ANDRADE et al., 1996) e
em Syngonanthus foi relatada a presenca de 22 flavondides (RICCI et al., 1996). Nas
espécies selecionadas para esse estudo, Syngonanthus bisulcatus (Figura 3) e Syngonanthus
arthrotrichus (Figura 4), foram identificados isovitexina, lutonarina, 5,6,3’,4’-tetrahidroxi-

7-0O-B-D-glucopiranosil flavona e luteolina (HARBONE, 1996; AGRAWAL, 1989) na

primeira espécie e luteolina, apigenina e luteolina-6-C-f--D-glucopiranosideo na segunda

espécie (AGRAWAL, 1989).

Syngonanthus bisulcatus Rul. Syngonanthus arthrotrichus Silveira
Figura 3 Figura 4
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Nos estudos etnofarmacoldgicos consultados ndo foram encontrados usos
medicinais para essas espécies pela populacdo. Entretanto, de acordo com estudos
farmacoldgicos ja desenvolvidos, Varanda e Vilegas (1994) relatam atividade mutagénica e
citotoxica atribuida a paepalantina, uma naftopirona majoritaria da P. bromelioides
(VILEGAS et al., 1990; 1998; COELHO, 2000) e atividade imunoestimulante da

Syngonanthus bisulcatus (COELHO, 2000).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal contribuir com o entendimento da
fisiopatologia da ulcera gastrica através de estudos farmacoldgico e fitoquimico dos
extratos e fracdes obtidos dos escapos das espécies Syngonanthus bisulcatus e
Syngonanthus arthrotrichus.

Estudar caminhos vidveis de obtencdo de moléculas potencialmente ativas que,
posteriormente, possam tornar-se um produto farmacéutico no mercado nacional em fungdo
de suva eficacia, tem sido a razdo do trabalho de nosso laboratério. Para tanto nos
propusemos a:

- Identificar, através de estudos fitoquimicos, o perfil dos extratos obtidos de escapos das
espécies Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus;

- Determinar, através de triagem farmacoldgica, a dose que produz melhor efeito
farmacoldgico de ambas as espécies em modelos de indugdo de ulcera para os extratos
etandlicos e, posteriormente, em fragdes;

- Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato etandlico e fragdes ricas e deficientes em
flavondides obtidas dos escapos das espécies Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus
arthrotrichus em modelos classicos de indugdo aguda de tulcera géstrica (HCl/Etanol,
etanol, estresse, indometacina/betanecol, isquemia e reperfusdo);

- Determinar o efeito das fracdes ricas e deficientes em flavondides das espécies
selecionadas sobre:

a) Os parametros bioquimicos da secrecdo gastrica;
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b) O modelo subcrdnico de indugdo de tdlcera por dcido acético;

c¢) Os mecanismos de agdo envolvidos com a atividade antiulcerogénica como
prostaglandina, muco, gupamentos sulfidrilas, 6xido nitrico, substancias reagentes ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), grupos tidis, somatostatina e gastrina;

- Identificar quais s@o os constituintes existentes nos extratos e fracdes aos quais pode-se
atribuir a atividade farmacolégica;

- Avaliar a citotoxicidade das fracdes ricas e deficientes em flavondides em modelos de

células V79.
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MATERIAIS E METODOS

3- Preparacao do Material Vegetal
3.1- Coleta, identificacio e preparacao dos extratos das espécies em estudo
Syngonanthus bisulcatus Ruhland e Syngonanthus arthrotrichus Silveira sio
conhecidas popularmente como sempre-vivas-chapadeira e sempre-vivas-mini-saia. A
espécie S. bisulcatus foi coletada na Serra do Cip6 e identificada por P. T. Sano; ja a
espécie S. arthrotrichus foi coletada na Diamantina e identificada por A. M. Giulietti. Um
exemplar de cada espécie foi depositado no Herbdrio do Departamento de Botéanica da
Universidade de Sdo Paulo com o Voucher n° SPF 77735 e CFCR 4285, respectivamente.
ApOs as espécies terem sido coletadas e secas a uma temperatura de 60° C, por 4
dias, foram separados os escapos dos capitulos e, em seguida, pulverizados. Partindo-se de
500 g de escapos pulverizados passou-se a preparagdo do extrato, inicialmente, através da
maceracao, deixando o p6 dos escapos em contato por sete dias com cada solvente, em
ordem crescente de polaridade; a principio, a maceracdo foi feita com hexano e, na
sequéncia, com diclorometano, etanol e etanol 70%. Ao final da extracio os extratos foram
filtrados em papel de filtro e evaporados a pressao reduzida em rotaevaporador conforme

Fluxograma 1.
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Escapos
500¢g

Secagem

Moagem

Extracao com hexano
por maceracao

HEX TORTA
4,0 g Extracdo com

diclorometano por
maceracao

Extracao com
etanol por
maceracao

Extracao com
ETOH 70% por
maceracao

ETOH
70% 10g

Fluxograma 1: Obtencdo dos extratos polares a partir de escapos da Syngonanthus

bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus.

3.2- Triagem fitoquimica dos extratos

Ap6s a obtencdo dos extratos etandlico e etandlico 70%, passou-se a realizagdo de
uma triagem fitoquimica de acordo com a metodologia descrita por Wagner et al. (1984).
Foi verificada a presenca (+) ou auséncia (-) de: alcaldides (através do reagente de
Dragendorff ou iodoplatinato); antraquinonas (solu¢c@o de hidréxido de potédssio 10% em
metanol); flavondides (pela sua intensa cor fluorescente no visivel ou luz ultravioleta
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quando revelado com o reagente produto natural/polietilenoglicol (NP/PEG); compostos
fendlicos (apds exposi¢do da placa cromatografica a vapores de amodnia e imediatamente
observados na luz ultravioleta); saponinas, triterpenos e esterdides (através do reagente
dcido sulftrico-anisaldeido ou solugdo dcido sulftrico-sulfato sérico, produzindo uma
mistura de cores apds aquecimento por 5 minutos a 100°C) e taninos (solucdo de cloreto
férrico 5% em metanol com solugdo de gelatina a 1%). Foram utilizados, como solugdo
padrdo, a rutina, isoquercetina, acido clorogénico e catequinas, luteolina e apigenina todas

preparadas em metanol.

3.3- Preparacao das fracoes ricas (FRF) e deficientes (FDF) em flavondides
Inicialmente foi feita uma andlise por cromatografia de camada delgada (CCCD)
dos extratos etandlicos (EEOH) e etandlico 70% (EEOH 70%) dos escapos da
Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus artrotrichus. A eluicdo da placa cromatogréfica
foi feita com mistura de CHCI3/MeOH/H,0 43:37:20, fase inferior. A placa foi revelada
sob luz UV e em seguida, com vapores de iodo; apds elimina¢do do iodo, a mesma foi
revelada com o NP/PEG. Através desse reagente foi possivel observar a presenca de
manchas amarelas ou alaranjadas quando observadas sob luz ultravioleta indicando a
presenca de flavondides. Os extratos etandlico e etanol 70%, por apresentarem o mesmo
perfil fitoquimico, foram adicionados para a obten¢do de maior quantidade de massa de

acordo com o Fluxograma 2.
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Extrato 3,5g

Coluna
SEPHADEX
CCCD
uv Obtendao das
NP/PEG Fracoes

HPLC
EIMNH 1 Fracéoes Deficientes Fracoes Fragées Ricas

4 em Flavonéides Intermediarias em Flavonéides
RMNC13, (FDF) PRE)
Massa

Fluxograma 2: Obtencdo das fracdes ricas (FRF) e deficientes (FDF) em flavonodides a

partir dos extratos de escapos da Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus.

3.4- Analise cromatografica das fracoes e isolamentos dos constituintes ativos

Para o fracionamento do extrato etandlico, utilizou-se uma coluna de Sephadex LH-
20 como fase estaciondria. Partiu-se de 3,5 g do extrato bruto, dissolvido em 10 ml de
Metanol (MeOH) e, em seguida, centrifugou-se a mistura. Aproximadamente cerca de 3,0 g
da amostra foram aplicadas na coluna, eluidas com metanol puro, em fluxo de 0,5 ml/min
obtendo-se, ao final do processo, 126 fracdes de 4 ml cada para Syngonanthus bisulcatus e
92 fracOes para Syngonanthus arthrotrichus. As fracoes foram analisadas por CCCD e o
sistema de solvente utilizado foi CHCI3/H,0 43:37:20 e butanol/acido acético/H,0 60:15:25

(BAW), fase inferior e os reveladores foram luz ultravioleta e iodo.
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As fragdes foram agrupadas, de acordo com o perfil fitoquimico, de 1 a 50 em
fracdes deficientes em flavonéides (FDF), 51 a 70 em fragcdes intermedidrias e 71 a 126 em
fracdes ricas em flavondides (FRF) para Syngonanthus bisulcatus. Para a Syngonanthus
arthrotrichus as fragdes foram agrupadas de 1 a 22 como FDF, 23 a 48 em fragdes
intermedidrias e 49 a 92 em FRF. As fracdes ricas e deficientes em flavondides foram
agrupadas em pools para obtencdo de maior quantidade de massa necessdria aos estudos
bioldgicos. Em estudos anteriores desenvolvidos por Coelho (2000) e Rinaldi (2000) foi
realizado processo de purificacdo das fracoes seguido de espectros de luz ultravioleta (254
e 365 nm), infravermelho, ressonincia magnética nuclear de préton (RMN'H), carbono 13
(RMN"C) usando um espectrofotdmetro de Brucker AC-200, operando a 200 MHz para 'H
e 500 MHz for °C, além de espectro de massa obtido com aparelho VGPLAPSORM
SISONS, modelo SPLITTTER VACCO 9:1. Com isso foi possivel chegar a elucidacdo da
estrutura do composto majoritirio obtido das fragdes e extratos dos escapos da

Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus.

3.5 - Modelos animais utilizados nos ensaios biologicos

Para a avaliacdo da atividade antiulcerogénica das amostras obtidas das espécies
Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus e uma posterior elucidacdo dos
mecanismos de a¢do envolvidos, foram utilizados camundongos Swiss albinos machos,
pesando entre 25-35 g, e ratos Wistar machos, com peso entre 180-250 g, todos
provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram aclimatados as
condi¢des do biotério local, por cerca de sete dias, antes dos ensaios experimentais, Sob
temperatura (23 + 2° C) e ciclos claro-escuro controlado de 12 h. Os animais foram

N

alimentados com ragdo Nuvital (Nuvilab) dgua a vontade e distribuidos, ao acaso, nos
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diferentes grupos experimentais. Os periodos de jejum a que foram submetidos 0s animais
estdo de acordo com o preconizado para cada uma das metodologias empregadas. Os
protocolos experimentais dos testes utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal da Unicamp. Todos os experimentos foram iniciados

no periodo da manha.

3.6- Modelos experimentais de inducao de ulcera

Os modelos experimentais adotados neste trabalho foram selecionados de acordo
com a literatura para garantir reprodutibilidade; esses modelos sdo também aqueles que
mimetizam as principais causas de ulcera gdstrica no homem. Dentre eles, encontram-se
modelos que investigam a atividade antiulcerogénica e os que visam elucidar os provaveis
mecanismos de a¢do envolvidos na atividade antiulcerogénica.

Na avaliagdo da atividade antiulcerogénica de cada uma das espécies foram
realizados experimentos de indugdo aguda de ulcera géstrica por HCl/etanol, estresse por
contencdo e frio, indometacina/betanecol em camundongos e por etanol e isquemia-
reperfusdo em ratos. Adicionalmente, investigou-se 0s parametros bioquimicos do suco
gastrico (pH, volume e concentracdo 4cida total) através do experimento de ligadura de
piloro. No sentido de investigar o modo pelo qual a mucosa géstrica se protege dos diversos
agentes lesivos utilizados, ou seja, quais os mecanismos envolvidos com a atividade
antiulcerogénica observada, foram realizados experimentos de prostaglandina, muco,
compostos sulfidrilas, 6xido nitrico, gastrina, somatostatina, peroxidagdo lipidica e tidis
totais. Na tentativa de entender como se portam as amostras vegetais frente a uma indugdo
de lesdo ulcerativa que envolve um tratamento subcronico foi realizado o experimento de

acido acético em rato.

20



Os extratos e fracdes das espécies estudadas foram sempre administrados em
diferentes doses, por via oral, excecdo feita ao modelo de ligadura do piloro, onde se
utilizou a via intraduodenal para a administracdo das amostras e substincias controles.

As amostras vegetais foram utilizadas nos modelos especificos em doses previamente
padronizadas com seus respectivos controles positivo (cimetidina ou lansoprazol) e negativo
(NaCl 0,9 %) na dose volume de 10 mlI/Kg. A salina foi empregada como veiculo para
dissolucao das diferentes amostras vegetais utilizadas nesse estudo.

Em todos os experimentos de indugdo de tlcera géstrica as lesdes ulcerativas foram
quantificadas e classificadas de acordo com a sua severidade (SZELENYI e THIEMER,
1978) em lesdes nivel 1 (pontos hemorrdgicos < 1 mm), nivel 2 (tlceras de 1 a 3 mm de
extensdo) e nivel 3 (dlceras profundas > 3 mm de extensdo), com pequenas modificagdes.
Para cada grupo de tratamento foi calculado um indice ulcerativo (IU) obtido através da

equagao:

IU =3 (lesdes nivel 1x1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)

3.6.1- HCI/Etanol em camundongos

Este método foi realizado conforme descrito por Mizui e Doteuchi (1981). Apds 24h
de jejum, os camundongos foram tratados com lansoprazol na dose de 30 mg/kg (controle
positivo), salina 0,9% (controle negativo) e com extrato etandlico nas doses de 50, 100 e 250
mg/kg. Ap6s 50 minutos foram induzidas as lesdo géstricas através da administracdo, também
oral, de 0,2 ml de uma solugdo 0,3M HCl/etanol 60 %. Uma hora apds a administragdo do
agente lesivo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical; em seguida, os
estobmagos foram retirados e inflados com 2,0 ml de solugdo de NaCl 0,9% e abertos ao

longo da grande curvatura. Apds este procedimento, 0s estdmagos permaneceram em
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formalina 5% durante um periodo adicional de 30 minutos para fixacdo das lesdes

ulcerativas e posterior determinagdo do indice ulcerativo (IU).

3.6.2- Etanol em ratos

Este método foi descrito por Morimoto et al. (1991). Os ratos foram submetidos
inicialmente a um jejum de 24 horas e, apds esse periodo, pré-tratados com lansoprazol na
dose de 30 mg/kg (controle positivo), salina 0,9% (controle negativo) e com as fracdes FRF
e FDF (100 mg/kg) obtidas das espécies em estudo. Apds 1 hora foi administrado a esses
animais 1 ml de etanol absoluto (agente lesivo) por via oral e uma 1 h apds o etanol, os mesmos
foram submetidos ao sacrificio por deslocamento cervical; em seguida, os estdmagos foram
retirados e inflados com 2,0 ml de solucdo de NaCl 0,9% e abertos ao longo da grande
curvatura. Apés este procedimento, os estdbmagos permaneceram em formalina 5% como

descrito anteriormente.

3.6.3- Estresse por imobilizacio e frio em camundongos

A metodologia utilizada foi descrita por Levine (1971), seguida de algumas
modificagdes. Apds 36 h de jejum, os camundongos foram tratados com extrato etandlico,
obtido dos escapos da S. bisulcatus e S. arthrotrichus, nas doses de 50, 100 e 250 mg/kg, com
cimetidina na dose de 100 mg/kg (controle positivo) e salina 0,9% (controle negativo), todos
administrados v.o. (10 ml/kg). Trinta minutos apds a administracdo dos diferentes tratamentos,
as patas dianteiras e traseiras dos animais foram imobilizadas para que eles fossem entdo
colocados no interior de contensores de PVC (9 cm de comprimento x 3,5 cm de didametro) a

4° C, por um periodo de 4 h. Ao final deste periodo, os animais foram sacrificados por
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deslocamento cervical e os estdmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura para
quantificacdo e classificacdo das lesdes géstricas e determinacido do IU. Em, outro momento,
este mesmo experimento foi realizado, utilizando-se porém, em vez dos extratos, as fracdes ricas
(FRF) e deficientes (FDF) em flavondides na dose de 100 mg/kg, além dos grupos anteriormente

citados.

3.6.4- Antiinflamatorio-nao-esteroidal associado a agente parassimpatomimético

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Rainsford
(1987), em camundongos Swiss machos, colocados em jejum por um periodo de 36h e
distribuidos aleatoriamente nos grupos tratados. Os tratamentos foram feitos por via oral
com extrato etandlico nas doses de 50, 100 e 250 mg/kg, cimetidina (100mg/kg) ou salina
0,9%. Trinta minutos mais tarde, os animais receberam, por via subcutanea, indometacina
(20 mg/kg) preparada em solugdo estéril de 5% de NaHCOs e, concomitantemente, por via
intra peritoneal, betanecol (agente parassimpatomimético) preparado em solugdo 0,15M de
NaCl estéril, na dose de 5 mg/kg. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
3 h apds a administracdo do agente lesivo. Os estdbmagos foram removidos e abertos ao
longo da maior curvatura como descrito anteriormente. Este mesmo experimento foi
realizado com as fracdes ricas e deficientes em flavondides, na dose de 100 mg/kg, além dos

controles ja referidos.
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3.6.5- Determinacao dos parametros bioquimicos do suco gastrico apos ligadura do piloro

Esse experimento foi realizado de acordo com o método de ligadura de piloro
descrito por Shay et al. (1945), com algumas modificagdes. Os camundongos foram
colocados em jejum de 24h com livre acesso a dgua, e divididos aleatoriamente nos
diferentes grupos de tratamento. Em seguida foram anestesiados e submetidos a uma
incisdo longitudinal, logo abaixo da apdfise xiféide, para amarragdo do piloro e a
administracdo das amostras FRF e FDF (100 mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle
positivo) ou NaCl 0,9 % (controle negativo), todos em dose-volume final de 10 ml/kg, por
via intraduodenal. Logo apds os tratamentos as incisdes dos camundongos foram suturadas.
Quatro horas apds a cirurgia, os animais foram sacrificados, as incisdes reabertas e, apds o
pincamento da cdrdia (para preservacdo do conteddo gastrico), o estdbmago foi retirado. O
conteddo estomacal foi coletado e, em seguida, foram determinados volume, pH e
concentracdo de fons hidrogénio na secrecdo gastrica. Para tanto, ao conteido estomacal
adgua destilada foi adicionada até completar o volume de 10 ml; esta solucdo foi
centrifugada por 10 min, a 3000 rpm; o sobrenadante foi titulado com NaOH 0,01 N em
bureta digital modelo EM, marca Hirschmam Laborgerate, utilizando fenoftaleina como
indicador. A concentracdo total de 4cido foi expressa em mEqg/ml/4h. O pH foi determinado

em pHmétro modelo Q 400 A, marca Quimis.

3.6.6- Acido acético em ratos
Esse ensaio foi realizado conforme a técnica descrita por Takagi et al. (1969)
somente com as fragdes FRF e FDF (100 mg/Kg) em ratos. Os animais foram anestesiados,

para exposi¢do do estdmago, através de uma incisdo de aproximadamente dois cm realizada
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abaixo da apdfise xifoide. Ao estdmago exposto foram injetados 0,05 ml com o auxilio de
uma microseringa, de uma solucdo de acido acético a 30 %, na camada subserosa na juncao
do corpo com o antro do estdbmago. Dois dias apds a administracdo do dcido, foram
iniciados os tratamentos, por via oral, com salina 0,9%, cimetidina (100 mg/Kg) ou fracdes
FRF e FDF na dose de 100 mg/kg durante, 14 dias consecutivos. Ao final do tratamento, os
animais foram deixados em jejum de 12 horas, sacrificados e seus estdbmagos removidos,
abertos no sentido da maior curvatura e em seguida foram feitas as determinagdes das areas
de lesdes. As ulceras foram determinadas através da medida do comprimento e da largura
das lesdes (conforme diagrama 1), observando-se os dois maiores eixos em angulo de 90°,
com auxilio de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo Corporation da Caliper-Japao)

2 . , ~ .
sendo seu produto expresso em mm” e denominado drea de lesao ulcerativa (ALU).

Lesao .
Estdomago

Comprimento (¢) = mm

>

>

Largura (1) = mm

Diagrama 1: Representacdo dos locais onde ocorrem as determinacdes de largura e

comprimento das lesdes induzidas por acido acético.

As formulas utilizadas para obtencdo da ALU e % da taxa de cura estdo descritas a
seguir:
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Area da Lesdo Ulcerativa = (¢) . (1) = mm?®

(%) da taxade cura=(ALU)C-(ALU)T X 100
(ALU) C

Onde: C = ALU dos animais do grupo controle e;

T = ALU dos animais dos grupos tratados com as fracdes ou cimetidina

3.6.7- Isquemia e reperfusao

Esse modelo foi realizado de acordo com o método descrito por Ueda et al. (1989).
Ratos foram pré-tratados com FRF de ambas espécies na dose de 100 mg/Kg, 15 min apds,
anestesiados por via intraperitoneal, com cloridrato de quetamina (0,1 ml/Kg) e xilazina (0,2
ml/Kg), e submetidos a tricotomia. Em seguida foi feita uma incisdo de aproximadamente 3
cm do lado esquerdo do abdomen. A artéria aorta foi localizada e, posteriormente, a artéria
celiaca a qual foi submetida a um processo de limpeza e eliminacido de aderéncias; e essa
artéria foi pingada por 30 minutos aproximadamente, usando um ‘“clamp” microvascular.
Transcorridos 30 min da isquemia, o “clamp” foi retirado para permitir a reperfusdo da
mucosa gastrica por 60 min. Ao final desse periodo, os animais foram sacrificados, por
ensanguinacdo via aorta abdominal. Os estdbmagos foram removidos e abertos ao longo da
grande curvatura e lavados com 4 ml de solucdo salina. As lesdes foram examinadas
macroscopicamente € a magnitude dos danos foi avaliada em escala como descrito por
Alarcén de la Lastra et al. (1993); os resultados foram expressos em darea mm>. As

ulceracodes foram calculadas para cada animal e expressas como indice ulcerativo.
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3.7- Determinacio dos mecanismos de acao antiulcerogénica
3.7.1- Sintese de prostaglandina na mucosa gastrica

Esse experimento foi descrito por Curtis et al. (1995). Ratos Wistar machos foram
divididos aleatoriamente nos grupos sham, salina, salina + indometacina, FRF, FRF +
Indometacina, FDF e FDF + Indometacina. Os animais receberam, por via oral, salina
0,9%, cimetidina (100 mg/Kg) ou fracdes FRF e FDF (100 mg/Kg), respectivamente. Apds
30 min, a indometacina na dose de 20 mg/kg via s.c. foi administrada aos grupos tratados
com as amostras descritas. Uma hora apds o tratamento inicial os ratos foram sacrificados,
os estdmagos retirados e abertos, a mucosa raspada até sua total remocdo. O conteido foi
pesado, picotado e logo suspenso em uma solucdo de 1 ml de tampao sédio fosfato (10
mM, pH 7,4); a solugdo assim obtida foi incubada a 37°C, por um periodo de 20 minutos. A
prostaglandina presente no tampao foi determinada por “kit” imunoenzimético (RPN 222 —

Amersham), em espectofotometro a 450 nm.

3.7.2- Determinacao da concentracio de muco aderido a parede gastrica

Esse método foi descrito inicialmente por Raffatullah et al. (1990) e foi realizado
com algumas modificagdes. Os ratos foram colocados em jejum por 24 horas. Apds jejum,
os animais foram anestesiados, o abdomen incisado e o piloro ligado. Os grupos foram
tratados com salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 200 mg/Kg (controle
positivo), FRF e FDF na dose de 100 mg/kg, por via intraduodenal, apds a ligacdo do
piloro. Apdés 4 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
estdbmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura. A porcdo glandular do
estdmago foi separada, pesada e imersa, por 2 horas, em 10 ml de solucdo de alcian blue. O

excesso de alcian blue foi removido lavando-se o estdmago, por duas vezes sucessivas, com
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7 ml de solucdo de sacarose 0,25 mol/l; a primeira por 15 minutos e a segunda por 45
minutos. O corante, complexado ao muco aderido a parede géstrica, foi extraido com 10 ml
de cloreto de magnésio 0,5 mol/l, agitando-se intermitentemente por um minuto, a cada 30
minutos, durante 2 horas. A 4 ml da mistura foram adicionados 4 ml de éter etilico e entdo
procedeu-se agitacdo por 2 minutos. A emulsdo obtida foi centrifugada por 10 minutos a
3600 rpm e o sobrenadante foi descartado. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro (modelo Multiscan, marca Labsystems) a 598 nm. A determinacdo da
concentracdo de alcian blue foi feita por intercalacdo em uma curva padrdo com vdrias
concentracdes de Alcian Blue. Os resultados foram expressos em mg de alcian blue/g de

tecido.

3.7.3- Grupamentos sulfidrilas (SH) na citoprotecao

Esse modelo experimental foi realizado de acordo com Matsuda et al. (1999). As
lesdes da mucosa gastrica foram induzidas, medidas e expressas como indice ulcerativo
(UI) como referido anteriormente. Para investigar o envolvimento dos grupos sulfidrilas
enddgenos no efeito protetor induzido por fracdes ricas (FRF) e deficientes em flavonoides
(FDF), camundongos receberam previamente N-etilmaleimida (10 mg/kg) por via
subcutinea. Apds trinta minutos, esses animais foram tratados, por via oral, com salina,
FRF e FDF (100 mg/kg). Decorrido o tempo de uma hora, os camundongos receberam 0,2
ml de HCl/etanol, via oral. Decorridos mais 60 min, os animais foram sacrificados e os

estdmagos removidos para determinacao do IU conforme referido anteriormente.
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3.7.4- Oxido nitrico na citoprotecio

Esse método foi descrito por Sikiric et al. (1997). Camundongos machos foram
colocados em jejum por 24 h, com livre acesso a dgua; os animais foram divididos
aleatoriamente, em grupos, os quais receberam por via intravenosa, inje¢cdo de solugdo
salina (controle) e os demais grupos, injecio de NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-
NAME), um inibidor da NO-sintase. Decorridos 30 min dos tratamentos endovenosos,
todos os animais receberam, oralmente, salina, FRF ou FDF, na dose de 100 mg/Kg. Apds
1 h foram administrados 0,2 ml de HCl/etanol a todos os grupos. Esses animais foram
sacrificados 1h ap6s a administracdo do agente indutor, para determinacio do IU, conforme

ja descrito.

3.7.5- Niveis séricos de Somatostatina e Gastrina
a) Coleta de sangue

Lesoes gastricas foram induzidas através da administracdo, por via oral, de 1 ml de
etanol absoluto em ratos conforme descrito anteriormente. Os animais foram tratados com
solucdo salina 0,9% (10 ml/Kg), lansoprazol (30 mg/Kg) e fragdes ricas em flavonodides
obtidas das espécies Syngonanthus bisulcatus e S. arthrotrichus 30 minutos antes de
receberem o agente ulcerativo. Uma hora apds o etanol ter sido administrado, o sangue foi
coletado pela aorta abdominal e colocado em tubos contendo EDTA. O sangue coletado foi
centrifugado a 3000 x G por 15 minutos e o plasma obtido de cada amostra foi armazenado
em freezer a —20° C até a realizacdo dos ensaios para determinagdo dos niveis séricos de

gastrina e somatostatina.
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b) Somatostatina

A dosagem da somatostatina no plasma dos animais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Arimura et al. (1978), usando um “kit” de radioimunoensaio Euria
Somatostatin (RB-306, Eurodiagnodstica). A radioatividade residual foi determinada em
contador de cintilagdo gama (Beckman, modelo G5500), no tempo de 2-4 minutos.
¢) Gastrina

A dosagem da gastrina no plasma dos animais foi realizada de acordo com o método
descrito por Slingerland et al. (1984), usando um “kit” de radioimunoensaio (CIS bio
International — GASK-PR). A radioatividade residual foi determinada em contador de

cintilacdo gama (Beckman, modelo G5500) por 1 minuto.

3.7.6- Peroxidacao lipidica em homogenato de estomago

Essa técnica foi descrita por Ohkawa et al. (1979). Baseia-se na medida dos niveis
de malonildialdeido (MDA), produto final da peroxidagdo lipidica, o qual reage com o
dcido tiobarbitirico (TBA) formando o complexo colorido (cromoéforo) que pode ser
quantificado em espectrofotdmetro a 532 nm. O complexo formado por substincias reativas
ao dcido tiobarbitirico (TBARS) é amplamente usado como biomarcadores de peroxidagcao
lipidica em sistemas bioldgicos. Inicialmente, os ratos foram submetidos a pré-tratamento
com as FRF das espécies em estudo ou veiculo e, em seguida, tiveram lesdes gastricas
induzidas pelo método de isquemia e reperfusdo ja descrito anteriormente. Esses animais
foram sacrificados, a mucosa géstrica foi raspada, pesada e homogeneizada com KCI 0,15
M (relagdo 1:10). A 0,5 ml desse homogenato foram adicionados 0,2 ml do sédio duodecil
sulfato (8,1%) e 1,5 ml de 4cido acético (20%); o pH da solugdo foi ajustado, com NaOH,
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para 3,5. Foram adicionados ainda 1,5 ml de 4cido tiobarbitirico (0,8% p/v) e quantidade
de dgua destilada suficiente para completar volume final de 4 ml. Todas as amostras foram
colocadas em banho-maria, a 95° C, em tubos de ensaio durante uma hora. Apds
resfriamento da amostra, foram adicionados 1 ml de 4gua destilada e 5 ml de n-butanol.
Posteriormente, os tubos de ensaio foram fechados, agitados durante um minuto e, em
seguida, os mesmos foram centrifugados a 1400 G durante 10 minutos. A absorbancia da
capa organica foi medida a 532 nm em espectrofotometro Perkin-Elmer 1310, Lambda 3. A
determinagdo das proteinas foi realizada segundo o método proposto por Gornall et al.,
1949. Os resultados foram expressos como nanomoles de TBARS por mg de proteinas

(nmol TBARS/mg proteinas).

3.7.7- Grupamentos ti6is totais em homogenato de estomago

Esse método foi descrito por Faure e Lafond (1995), com algumas modifica¢des. O
material utilizado nesse experimento foi adquirido a partir de tratamentos realizados
durante o desenvolvimento do experimento de isquemia e reperfusdao (UEDA et al., 1989)
descrito anteriormente. A 500 ul de meio constituido de Tris 0,25 mM e EDTA 20 mM, pH
8,2, foi adicionada uma aliquota (100 pl) do homogenato obtido a partir da raspagem do
estbmago de animal submetido ao processo de isquemia e reperfusdo, em KCIl 0,15M e
tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,8. A absorbancia da solucao final foi determinada
em espectrofotometro a 412 nm (Al), modelo DU 640, marca Beckman. Foram
adicionados a mistura, 10 ul de 4cido 5-5’-ditio-bis(2-nitrobenzéico) (DTNB) 10 mM

(diluido em metanol). Apds 15 min, fez-se a segunda leitura (A2). Para zerar o aparelho,
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usou-se 0 meio de reacdo (Tris-EDTA) e como branco, o DTNB diluido no mesmo tampao

(B). Para calcular a concentracdo de grupamentos sulfidrilas utilizou-se a seguinte equagao:

| (A2- A1-B) x 1,57 mM

Os resultados foram expressos em nmol de TBARS/mg proteinas x 107

3.8- Ensaios de citotoxicidade em células de mamiferos

Fibroblastos V79, clone M-8, oriundos de pulmdo de hamster chinés, foram
mantidos em cultura continua, através de repiques periddicos quando atingiam a densidade
de confluéncia (RODRIGUEZ e HAUN, 1999). O cultivo foi realizado em meio DMEM,
contendo 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). A incubacdo foi feita em estufa a 37°C sob atmosfera
umida e contendo 5% de CO,. Nos trés diferentes ensaios de citotoxicidade reducdo de 3-
(4,5-dimetiltiazole-2,5-bifenil tetrazolium bromide (MTT), incorporacdo do hidrocloreto de
3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (vermelho neutro - VN) e conteido de acidos
nucléicos (CAN), o plaqueamento foi realizado inoculando-se 3 x 10* células/ml em cada
cavidade da placa (96 cavidades) e incubando a 37°C por 48 h. Posteriormente, as células
foram expostas durante 24 h a diferentes concentra¢des das fragdes FRF (0 a 0,5 mg/ml) e

FDF (0 a 1,0 mg/ml) de ambas as espécies.

3.8.1- Analise do conteiido de acido nucléico (CAN)
Esse método foi descrito por Cingi et al. (1991). Apds a incubagdo e remogao do
meio contendo as amostras vegetais, as células foram lavadas com tampao salina fosfato

calcio (PBS - Ca 2+), fixados com 4cido tricloroacético a 5% e lavadas por duas vezes com
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etanol (todas as solugdes geladas), secas ao ar e lisadas com NAOH 0,5M (0,1 ml/cavidade,
1 hora a 37°C). Controles, contendo somente o meio de cultura, foram utilizados para
expressar a porcentagem de morte celular, relativa aos efeitos das fragdes, determinada pela
absorbancia a 260 nm (Abs260) em espectro Beckman, modelo DU 70. O CAN é um
método usual para quantificacdo do nimero de células; entdo, os niveis de DNA podem ser
medidos por sua absorvancia em 260 nm, com 50 ug DNA/ml dando uma absorvancia de

1,0 a 260 nm.

3.8.2- Ensaio com Vermelho Neutro

Esse método foi descrito por Riddell et al., 1986. O meio foi removido e trocado por
outro contendo 50 ug/ml do corante hidrocloreto de 3-amino-7-dimetilamino-2-
metilfenazina (vermelho neutro), pré-incubado durante 12 h a 37°C e filtrado, em
membrana Millipore (0,22 uM), antes do uso. Apds 3 horas de incubacdo as células foram
lavadas com tampao salino fosfato - célcio (PBS—CazJr 1mM, pH 7,4), a 37°C, para retirada
do excesso de corante ndo incorporado pelos lisossomas. A cada cavidade foi adicionado
0,1 ml da solugdo aquosa contendo 4cido acético glacial (1%) e etanol (50 %) para fixar as
células e extrair o vermelho neutro incorporado aos lisossomas. As placas foram agitadas,
por 20 min em agitador de placas e as absorbancias das solucdes lidas a 540 nm (RIDDELL

et al., 1986).
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3.8.3- Ensaio com MTT

Este método foi padronizado por Denizot e Lang (1986). O meio foi removido e
trocado por outro sem soro contendo o corante 3-4,5-dimetiltiazole-2,5-bifenil tetrazolium
bromide (0,5 mg/ml), e as células foram incubadas durante 4 h, tempo necessario para que a
redugdo ocorra. O meio foi retirado cuidadosamente, a ele foi adicionado 0,1 ml de etanol
para solubilizacdo do produto da reducdo do MTT (formazan). As placas foram agitadas
por 10 min e a absorbancia correspondente a cada cavidade foi lida em leitor de placas do

tipo ELISA, a 570 nm.

3.9- Anadlise Estatistica

Os resultados farmacoldgicos obtidos em ensaios de inducio aguda e subcronica de
ulcera géstrica, determina¢do dos parametros bioquimicos da secrecdo gastrica e aqueles
que voltados para elucidagdo do mecanismo de acdo, foram sempre expressos como média
+ desvio padrdo (dp) da média. Esses dados foram submetidos a andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguido por teste a posteriori de Dunnet. O nivel de significancia
minimo permitido foi de p<0,05 em todas as andlises. O programa utilizado na anélise
estatistica foi o Systat 5.03 (Systat, inc).

Nos testes de citotoxicidade os valores de ICsy foram obtidos matematicamente da
curva concentragdo-resposta do CAN, VN e MTT, sendo expressos também como média +

desvio padrao.
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RESULTADOS

4.1- Anadlise fitoquimica de extratos etanélicos brutos obtidos de escapos da
Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus

A triagem fitoquimica dos extratos da S. bisulcatus e S. artrotrichus revelou que os
principais compostos presentes nos extratos das epécies estudadas foram flavonodides e

compostos fendlicos, conforme pode ser visto na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1- Triagem fitoquimica dos extratos etandlicos de escapos da Syngonanthus

bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus

Extrato Etanoélico da Syngonanthus bisulcatus

Alcaldides
Antraquinonas
Flavondides
Saponinas,
sesquiterpenos,
esterdides
Compostos
fendlicos
Catequinas,
Rutina,
Isoquercetina
Acido clorogénico

,

+ - +
xtrato Etandlico da Syngonanthus arthrotrichus

Alcaldides
Antraquinonas
Flavonoides
Saponinas,
sesquiterpenos,
esterdides
Compostos
fendlicos
Catequinas
Isoquercetina
Acido
clorogénico

Os sinas (+) ou (-) indicam, respectivamente, presenca ou auséncia das substincias
quimicas indicadas.
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4.2-Analise cromatografica das fracoes e isolamento dos constituintes

De acordo com Coelho 2000 que desenvolveu estudos com os escapos da espécie S.
bisulcatus obedecendo a este mesmo protocolo, nas fragdes ricas em flavondides (FRF)
também foi possivel encontrar isovitexina, lutonarina, 5,6,3’,4’-tetrahidroxi-7-O-B-D-
glucopiranosilflavona e luteolina.

A andlise cromatogrifica desenvolvida nesse estudo permitiu a elucidagdo da
estrutura do composto majoritdrio obtido a partir do fracionamento dos escapos da
Syngonanthus bisulcatus. A luteolina e os derivados glicosilados da luteolina foram

anteriormente descritos por Agrawal (1989); Harbone (1996).

Compostos Nome Referéncias

Isovitexina HARBORNE (1996),
AGRAWAL (1989),
Lutonarina HARBORNE (1996),
AGRAWAL (1989)
5,6,3’,4’-tetra-hidroxi-7- | HARBORNE (1996),
0-B-D- AGRAWAL (1989)
glicopiranosilflavona
Luteolina HARBORNE (1996),
AGRAWAL (1989).

Flavonas da Syngonanthus bisulcatus Rul.
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Para a espécie Syngonanthus arthrotrichus foi possivel isolar, a partir do pool das
fragdes ricas em flavondides, a flavona luteolina anteriormente descrita por Agrawal
(1989), informacdo essa que veio corroborar com estudos desenvolvidos por Rinaldi
(2000), que além da luteolina, identificou também outros flavondides como apigenina e

luteolina-6-C-B-D-glucopiranoside descritas também por Agrawal (1989).

Nome Referéncias

Luteolina AGRAWAL, 1989

Apigenina AGRAWAL, 1989
luteolin-6-C-3-D- AGRAWAL, 1989
glucopyranoside

Flavonas da Syngonanthus arthrotricus Silveira

4.3- Atividade antiulcerogénica de extratos e fracoes da Syngonanthus bisulcatus e
Syngonanthus arthrotrichus
A seguir sdo apresentados os resultados obtidos com extratos e fracdes de ambas as

espécies estudadas em todos os modelos experimentais de lesdes gastricas.

4.3.1- HCl/etanol em camundongos
Os resultados obtidos para a espécie Syngonanthus bisulcatus no modelo de

HCl/etanol demonstraram que lansoprazol (30 mg/kg) e o EEOH nas doses de 50, 100 e
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250 mg/Kg, inibiram significativamente o aparecimento das lesdes em 68, 50, 52 e 48%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Os resultados obtidos nesse mesmo modelo
para Syngonanthus arthrotrichus, demonstraram que o lansoprazol e o EEOH, nas mesmas
doses, também inibiram significativamente o indice ulcerativo em 80, 78, 73 e 64%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Estes dados estdo resumidos na tabela 2 (a e

b).

Tabela 2- Efeitos da administracdo oral do lansoprazol e do extrato etandlico (EEOH)
obtidos de escapos da Syngonanthus bisulcatus (a) e Syngonanthus arthrotrichus (b) em

ulceras gastricas induzidas por HCl/etanol em camundongos.

Espécies Tratamento Dose IU Inibicao
(mg/kg v.o0.) (%)
S. bisulcatus (a) Salina - 5674 -

Lansoprazol 30 18 +5,8% 63

EEOH 50 28 £2,7* 50

100 27 £3,0% 52

250 29 + 6,4* 48

S. arthrotrichus (b)  Salina - 17 £8,3 -
Lansoprazol 30 3.4 +1,0% 80

EEOH 50 3,7+ 1,2% 78

100 4,5 +2,3% 73

250 6,0 £ 2,6* 64

ANOVA F (425 =43 para (a) e Fua 7= 12 para (b) (p<0,05), seguido do teste a posteriori de
Dunnett *p<0,05.

4.3.2- Etanol em ratos

Os resultados obtidos para a espécie Syngonanthus bisulcatus, no modelo de
inducdo de ulcera por etanol, demonstraram que o lansoprazol (30 mg/Kg) e as FRF ou
FDF (100 mg/Kg), inibiram significativamente o aparecimento das lesdes em 67, 42 € 41%,

respectivamente, em relacio ao grupo controle. Os resultados obtidos nesse mesmo modelo
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para Syngonanthus arthrotrichus, demonstraram que o lansoprazol e as fracdes, nas
mesmas doses, também inibiram significativamente as lesdes ulcerativas em 65, 38 e 25%,
respectivamente, nas mesmas condi¢des. Esses resultados encontram-se resumidos na

tabela 3 (aeDb).

Tabela 3- Efeitos da administracdo oral do lansoprazol e fragdes ricas (FRF) ou deficientes
(FDF) em flavondides obtidos da Syngonanthus bisulcatus (a) e Syngonanthus

arthrotrichus (b) em ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos.

Espécies Tratamento Dose IU Inibicao
(mg/kg v.0.) (%)
S. bisulcatus (a) Salina - 81+ 14 -
Lansoprazol 30 27 £ 6,8% 67
FRF 100 47 +9,5% 42
FDF 100 48 £ 13* 41
S. arthrotrichus (b)  Salina - 77 £13 -
Lansoprazol 30 27 + 6,8%* 65
FRF 100 48 £ 13,2%* 38
FDF 100 58 +7,4% 25

ANOVA : F 325 =30 para (a) e F 324)= 31 para (b), (p<0,05), seguido do teste a posteriori
de Dunnett *p<0,05 e **p<0,01.

4.3.3- Estresse por imobilizacao e frio em camundongos

No modelo de ulcera géstrica induzida por estresse (imobilizagdo e frio) os
resultados demonstraram que a cimetidina (100 mg/Kg) e o EEOH (100 e 250 mg/kg)
obtido da S. bisulcatus, protegeram significativamente a mucosa géstrica com 86, 73 e 65%
de inibicao do IU. Em outro experimento, a cimetidina e fragdes FRF ou FDF (100 mg/Kg)
obtidos da mesma espécie, também causaram protecdo significativa com 69, 63 e 59% de
inibicdo do IU, respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Esses resultados

estdo resumidos na tabela 4A.
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Tabela 4A- Efeitos da administracdo oral da cimetidina, extrato etandlico e das fracdes
ricas (FRF) ou deficientes (FDF) em flavondides obtidos da Syngonanthus bisulcatus em

ulceras induzidas por estresse em camundongos.

Tratamento Dose U Inibicao

(mg/kg v.0.) Yo

Salina - 27+54 ;
Cimetidina 100 3.8+1,7* 86
EEOH 50 31 £18 -
100 73+23% 73

250 9,5 +6,3* 65

Salina - 27+ 6,6 -
Cimetidina 100 8,4 £ 3,0%* 69
FRF 100 10 £ 3,4%%* 63
FDF 100 11 +4,8** 59

ANOVA: F 475 = 12 para EEOH e F325) = 26 para FRF e FDF (p<0,05); seguido de teste a
posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01

Ao avaliar a espécie S. arthrotrichus foi observado que a cimetidina (100 mg/kg) e
o EEOH (50, 100 e 250 mg/Kg) inibiram significativamente os danos lesivos em 73, 62, 68
e 68%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Em outro experimento em que
foram avaliados os efeitos das fracdes, foi constatado que a cimetidina e as fragdes FRF ou
FDF (100 mg/Kg) também inibiram significativamente os danos lesivos em 60, 51 € 47%,

respectivamente. Os dois grupos de resultados foram sumarizados na tabela 4B.
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Tabela 4B- Efeitos da administracdo oral da cimetidina, extrato etandlico e das fracdes
ricas (FRF) ou deficientes (FDF) em flavondides obtidos da Syngonanthus arthrotrichus

em ulceras induzidas por estresse em camundongos.

Tratamento Dose U Inibicao
(mg/kg v.0.) (%)
Salina - 24+59 -
Cimetidina 100 6,5 +2,1%* 73
EEOH 50 9,1 £1,8%* 62
100 7,7+ 2,7%* 68
250 7,6 £2.9%* 68
Salina - 25+9,0 -
Cimetidina 100 10 + 3,3%%* 60
FRF 100 12 + 3,6%* 51
FDF 100 13 +5,3* 47

ANOVA: F 428) = 31 para EEOH e Fi325) = 10,4 para FRF e FDF (p<0,05); seguido do
teste a posteriori de Dunnet *p< 0,05 e **p<0,01.

4.3.4- Antiinflamatério nao-esteroidal associado a um parassimpatomimético
(indometacina/betanecol)

Nos resultados obtidos no modelo de ulcera gastrica induzida por indometacina e
betanecol foi demonstrado que a cimetidina e o EEOH (50, 100 e 250 mg/Kg) obtido da S.
bisulcatus protegeram significativamente a mucosa gdstrica com inibi¢des de 63, 51, 52 e
49%, respectivamente. No experimento em que se avaliou as fragdes, foi observado que a
cimetidina e fracoes FRF ou FDF (100 mg/Kg) obtidos da mesma espécie também
causaram protecao significativa com 55, 46 e 31%, respectivamente, quando comparados

ao grupo controle, conforme resultados demonstrados na tabela SA.
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Tabela SA- Efeitos da cimetidina, extratos etandlicos e fracdes ricas (FRF) ou deficientes
(FDF) em flavonoéides obtidos da Syngonanthus bisulcatus em modelo de ulcera induzida

por indometacina e betanecol em camundongos

Tratamento Dose 1U %
(mg/kg v.0.) Inibicao

Salina - 13,7+ 3,0 -
Cimetidina 100 5,0 £ 3,0%* 63
EEOH 50 6,7 +£2,3%* 51
100 6,7 £ 1,6%* 52
250 7,0 +£2,1%* 49

Salina - 17+ 6,0 -
Cimetidina 100 7,8 £ 4,8%* 55
FRF 100 9,3+ 1,9% 46
FDF 100 12 +2,6% 31

ANOVA F 425y = 11 para EEOH F330)= 8.1 para FRF e FDF (p<0,05) seguido de teste a
posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01

Em relacdo a espécie S. arthrotrichus foi observado que a cimetidina e o EEOH
(100 e 250 mg/Kg) inibiram significativamente os danos lesivos com 74, 55 e 29%,
respectivamente, em relagdo ao grupo controle. No ensaio em que se avaliou o efeito das
fragdes foi observado que a cimetidina e fragdes FRF ou FDF (100 mg/Kg) também
inibiram significativamente os danos lesivos com 54, 36 e 45%, respectivamente, também

em relacdo ao controle negativo. Todos esses dados encontram-se resumidos na tabela 5B.
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Tabela SB- Efeitos da cimetidina, extratos etandlicos e fracdes ricas (FRF) ou deficientes
(FDF) em flavondides obtidos da Syngonanthus arthrotrichus em modelo de ulcera

induzida por indometacina e betanecol em camundongos

Tratamento Dose U Inibicao
(mg/kg v.0.) (%)
Salina - 17+£3,3 -
Cimetidina 100 4,5 £ 1,4%* 74
EEOH 50 16 +3,3 6
100 7,6 + 3,4%* 55
250 12 +£2.4% 29
Salina - 17+£6,0 -
Cimetidina 100 7,8 +4,8%* 54
FRF 100 11 +3,0% 36
FDF 100 9,4 +3,2% 45

ANOVA F 427= 28 para EEOH; F (3,7)= 3,8 para FRF e FDF (p<0,05) seguido do teste de
Dunnet *p<0,05 e **p<0,01.

4.3.5- Determinacao dos parametros bioquimicos do contetido estomacal de animais
submetidos a ligadura do piloro

No modelo de ligadura do piloro foram avaliados os parametros bioquimicos do
suco gastrico de camundongos, pH, volume da secre¢do gastrica e concentracido de acido
total apos a administragdo intraduodenal de cimetidina (100 mg/Kg) e fragdes FRF ou FDF
(100 mg/Kg) obtidas da S. bisulcatus e S. arthrotrichus.

Com base nos resultados foi possivel observar que nos ensaios envolvendo a S.
bisulcatus, ocorreu uma reducdo na producdo de acidos pela mucosa para a cimetidina e
FRF; isso pode ser observado através do aumento do pH e diminui¢do da acidez total. No
entanto, o volume géstrico foi alterado apenas para a cimetidina. FDF ndo apresentou
nenhuma modificacdo nos parametros avaliados de acordo com os dados mostrados na

tabela 6A.
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Tabela 6A- Efeitos da administracdo intraduodenal da cimetidina, fra¢des ricas (FRF) ou
deficientes em flavondides (FDF) obtidas da S. bisulcatus nos parametros bioquimicos da

secrecdo gastrica de camundongos submetidos a ligadura do piloro.

Tratamento Dose pH Volume Gastrico  Acido Total
(mg/kg) (unidades) (mg) (mEq/ml/4h)

Salina - 2,34+0,48 284 + 50 12+49
Cimetidina 100 4+0,8]%* 198 + 58* 6,6 £ 1,3*%
FRF 100 3,7 +£0,83%* 239 + 86 7,8 £2,1%
FDF 100 2,3+£0,5 255+ 99 13+2,6

ANOVA:F (5335 = 17,3 para pH, F 5 33 = 2,25 para volume gastrico e F (3 33= 10 para é4cido
total (p<0,05), seguido de teste a posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01.

Nos ensaios para S. arthrotrichus observou-se uma reducio da acidez constatada
através de um aumento significativo do pH para a cimetidina e FRF, além de diminui¢do da
acidez total e do volume géstrico para a cimetidina e FRF. No entanto, FDF mais uma vez
deixou inalterados os parametros analisados. Os resultados encontram-se resumidos na

tabela 6B.

Tabela 6B- Efeitos da administracdo intraduodenal da cimetidina, fra¢des ricas (FRF) ou
deficientes em flavonoides (FDF) obtidas da S. arthrotrichus nos parametros bioquimicos da

secrecdo gastrica de camundongos submetidos a ligadura do piloro

Tratamento Dose pH Volume Gastrico Acido Total
(mg/kg) (unidades) (mg) (mEqg/ml/4h)
Salina - 2,3+0,48 284 + 50 11,744
Cimetidina 100 4 +0,82%* 179 + 49%* 6,3 £ 1,34%%*
FRF 100 3,5 +0,53%:* 184 + 32% 6,5 £ 1,95%%*
FDF 100 2,14+ 0,38 249 + 77 10,7+ 3.5

ANOVA: F; 3, = 21 para pH, F; 3, = 7,58 para volume gastrico e F 331)= 8,89 para écido
total (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet com *p<0,05 e **p<0,01.
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4.3.6- Acido acético em ratos

A atividade curativa das fracdes FRF e FDF obtidas de escapos da S. bisulcatus e S.
arthrotrichus, na dose de 100 mg/Kg administradas via oral durante 14 dias consecutivos,
foi avaliada em lesdes induzidas por 4cido acético 30%, na mucosa gastrica de ratos. Os
dados (Tabela 7a) demonstraram que a drea média de lesdo géstrica nos estdbmagos dos
animais controles, 14 dias ap6s a inducdo da dlcera pelo dcido acético foi de 75 mm?®. Nos
estdbmagos dos animais tratados com cimetidina, FRF e FDF da S. bisulcatus (a) a area
média de lesdo foi de 22, 49 e 67 mm? (71, 35 e 11% respectivamente, de taxa de cura da
lesdo géstrica).

Quando analisamos os dados (Tabela 7b) referentes aos estdmagos dos animais
tratados com FRF e FDF da S. arthrotrichus (b) tendo como parametro os mesmos grupos
controles observa-se que a 4rea média da lesdo é de 42 e 65 mm” ou o equivalente a 44 e

13%, respectivamente, de redugdo da lesdo géstrica.

Tabela 7- Area da lesdo ulcerativa induzida pela administracio de dcido acético 30% na
mucosa gastrica de ratos apds o tratamento com FRF ou FDF obtidas da S. bisulcatus (a) e

S. arthrotrichus (b), por via oral, durante 14 dias.

Espécie Tratamento Dose ALU Taxa de Cura
(mg/kg) (mm’) (%)
S. bisulcatus (a) Salina - 75+8,6 -
Cimetidina 100 22 + 2 5% 71
FRF 100 49 + 4 3% 35
FDF 100 67 +25 11
S. arthrotrichus (b) Salina - 75+ 8,6 -
Cimetidina 100 22 +2,5%* 71
FRF 100 42 +1,6* 44
FDF 100 65+7,0 13

ANOVA F 320)= 19 para (a) e F 320y = 103 para (b), (p<0,05); seguido de teste a posteriori
de Dunnett *p< 0,05 e **p<0,01.
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4.3.7- Isquemia e reperfusao em ratos

A isquemia ocasionada a diferentes grupos de animais por oclusdo da artéria celiaca
durante 30 minutos, seguida de 60 minutos de reperfusdo, produziu lesdes ulcerativas na
mucosa gastrica de ratos. De acordo com os dados apresentados na tabela 8 apds o pré-
tratamento dos animais com FRF de S. bisulcatus (a) e S. arthrotrichus (b) ocorreu uma
reducgdo significativa do indice ulcerativo quando comparado ao grupo controle, com 76 e

72% de inibicdo, respectivamente.

Tabela 8- Efeitos da administracdo oral das FRF (100 mg/kg), obtidas da S. bisulcatus (a) e

S. arthrotrichus (b), em modelo de indugdo de tlcera por isquemia e reperfusdo em ratos.

Espécies Tratamento Area inibicao
(mm2 ) Y%
S. bisulcatus (a) Normal - -
Salina 181 £26 0
Sham 156 +29 14
FRF 41 +25% 76
S. arthrotrichus (b) Normal - -
Salina 181 £26 0
Sham 156 +29 14
FRF 52 + 15% 72

ANOVA: Fp1) = 80 para IU para (a) e F 221y = 65 para (b), (p< 0,05); com teste a
posteriori de Dunnet *p<0,01.

4.4- Determinaciao do Mecanismo de Ac¢ao
4.4.1- Sintese de prostaglandina na mucosa gastrica de ratos

O comportamento das fragdes ricas e deficientes em flavonodides frente a sintese de
prostaglandina, na presenca ou auséncia de antiinflamatorios ndo-esteroidais, foi avaliada
para S. bisulcatus e S. arthrotrichus.

Com base nos dados, resumidos na figura SA, foi observado que para S. bisulcatus

FRF, FRF + Indometacina e FDF ndo interferiram nos niveis de PGE, quando estes foram
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comparados ao grupo controle. Contudo, a associagdo de FDF + Indometacina reduziu
significativamente os niveis de PGE, em relacdo aos grupos sham ou salina. A

indometacina, como esperado, reduziu em cerca de 50% a producdo de PGE; nesse modelo.

Figura SA- Efeitos da administracdo oral de fracdes ricas (FRF) ou deficientes em
flavonédides (FDF) da Syngonanthus bisulcatus e da injecao subcutanea da indometacina

(Indo) na sintese de prostaglandinan E, (PGE,) em ratos.

70
60 - Hl Sham
%3: 50 - N Salina
E 40 - d Salina + Indo
5 30 OFRF
g 20 = FRF + Indo
10 - B FDF
0- FDF + Indo

Tratamentos

ANOVA: F42) = 10,5 para FRF e FDF (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet
*p<0,05

Nos dados da S. arthrotrichus, resumidos na figura 5B, FRF + Indometacina e FDF
+ Indometacina reduziram a sintese de PGE, comparados aos controles sham e salina.
Nenhum dos tratamentos realizados com as fracdes obtidas de ambas as espécies foram

eficazes em elevar de forma significativa os niveis de PGE; da mucosa géstrica.
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Figura 5B - Efeitos da administracao oral de fracdes ricas (FRF) ou deficientes em
flavonodides (FDF) da Syngonanthus arthrotrichus e da inje¢ao subcutanea da indometacina

(Indo) na sintese de prostaglandinana E, (PGE,) em ratos.

B Sham

E Salina

@ Salina +Indo
M FRF

FRF + Indo
@ FDF

B FDF + Indo

PGE; (pg/well)

Tratamentos

ANOVA: Fg42) = 41 para FRF e FDF p<0,05 seguido de teste a posteriori de Dunnet
&
p<0,05

4.4.2- Determinacao da concentracio de muco aderido a parede gastrica de ratos
Neste experimento foi avaliada a capacidade das FRF e FDF, obtidas das espécies

em estudo, em aumentar o muco aderido a mucosa géstrica de ratos submetidos a ligadura

do piloro, quando comparado ao grupo controle.
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De acordo com dados obtidos nos experimentos da S. bisulcatus (Figura 6A), todos
os tratamentos realizados, por via oral carbenoxolona (200 mg/Kg), FRF e FDF (100

mg/Kg), aumentaram significativamente o muco aderido a mucosa géstrica quando

comparados ao grupo controle.

Figure 6A- Efeitos da administracio oral da carbenoxolona (Carb) e de fragdes ricas (FRF)
ou deficientes em flavondides (FDF) da Syngonanthus bisulcatus em animais submetidos a

ligadura do piloro.

ek

—_ —
c O DN
| |

ok @ Salina

B FRF
FDF

ANOVA: F 324y = 45 para FRF e FDF (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet

*p<0,05 e **p<0,01.

Ligacao do Alcian Blue [mg de
corante/g de tecido]
fo

Tratamentos

No experimento da S. arthrotrichus, cujos resultados estdao resumidos na figura 6B,
carbenoxolona e FRF aumentaram significativamente a quantidade de muco aderido;
entretanto, o aumento induzido por FDF ndo se mostrou significativo quando comparado ao

controle negativo.
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Figura 6B- Efeitos da administracdo oral da carbenoxolona (Carb) e de fragdes ricas (FRF)

ou deficientes em flavondides (FDF) da S. arthrotrichus em animais submetidos a ligadura

do piloro
o
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Tratamentos

ANOVA: Fi21) = 45 para FRF e FDF (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnett
*p<0,05 e **p<0,01.
4.4.3- Grupamentos sulfidrilas nao proteicos (SH) na citoprotecao.

De acordo com os resultados apresentados para os experimentos realizados com a S.
bisulcatus (tabela 9A), foi observado que ocorreu aumento significativo no indice
ulcerativo para N-etilmaleimida (10 mg/kg) um bloqueador dos grupamentos sulfidrilas
quando comparado ao grupo controle. Na figura 9A, a N-etilmaleimida agrava as lesdes em
relacdo ao controle (83 + 14, 27 + 8 respectivamente), ou seja, ocorre uma reducdo dos
niveis de SH. FRF e FDF, embora ainda permitam o agravamento das lesdes pela N-
etilmaleimida, oferecem uma certa protecao (56 = 11, 69 = 17, 83 £+ 14) quando comparado

ao grupo controle.
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Tabela 9A- Efeitos da administracdo oral de fracdes ricas (FRF) e deficientes em

flavonéides (FDF) da S. bisulcatus, em modelo de tlcera induzido por HCl/etanol em

camundongos pré-tratados com N-etilmaleimida.

Tratamento Dose IU Aumento
(mg/kg) da lesao
(%)
Salina (s.c) + Salina (v.0.) - 27+8 0
N-etilmaleimida (s.c) + Salina (v.0.) 10 83 + 14* 207
N-etilmaleimida (s.c) + FRF (v.0.) 100 56+ 11%* 107
N-etilmaleimida (s.c) + FDF (v.0.) 100 69 + 17* 155

ANOVA F30) = 31 para FRF e FDF (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet

com *p<0,01

Do mesmo modo, para a S. arthrotrichus (tabela 9B) também ocorreu reducdo dos

niveis de SH com aumento significativo do indice ulcerativo em relacdo ao grupo controle

(76 £ 21, 27 + 8), respectivamente. FRF e FDF ofereceram uma certa prote¢do contra os

efeitos do bloqueador de grupamentos sulfidrilas (53 = 11, 56 + 13 respectivamente).

Tabela 9B: Efeitos da administracdo oral de fragdes ricas (FRF) e deficientes em

flavonéides (FDF) da S. arthrotrichus em modelo de udlcera induzido por HCl/etanol em

camundongos pré-tratados com N-etilmaleimida.

Tratamento Dose IU Aumento de
(mg/kg) lesao
(%)
Salina (s.c) + Salina (v.0.) - 27 £8 -
N-etilmaleimida (s.c) + Salina (v.0.) 10 76 +21% 181
N-etilmaleimida (s.c) + FRF (v.0.) 100 53+ 11* 96
N-etilmaleimida (s.c) + FDF (v.0.) 100 56 + 13* 107

ANOVA valor de F : F330) = 18 (p<0,05) seguido do teste a posteriori de Dunnet *p<0,01.
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4.4.4-Oxido nitrico na citoproteciio

Os resultados apresentados na tabela 10A, referentes a S. bisulcatus, mostraram que
ocorreu aumento significativo do indice ulcerativo nos tratamentos com L-NAME
(bloqueador da NO-sintase) FRF (60 £+ 14; 32 £ 6,3 respectivamente) com consequente
redu¢do da protecdo da mucosa. A FRF apresentou um agravamento menor quando
comparado ao controle positivo o que representa prote¢do por parte dessa fragdo. FDF, no
entanto, impediu o agravamento das lesdes produzidas pelo L-NAME quando comparado

ao controle (20 = 3,5; 16 £5,7).

Table 10A: Efeitos da administracdo oral das FRF e FDF da S. bisulcatus no modelo de
tilcera induzida por etanol/HCI com administracdo prévia de N°-nitro-| -arginina-metil-éster

(L-NAME).

Tratamento Dose IU Aumento da
(mg/Kg) lesdo
%
Salina (i.v) + Salina (v.0.) 0 16 £5,7 -
L-NAME (i.v.)+ Salina (v.0.) 10 60 + 14%* 275
L-NAME (i.v.)+ FRF (v.0.) 100 32 +6,3* 100
L-NAME (i.v.)+ FDF (v.0.) 100 20+ 3.5 25

ANOVA com valor de F 3 24= 31 (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet com
* p<0,05 e **p<0,01

Na analise da tabela 10B, referente a S. arthrotrichus, também foi observado
aumento significativo do indice ulcerativo de L-NAME em relag¢do ao grupo controle (59 +
15, 17 £ 5,5 respectivamente) o que também representa agravamento das lesdes induzidas
pelo HCl/etanol ou reducdo da protecdo da mucosa gastrica. Foi possivel observar,
entretanto, que o aumento do IU na presenca de FRF foi quase duas vezes menor que

aquele obtido na auséncia dessa fracdo, o que representa prote¢do da mucosa gastrica (39 +
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5,4, 59 £ 15, respectivamente). Por outro lado, a FDF impediu completamente o
agravamento das lesdes induzidas pelo L-NAME (22 £ 1,9, 59 £ 15, respectivamente),

quando comparados ao grupo controle (17 £ 5,5).

Table 10B: Efeitos da administracdo oral das FRF ou FDF da S. arthrotrichus em modelo
de tilcera induzida por HCl/etanol com administra¢io prévia de NS-nitro- -arginina-metil-

éster (L-NAME).

Tratamento Dose IU Aumento
(mg/Kg) (%)
Salina (i.v) + Salina (v.0.) - 17+5,5 -
L-NAME (i.v.)+ Salina (v.0.) 10 59 + 15% 247
L-NAME (i.v.)+ FRF (v.0.) 100 39 +£5,4* 129
L-NAME (i.v.)+ FDF (v.0.) 100 22+19 29

ANOVA com valor de F 324= 37 (p<0,05) seguido de teste a posteriori de Dunnet *p<
0,01
4.4.5- Niveis séricos de somatostatina e gastrina

Conforme resultados apresentados na Tabela 11 ocorreu aumento significativo nos
niveis séricos de somatostatina em animais pré-tratados com FRF da S. bisulcatus e S.
artrotrichus, quando os mesmos foram comparados ao grupo controle. Em contrapartida,
foi possivel observar que ocorreu processo inverso em relacdo a gastrina, ou seja, 0s
animais pré-tratados com essas mesmas fracdes apresentaram reducdo significativa nos

niveis séricos de gastrina, para as fracdes das duas espécies.
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Tabela 11- Efeitos da administracdo oral de FRF da S. bisulcatus e S. arthrotrichus nos

niveis séricos de somatostatina e gastrina da mucosa gastrica, apés inducdo de ulcera por

etanol.

Grupos Somatostatina (pmol/L) ﬁfg}iﬁf
Sham 21+1,5 334 £ 15
Salina 20+ 7,5 349 £22
Lansoprazol 88 + 22% 47 £7,1*
FRF S. bisulcatus 82+ 8,2* 76 £9,3*
FRF S. arthrotrichus 77 £ 17* 59 £ 20*

Anova Fu 16 = 22 para somatostatina € F (416= 317 para gastrina, seguido de teste a
posteriori de Dunnet *p<0,01
4.4.6- Peroxidacao lipidica em homogenato de estomago

Neste experimento foram avaliadas a capacidade antioxidante das fracdes ricas em
flavondides obtidas de escapos da S.bisulcatus e S. artrotrichus. Os resultados obtidos nos
ensaios de peroxidagdo lipidica, em animais pré-tratados com FRF de S. bisulcatus e S.
arthrotrichus, encontram-se expressos na Tabela 12. Verificou-se uma redugdo
significativa da peroxidacdo lipidica com 59 e 56% de inibicdo, respectivamente, para
ambas as espécies quando esses valores foram comparados aos do grupo controle. Essa
reducdo de peroxidacdo caracteriza uma inibi¢do da ag@o ulcerativa dos agentes causadores

da peroxidacdo lipidica na mucosa géstrica.
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Tabela 12- Efeitos das fracdes ricas em flavondides da Syngonanthus bisulcatus e
Syngonanthus artrotrichus sobre os niveis de lipoperéxido (nmol TBARS/mg proteina x

-3 L. . . . <. . ~
10™) na mucosa gastrica de animais submetidos a isquemia e reperfusao.

Peroxidacao Lipidica

Tratamento (TBARS/mg proteinas x 10 Inibicao
3) (%)
Salina 115+8,9 -
Sham 98 +£6,7* 15
Normal 49 £ 8,3%* 57
FRF- S. bisulcatus 47 £ 8,1%* 59
FRE- S. arthrotrichus 51 +6,6%* 56

ANOVA Fu3s5= 136 (p<0,05), seguido de teste a posteriori de Dunnett *p<0,05 e **p<
0,01.
4.4.5- Grupamentos ti6is em homogenato de estomago de rato

Neste experimento foi avaliada a capacidade de protecio da mucosa gastrica
induzida pela concentracdo total de tidis em animais pré-tratados com fragdes ricas em
flavondides (FRF 100 mg/kg) obtidas de escapos da S. bisulcatus e S. arthrotrichus. Os
resultados estdo expressos na tabela 13 e mostram aumentos significativos de 61 e 84%,
respectivamente, para FRF de S. bisulcatus e de S. arthrotrichus, na concentracdo total de
tidis quando comparados aos valores do grupo controle. O aumento na concentragdo total

de tidis caracteriza aumento da atividade protetora da mucosa.
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Tabela 13: Efeitos das fracdes ricas em flavondides (FRF) obtidas de escapos da
Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus artrotrichus sobre a concentragao total de tidis na

mucosa gastrica de ratos submetidos a isquemia e reperfusao.

Tratamentos Tiois Totais Aumento
(umol/mg proteinas) (% )
Salina 13+£2,7 -
Sham 15+59 15
Normal 31 4+ 7,2%% 138
FREF-S. bisulcatus 21 £ 6,7*% 61
FREF-S. arthrotrichus 24 + 4 2% 84

ANOVA F (445= 16 p<0,05, seguido de teste a posteriori de Dunnett *p<0,05 e **p< 0,01.

4.5- Ensaios citotoxicos em células de mamiferos
a) Cultura de fibroblastos V79

Os efeitos citotoxicos das FRF e FDF obtidas dos escapos da S. bisulcatus e S.
arthrotrichus foram medidos por ensaios de conteido de 4cido nucleico (CAN), redugdo
enzimatica do sal brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e
incorporagdo do corante hidrocloreto de 3-amino-7-dimetilamino-2metilfenazida -
vermelho neutro (VN) em células V79. Esses testes avaliam diferentes fung¢des ou
organelas celulares. O MTT assegura o correto funcionamento mitocondrial através da
atividade redutora de dehidrogenases; o VN avalia a funcao lisossomal e o CAN avalia,
indiretamente, o numero de células viaveis.

Os resultados indicam que o tempo de exposicao (24 h) foi suficiente para produzir
o efeito dose-dependente expresso nas Figuras 7A e 7B referentes as FRF e FDF da
Syngonathus arthrotrichus e 8A e 8B referentes a FRF e FDF da Syngonathus bisulcatus,
causando perda de adesdo celular, com consequente morte celular das células V79.

A figura 7A mostra que FRF apresentou para o CAN uma ICs¢p= 0,50 mg/ml. Essa

fracdo, quando testada no método de vermelho neutro (VN) apresentou uma diminuicao da
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viabilidade celular (ICsp= 0,22 mg/ml) e uma maior citotoxicidade avaliada no ensaio para
MTT (ICsp= 0,15 mg/ml). Entretanto, a figura 7B mostra que a FDF apresentou um efeito
citotoxico similar determinado pelo CAN e VN com ICsp= 0,8 mg/ml, ao passo que no teste
de redugcdo do MTT apresentou um efeito citotoxico menor com ICsp=0,98 mg/ml. Com
isso, foi possivel observar que a FDF da S. arthrotrichus afetou a redu¢do do MTT em uma

ICsp para FRF de 0,98 e 0,15 mg/ml, respectivamente, ou seja, uma concentragao seis vezes

menor.
Figura 7A e 7B
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As Figuras 8A e 8B mostram o efeito téxico da FRF e FDF obtidas da S. bisulcatus
nas células V79. A FRF induziu um efeito citotéxico similar nas células avaliadas nos
ensaios de MTT e VN (ICsp= 0,2 mg/ml). Contudo, FRF mostrou um elevado efeito
citotoxico avaliado para CAN (ICsp = 0,05 mg/ml) quando comparado a outros ensaios de
viabilidade celular. As FDF mostraram a mesma toxicidade avaliada pelo VN e CAN (ICs
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= 0,28 mg/ml) e menor citotoxicidade determinada pelos testes de MTT (ICsp= 0,52

mg/ml).
Figura 8A e 8B
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DISCUSSAO

Conhecer a atividade farmacoldgica de constituintes quimicos presentes em espécies
vegetais selecionadas para estudo sempre foi objetivo de todo trabalho envolvendo plantas.
Uma anélise fitoquimica preliminar pode identificar grupos de metabdlitos secundérios
relevantes que possam estar relacionados ou ndo as atividades bioldgicas encontradas,
podendo direcionar a pesquisa para a obtencdo de um fitoterdpico eficaz e seguro.

O ensaio fitoquimico, realizado nos extratos obtidos a partir dos escapos da S.
bisulcatus e S. arthrotrichus, revelou a presenca de substancias flavonoidicas e compostos
fendlicos. A andlise cromatografica dos mesmos possibilitou a elucida¢ido da estrutura do
composto majoritdrio luteolina e de seus derivados glicosilados. Estudos anteriores
mostram que da espécie S. bisulcatus foram isoladas a isovitexina, lutonarina, 5,6,3’,4’-
tetrahidroxi-7-O-B-D-glucopiranosilflavona e luteolina (COELHO, 2000). Da S.
arthrotrichus foram isoladas além da luteolina, apigenina e luteolina-6-p-D-
glicopiranosideo (RINALDI, 2000).

O desenvolvimento das ulceras gastroduodenais € influenciado por vdrios agentes
agressores e defensores da mucosa gastrica, como secrecdo acida-péptica, barreira formada
pela secrecdao de muco e prostaglandinas, fluxo sanguineo, regeneragdo celular que ocorre
gragas, principalmente, ao fator de crescimento epidermal (REPPETTO e LLESUY, 2002).

Estudos com plantas com finalidade terapéutica tém sido desenvolvidos em todo o
mundo. A selecdo destes vegetais, muitas vezes, € feita a partir do conhecimento tradicional

com a perspectiva de descobrir uma molécula ativa capaz de prevenir ou tratar diferentes
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tipos de patologias, como as doencas ulcerativas do trato gastrointestinal (GURBUZ et al.,
2000; RATES, 2001).

No mercado nacional existem diversos produtos farmacéuticos utilizados no
tratamento das doencas ulcerativas; entretanto, nio hd nenhum fiarmaco que apresente
100% de eficicia e que garanta a inexisténcia de efeitos adversos e impeca a recidiva das
lesdes.

Nesta pesquisa avaliamos o efeito farmacolégico dos extratos etandlicos (EEOH) e
das fracoes ricas (FRF) e deficientes (FDF) em flavondides, obtidos de escapos das
espécies Syngonathus bisulcatus e Syngonanthus arthrotrichus. Um dos objetivos gerais foi
avaliar as espécies citadas quanto a atividade antiulcerogénica em diferentes modelos de
indugdo de udlcera aguda e subcronica, em camundongos e ratos; os modelos selecionados
foram aqueles que mimetizam a ulcera gastrica em seres humanos, as quais instalam-se na
mucosa através de diferentes mecanismos.

Em geral, um extrato bruto vegetal € testado na dose de 1000 mg/Kg, em triagens
farmacoldgicas, como preconizado por Souza Brito (1994). Entretanto, apds andlise prévia
com diferentes doses dos EEOH das duas espécies em estudo, foi estabelecido que as doses
de 50, 100 e 250 mg/kg seriam utilizadas como padrao para o estudo dose-efeito por terem
apresentado resultados significativos. A utilizacdo de doses maiores ndo aumentava
proporcionalmente os efeitos obtidos. Apos ensaios realizados com as fracoes ricas (FRF) e
deficientes (FDF) em flavondides em diferentes doses, foi definida a dose de 100 mg/kg
como a melhor dose para a realizagdo dos experimentos de indugdo de ulcera e,
consequentemente, para a elucidagdo dos provédveis mecanismos de acdo.

Mizui e Doutechi (1981), relatam que a administracio de uma solucdo de

HCl/etanol, em camundongos, produz lesdes necrotizantes na mucosa gastrica,

60



principalmente devido a debilidade da camada protetora de muco e a exacerbacdo da
secrecdo acida-péptica. Esses danos podem ser devidos a acdo direta desse agente lesivo
sobre o epitélio gastrico causando estresse oxidativo, o que leva a peroxidacao lipidica e
fragmentacao do DNA; consequentemente surgem lesdes ulcerativas, na mucosa (BAGCHI
et al., 1999; GONCALES et al., 2001).

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo experimental foi possivel
observar que os EEOH obtidos das espécies em estudo, nas doses de 50, 100 e 250 mg/kg,
protegeram significativamente a mucosa géstrica contra a acdo lesiva dos agentes irritantes
(solu¢do HCI 0,3M/etanol 60%) em camundongos, quando os dados foram comparados a
aqueles do grupo controle negativo. No entanto, os efeitos dos EEOH ndo se mostraram
dose-dependentes.

Por outro lado, a ingesta acentuada de etanol resulta em danos gastricos
caracterizados por edema, hemorragia subepitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de
células inflamatérias. O etanol também solubiliza os constituintes do muco no estdmago,
aumenta a liberacdo de pepsina, desestabiliza mastdcitos, induzindo a liberagdo de
histamina, que reduz o fluxo sangiiineo dos tecidos injuriados e diminui 0 mecanismo de
defesa gastrico (LAINE e WEINSTEIN, 1988; GUSLANDI, 1987; SZABO, 1987;
KINOSHITA et al., 1995).

As fracoes ricas (FRF) e deficientes em flavondides (FDF) das duas espécies, na
dose de 100 mg/kg, também causaram protecdo significativa na mucosa gastrica contra a
acdo lesiva induzida pelo etanol absoluto em ratos. Essa prote¢do pode significar inibi¢dao
da secrecdo acida gdstrica, o que em parte ja seria suficiente para reduzir o nimero de
lesdes induzidas pelo etanol (MIZUI e DOUTEUCHI, 1981), ou aumento na liberacao de

substancias protetoras da mucosa. Essa ultima acdo parece ser mais provavel jd que as
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ulceras induzidas por etanol sdo inibidas por agentes que estimulam a produgdo dos fatores
defensivos da mucosa, fatores esses semelhantes as prostaglandinas (MORIMOTO et al.,
1991).

O modelo de inducdo de ulcera pelo estresse causado por imobilizacdo e frio é
bastante utilizado para avaliar a atividade antiulcerogénica de novas substancias em
animais. Esse tipo de ulcera parece ser mediado por histamina, o que levaria tanto a
acentuacio da secrecdo 4cida, quanto a reducio da produgdo de muco, além de distdrbios
na microcirculagdo da mucosa e na motilidade, o que também contribui para a deplecido do
muco. Contudo, tdlceras induzidas por estresse podem ser prevenidas, parcialmente ou
inteiramente, por vagotomia. A atividade vagal aumentada tem sido sugerida como
principal fator da ulceracio induzida pelo estresse (GOA e MONK, 1987).

Camundongos pré-tratados com EEOH (100 e 250 mg/Kg) obtidos da Syngonanthus
bisulcatus e com EEOH (50, 100 e 250 mg/kg) obtido da Syngonanthus arthrotrichus,
submetidos a estresse por imobilizacdo e frio tiveram significativa protecdo de suas
mucosas gastricas contra as lesdes ulcerativas em todo segmento glandular do estdmago.
Quando avaliamos as fracdes ricas (FRF) e deficientes (FDF) em flavondides das duas
espécies, nesse mesmo modelo experimental, observamos que tanto as FRF quanto as FDF
protegeram, também de forma significativa, a mucosa gastrica das lesdes causadas pelo
estresse, em relacdo ao grupo controle. Esses resultados indicaram que os compostos ativos,
presentes nesses extratos, e as fracoes podem agir, de algum modo, regulando a produgdo
excessiva de dcido gastrico causada pelo estresse; podem ainda, interferir com a a¢ao dos
mediadores responsdveis pela secrecdo 4dcida aumentada, inibindo sua liberacdo ou
bloqueando seus receptores especificos; por dltimo, podem auxiliar na integridade da

mucosa gastrica, aumentando a producdo de muco e bicarbonato da mucosa e/ou
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restabelecendo a integridade vascular que mantém o fluxo sanguineo local, o que se
constitui em acdo gastroprotetora (OATES e HAKKINEN, 1988; LEWIS e HANSON,
1991; EVANS, 1996; PANDOLFINO et al., 2000).

E conhecido que tanto as drogas que inibem a secrecdo gdstrica, quanto aquelas que
aumentam os mecanismos de defesa da mucosa gdstrica, auxiliam na prevengdo do
aparecimento de lesdes ulcerativas induzidas pelo estresse, porque restabelecem a
circulacdo na mucosa gastrica ¢ modulam ou abolem o estimulo para liberacdo acida
(LEWIS e HANSON, 1991; HIRSCHOWITZ et al., 1995; BRUNTON, 1996; EVANS,
1996; WOLFE e SACHE, 2000).

Nossos resultados, até aqui obtidos, ndo apontavam para nenhum mecanismo em
especial e, além disso, ndo havia indicac@o alguma de que extrato e fracdes de uma espécie
fossem mais ativos que os de outra espécie. Por isso, continuamos a investigacdo usando
agora o modelo de lesdes gastricas induzidas por drogas antiinflamatdrias.

As drogas antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINES), semelhantes a
indometacina, aspirina, piroxicam e diclofenaco, induzem ulceracdes géstricas,
principalmente por inibicdo da sintese de prostaglandina (PG), levando a producdo de
leucotrienos e de outros produtos da via da S-lipoxigenase (LEVINE, 1971), além de causar
hipermotilidade gastrica, desintegracdo vascular e peroxidacdo lipidica (TAKEUCHI et al.,
1988).

O contato direto da indometacina com a mucosa gastrica potencializa a capacidade
de difusdo do ion hidrogénio, o que leva a diminuicdo da resisténcia da barreira géstrica,
além de uma reducdo do fluxo sanguineo local (DAJANI e AGRAWAL, 1995).

E reconhecido que a prostaglandina (PG), um importante mediador da inflamacdo e

de outras funcdes fisioldgicas normais, tem um papel vital no estdomago, onde mantém o
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fluxo sanguineo, estimula a secrec@o de bicarbonato e muco, além de regular o “turnover” e
o reparo das células da mucosa. A perda da protecdo, apds inibicdo da sintese de
prostaglandinas, torna o estdmago vulnerdvel aos danos induzidos pelo acido gastrico
(BJORKMAN, 1998; HAYLLAR e BJARNASON, 1995; HAWKINS e HANKS, 2000).

Quando um potente inibidor da sintese de prostaglandina (indometacina) foi
utilizado em associacdo com um agente parassipatomimético (betanecol) lesdes ulcerativas
na mucosa gastrica de camundongos puderam ser observadas (RAINSFORD, 1987). O pré-
tratamento dos animais com EEOH (50, 100 e 250 mg/kg), FRF e FDF (100 mg/kg) da S.
bisulcatus e EEOH (100 e 250 mg/kg), FRF e FDF (100 mg/kg) da S. arthotrichus inibiu
significativamente o aparecimento das lesOes ulcerativas induzidas por esta combinacdo de
agentes lesivos. Esses resultados sugeriram um papel citoprotetor para extratos e fragoes.

Com isso pudemos concluir até aqui que os EEOH, FRF e FDF, de ambas as
espécies, inibiram as Ulceras géstricas induzidas por agentes que aumentavam os niveis de
fatores agressivos relacionados a secrecao dcida e também por agentes que aumentavam o0s
fatores defensivos da mucosa.

Deste modo, na tentativa de reforcar os resultados até entdo obtidos passamos a
investigar, através do modelo de ligadura do piloro, a atividade sistémica das amostras
vegetais (FRF e FDF), de ambas as espécies, através da administracdo intraduodenal. Esta
forma de administragdo pressupde absor¢do intestinal evitando o contato direto das
substancias com a mucosa € com O suco gastrico, como acontece com as drogas
administradas por via oral. Assim, numa andlise bioquimica dos parametros do suco
géstrico foram investigados os efeitos das fracdes FRF e FDF, das espécies em estudo,
sobre o pH, volume e concentragdo total de 4cido do contetido estomacal de animais

submetidos a ligadura do piloro. Foi observado um aumento significativo do pH nos
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estdmagos de animais tratados com FRF com conseqiiente diminui¢do da concentracdo de
H*. O volume géstrico se mostrou diminuido para FRF da S. artrotrichus. A protecio da
mucosa pelo FRF de ambas as espécies provavelmente envolve mecanismo anti-secretorio
mediado pelos flavondides existentes nestas fracdes, os quais estdo ausentes nas FDF.

Os resultados obtidos até esse momento, explicaram, a0 menos parcialmente, o
efeito benéfico das preparacdes obtidas da S. bisulcatus e S. artrotrichus, em modelos de
dlcera induzidos pelo HCl/etanol, etanol e estresse; porém, o efeito produzido pela
indometacina/betanecol necessitava ser melhor investigado. Assim, nosso proximo passo
foi avaliar a acdo das fracdes de ambas as espécies sobre os mecanismos citoprotetores, isto
€, producdo de prostaglandinas E, e muco aderido pela a mucosa géstrica.

A acdo citoprotetora de substancias antiulcerogénicas € mediada por prostaglandinas
(PG’s) enddgenas, as quais apresentam um papel importante na integridade e protecdo da
mucosa contra varios agentes agressivos (MILLER, 1987). As PG’s, em especial a PGE, e
seus andlogos, exercem acdo protetora contra os danos diretos de agentes necrotizantes
gastricos estando, portanto, relacionadas a citoprotecdo (ROBERT et al., 1979).

Os fatores que podem contribuir para a agdo protetora das PG’s no estdmago
incluem a estimulacdo da producdo de muco e da secrecdo de bicarbonato, manutencao do
fluxo sanguineo durante exposicdo a um agente irritante, a inibicdio de mediadores
inflamatoérios liberados dos mastdcitos e modulacio da secrecdo dcida géstrica (GARNER
etal., 1984; GUTH et al., 1984; HOGABOAM et al.,1993; MOTILVA, 1996).

De acordo com os resultados observados para S. bisulcatus, o pré-tratamento dos
animais com as amostras FRF, FRF mais indometacina e FDF impediu a alteracdo nos
niveis de PGE; na mucosa géstrica desses animais. Entretanto, nos grupos tratados com

FDF mais indometacina, houve reducgdo significativa dos niveis de PGE,. Isso nos sugeriu
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que os flavondides das fracdes garantem a protecdo da mucosa independente do aumento
nos niveis PGE,. Quando avaliamos o nivel de PGE, da mucosa para as fracdes obtidas da
S. arthrotrichus, observamos que o pré-tratamento dos animais com FRF mais
indometacina ¢ FDF mais indometacina, reduziu significativamente os niveis de
prostaglandina; sem a adi¢do da indometacina, entretanto as amostras FRF e FDF deixam
inalterados, os niveis de PGE, Esses resultados sugerem que a acdo protetora das fracoes
sobre as lesdes induzidas na mucosa géstrica independe de elevacdes nos niveis de PGE.
no entanto, ambas as fracoes (principalmente, FDF da S. bisulcatus e FRF ou FDF da S.
arthrotrichus) tem seus efeitos protetores reduzidos por acdo da indometacina.
Provavelmente, as acOes protetoras das fracdes que sdo inibidas pelo DAINE sdo aquelas
relacionadas a0 muco, que aumenta via prostaglandinas.

Assim, a etapa seguinte de avaliagdo dos efeitos protetores das fracdes, sobre a
mucosa gastrica foi a andlise das possiveis alteracdes na producdo do muco citoprotetor.

Sabe-se que o muco aderido é um importante fator de protecdo da mucosa gastrica;
ele se apresenta como um gel transparente, viscoso e eldstico. Em sua constitui¢io o muco
apresenta dgua e glicoproteinas que ocorre como barreira aderida a mucosa, ou como muco
livre soldvel presente no suco gastrico; quando o muco livre aumenta também estd
ocorrendo, concomitantemente, aumento no muco de barreira ou daquele aderido
(REPETTO e LLESUY, 2002; BOLTON et al., 1978). A diminui¢do no muco géstrico
torna a mucosa susceptivel a injurias induzidas pelo 4cido gastrico ou por DAINES e
estresse produzido pelo frio (PRICE et al., 1994).

Nossos resultados demonstraram que houve aumento da secrecdo de muco aderido a
mucosa gastrica com os pré-tratamentos empregados (FRF ou FDF) de ambas as espécies

estudadas, exceto para FDF da S. artrotrichus. O aumento nos niveis de muco aderido teria
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provavelmente, papel gastroprotetor quando as amostras foram administradas a animais
submetidos a lesdes géstricas.

O efeito gastroprotetor retratado nesses experimentos, ao que parecia até entdao, nao
dependia, exclusivamente, dos niveis aumentados de prostaglandinas existentes na mucosa.
De acordo com Wallace e Miller (2000), em referéncia a Brown et al. (1993), o 6xido
nitrico (NO) é também importante regulador da secrecdo de muco no estdmago; seus
efeitos sdo produzidos via estimulacdo da guanilato ciclase na célula epitelial. Assim, NO
parece ser produzido na célula epitelial em resposta a ativacdo de receptores colinérgicos e
provoca a liberacdo de muco para essas células garantindo, dessa forma, a integridade da
mucosa. Os flavondides existentes na FRF de ambas as espécies poderiam estar agindo,
entre outras possibilidades, via estimulacdo do 6xido nitrico. J4 o aumento do muco pelo
FDF que s6 ocorreu para S. bisulcatus pode ser atribuido a composicao dessa fragdo, ou
seja, glicolipideos. De acordo com Grisham et al. (1987), o muco possui atividade
antioxidante e, em fun¢do disso, exerce um importante papel na protecdo da mucosa
géstrica. E conhecido que muitos agticares (ex: manitol, glicose) sdo potentes varredores de
radicais livres. O que tem sido sugerido, segundo Cross et al. (1984), é que a atividade
antioxidante do muco se deve a sua elevada concentracdo de glicoproteinas, tendo sido
confirmado posteriormente por Hiraishi et al. (1993) através de cultura de células epiteliais
gastricas.

Segundo Gong et al. (1990), tanto as glicoproteinas do muco possuem propriedades
antiradicais livres, como também os lipidios ligados a mucina géstrica sdo capazes de
proteger as células da mucosa do ataque de radicais livres. Estudos desenvolvidos por
Mojzis et al. (2001), indicam que drogas que estimulam a producdo de muco também

possuem grande atividade antioxidante. Enfim, é possivel sugerir que, assim como acontece
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com a quercetina, a atividade protetora das FRF das espécies em estudo, as quais
apresentam como constituinte majoritario a luteolina, pode estar relacionada (entre os
outros mecanismos), com atividade antioxidante de seus flavonéides; ja a protecdo obtida
com as FDF (constituidas apenas de glicolipideos) pode estar também ligada a sua
capacidade de estimular a producdo do muco que, por sua vez, atua como agente
antioxidante. Essa hipdtese pode justificar os efeitos citoprotetores produzidos pelos
EEOH, FRF e FDF de ambas as espécies, nas lesdes gdstricas induzidas pela
indometacina/betanecol.

Com isso é possivel concluir que tanto drogas anti-secretérias e citoprotetoras
semelhantes as PG’s (como visto anteriomente), quanto alguns constituintes de plantas sao
capazes de prevenir ulceragdes induzidas por DAINES em roedores, aumentando a
producdo de muco e bicarbonato induzidos por 6xido nitrico (WALLACE e MILLER,
2000). Desse modo, passamos a investigar a participacdo de NO nos efeitos
gastroprotetores.

O o6xido nitrico € responsével tanto pela mediacdo das fungdes teciduais normais,
quanto pelas lesdes na mucosa géstrica; ¢ um mediador das defesas e do reparo na mucosa
gastrointestinal, mas exerce também papel critico por: 1) contribuir com as injurias
teciduais num ndmero de doengas digestivas; 2) alterar a motilidade géstrica; e 3) estar
envolvido em doencas inflamatérias do trato gastrointestinal quando combinado a outras
espécies de oxigénios reativos (CHO, 2001; MUSCARA e WALLACE, 1999).

A sintese de NO a partir do grupo guanidina da L-arginina ocorre por a¢do da NO-
sintase constitutiva, processo esse dependente de Ca®*; 0 NO assim formado ¢ citoprotetor,

ou seja, a NO-sintase constitutiva é expressa em condi¢des fisioldgicas. J4 a NO sintase
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induzida, tem sua acdo ndo dependente de Ca®*, e o NO assim formado tem acdes
citotoxicas (NISHIDA et al., 1997; NAHAVANDI et al., 1999).

O efeito protetor do NO ¢ atribuido a sua capacidade de reduzir a degranulacio e
liberacdo de mediadores dos mastdcitos, reduzir as citocinas liberadas pelos macréfagos,
aumentar a secrecdo de muco no epitélio gastrico, reduzir a aderéncia e secrecdo de
neutréfilos, produzir vasodilatacdo, acelerar o mecanismo de reparo das lesdes, regular o
fluxo sanguineo da mucosa géstrica e diminuir a secre¢do de dcido géstrico (WALLACE e
MILLER, 2000; MARTINEZ-CUESTA et al.,, 1992; BROWN et al., 1993). O efeito
citotoxico produzido pelo NO ocorre através da acdo com os metabdlitos do oxigénio
reativo superdxido, produzindo peroxinitrito. Esse potente agente oxidante pode iniciar a
peroxidacdo lipidica e, desse modo produzir danos na membrana celular (CROW e
BECKMAN, 1995; BECKMAN et al.,, 1990). O NO funciona como um antioxidante
durante a resposta inflamatdria reagindo rapidamente com superdxido para inativar essa
atividade biolégica in vitro (KUBES e McCAFFERTY, 2000).

Nos experimentos em que avaliamos o papel do NO em mecanismo de protecao da
mucosa géastrica foi utilizado o NG—nitro—L—arginine—metil—éster (L-NAME), um inibidor da
NO sintetases (endotelial, induzida e neuronal), que acentua as lesdes da mucosa géstrica
induzida pelo etanol (ALY, 1995). Nossos resultados demonstraram, como esperado,
aumento significativo do indice ulcerativo no grupo de animais pré-tratados com L-NAME
comparado ao grupo controle; esses dados representam agravamento das lesdes induzidas
pelo HCl/etanol, ou seja, reducdo dos mecanismos de protecdo da mucosa gastrica.
Entretanto, o aumento do IU nos animais pré-tratados com FRF de ambas as espécies foi
menor que aquele obtido na auséncia dessa fracdo, o que representa alguma prote¢do da

mucosa gastrica conferida pelas FRF. Quando analisamos os pré-tratamentos com FDF, de
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ambas as espécies, constatamos que as mesmas impediram completamente o agravamento
das lesdes induzidas pelo L-NAME.

A exposicdo ao etanol parece induzir ao estresse oxidativo, que pode acontecer pela
diminui¢do da liberacdo do NO o qual se constitui o passo em direcdo a varredura de
radicais livres. A expressao aumentada da enzima NO sintetase pode ser uma resposta ao
aumento da demanda de NO (MENCONI et al., 1998). Isso sugere que o mecanismo de
acdo pelo qual as FRF de ambas as espécies deixam de proteger a mucosa gastrica depende
de NO, aquele exercido pelas FDF nao se mostrou dependente de NO.

Outro fator que contribui com a integridade da mucosa sdo os compostos sulfidrila
(SH), que tem como finalidade bdasica reduzir a formacdo de radicais livres derivados de
oxigénio relacionando-se com protecdo celular (KONTUREK et al., 1990). SH sao,
portanto, elementos gastroprotetores capazes de manter o fluxo sanguineo possibilitando a
reducdo da lesdo tecidual (ARUOMA, 1996; SZABO et al.,, 1987). Em contrapartida,
reducgdo dos niveis normais de SH tem impacto significativo na mucosa gastrica, tornando-a
susceptivel ao ataque de substincias ulcerogénicas, afetando o mecanismo defensivo da
mucosa e, dessa forma, facilitando a formacgao de lesdes gastricas (KO e CHO, 1995).

A participacdo dos grupamentos sulfidrila na protecdo da mucosa géstrica € passivel
de andlise através da utilizacdo de um bloqueador de SH, a N-etilmaleimida (NEM). O
NEM, ao diminuir a concentragdo de SH na mucosa, potencializa os danos géstricos
induzidos pelo etanol, danos estes associados a diminui¢ao significativa nos niveis de SH,
especialmente glutationa (GSH), em animais de experimentacdo e no homem (KO e CHO,
1995; SZABO, 1987; SZABO e VATTAY, 1990; LONGUERCIO et al., 1991). Essa

redugdo pode ser devida a oxidacdo da glutationa, apés a geracdo de metabdlitos toxicos, ou
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devido a ligacdo da glutationa ao acetaldeido gerado através da oxidacdo de agentes
necrotizantes pela atividade géastrica da enzima élcool desidrogenase (SHAW et al., 1990).

Nossos experimentos, utilizando o agente bloqueador de compostos sulfidrila (N-
etilmaleimida), demonstraram que, como era esperado, NEM agravou as lesdes ulcerativas
induzidas pelo etanol. O pré-tratamento dos animais com FRF e FDF de S. bisulcatus e S.
arthrotrichus, embora com menor gravidade ndo foi capaz de impedir a diminuicdo da
protecdo da mucosa géstrica causada pelo NEM, ou seja, ainda ocorreu aumento
significativo do indice ulcerativo quando comparado ao grupo controle. Esses resultados
sugerem que a protecdo exercida pelas fracdes analisadas das espécies em estudo sdo
dependentes, ainda que parcialmente dos compostos sulfidrila.

Neste ponto, consideramos que as a¢des dos EEOH e fracdes sobre os mecanismos
de gastroprotecdo estavam, ao menos parcialmente, esclarecidos; entretanto, aqueles efeitos
relacionados a interferéncia com a produgdo/secrecao dcida necessitavam ainda de andlise
mais detalhada. Assim, além dos experimentos j4 relacionados, os niveis plasmaticos dos
hormonios somatostatina e gastrina, ambos envolvidos com a secrecdo dcida-gastrica,
foram avaliados para verificar possivel interferéncia das amostras vegetais com esses
hormonios.

A somatostatina (SMT), produzida pelas células D da mucosa do estdbmago e do
pancreas, € considerada, no estdmago como reguladora das liberacdes do dcido e da
gastrina, além daquela de pepsinogénio; a SMT teria a¢do ainda no esvaziamento gastrico
(KARMELI et al., 1994). A gastrina (GT), produzida pelas células G do estdmago e do
duodeno, por sua vez, estimula receptores de colecistocinina-f3 (CCK-f3) da célula parietal,

através da elevacio dos niveis intracelulares de Ca’* aumentando a secrecdo 4cida.
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Acredita-se que a secrecdo de GT ocorra devido a presenca de proteinas nos alimentos,
Ca™, Mg”, AI”, além daquela induzida por estimulacio vagal e pela distensio e
alcaliniza¢do do antro (DOCKROY et al., 1995; KONTUREK et al., 1996; KUTCHALI,
1996).

A somatostatina pode participar da secrecdo gastrica através de varios mecanismos.
Sabe-se que a modulacdo das fun¢des dos mastdcitos tem contribuido para a protecdo da
mucosa contra a acdo lesiva do etanol, além de apresentar uma propriedade vasoativa
(DIEL e SZABO 1986). A SMT pode agir também sobre vasos sanguineos, de forma
direta, inibindo a liberagdo de substancias vasodilatadoras (bradicinina, glucagon,
acetilcolina, histamina, polipetideo intestinal vasoativo); isso levaria indiretamente, a uma
vasoconstric¢do e diminuicdo no fluxo sanguineo mesentérico (LUCEY e YAMADA,
1989).

Quando os niveis plasmaticos do hormoénio SMT foram determinados em ratos
previamente tratados com FRF (100 mg/Kg) da Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus
artrotrichus, aumentos dos niveis desses hormonios foram observados em relacdo aos
niveis dos animais dos grupos controles. Esses resultados sugerem nossa hipétese de que o
mecanismo protetor das FRF estaria envolvido também com inibi¢do da secrecdo dcida
géstrica.

No estdbmago, a somatostatina serve também como um regulador paricrino da
liberacdo de 4cido e gastrina, exercendo algumas das acdes por meio da via do AMPc
(MAKHLOUF e SCHUBERT, 1990). A gastrina, por sua vez, estimula nio sé a secrecao
acida gastrica, como também a secrecao de fator intrinseco, a de bicarbonato pelo pancreas

e a de insulina e calcitonina. Indiretamente, a gastrina tem efeito tréfico na mucosa
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digestiva, além de desempenhar papel de relativa importancia, na motilidade digestiva
(DOCKROY, 1999).

Ao investigarmos o possivel papel do pré-tratamento dos animais com as FRF,
frente a secrecdo de gastrina, pudemos observar que houve reducao significativa dos niveis
plasmadticos desse hormonio. Esses dados confirmaram o envolvimento dos EEOH e das
fracdes obtidas das espécies do género Syngonanthus com os mecanismos de secrecdo dcida
gastrica, o que explicaria parte da atividade gastroprotetora das amostras vegetais
estudadas.

E conhecido que radicais livres participam da patogenesia de lesdes agudas na
mucosa gastrica induzidas pelo etanol, estresse e DAINE (PIHAN et al.,, 1987; DEL
SOLDATO et al., 1985). Diante dessa constatacdo passamos a investigar, com maior
detalhamento, as acdes de nossas amostras vegetais sobre o efeito produzido pelos radicais
livres derivados do oxigénio (OHKAWA et al., 1979) na ulcerogénese aguda induzida por
isquemia e reperfusdo (UEDA et al., 1989).

Viérios mecanismos tém sido propostos na tentativa de explicar a patogenesia da
isquemia e reperfusdo (I/R); entretanto, a atencdo tem sido focada principalmente para o
papel das espécies de oxigénios reativos (ROS) a exemplo dos radicais superdxido (O2*),
hidroxila (*OH) e per6xido de hidrogénio (H,O,) (GRANGER e KORTHUIS, 1995).

Na I/R ocorre formacdo de lesdes gdstricas como consequéncia da formacao
excessiva de ROS, adesdo de neutréfilos pelas células endoteliais e disfungdo
microvascular (ANDREWS et al., 1995; KAWALI et al., 1994). A liberacdo extracelular de
produtos citotéxicos dos neutréfilos inicia a peroxidacdo lipidica e oxidagdo de proteinas

que causa injurias teciduais (KAHRAMAN et al., 2003).
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Além disso, a isquemia enfraquece a barreira da mucosa gdstrica e aumenta a
difusdo 4cida, predispondo a mucosa gdstrica a injdrias. A acentuacdo da liberacdo de
endotelina-1, que causa disfuncdo microvascular e alteracdo na motilidade géstrica, € o
evento inicial no desenvolvimento dos danos da mucosa induzidos por isquemia-reperfusao
(KAWAI et al., 1994; WOOD et al., 1995).

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento dos animais submetidos a IR,
com FRF de ambas as espécies protegeu significativamente a mucosa gastrica da formagao
de ulcera pela acdo lesiva dos ROS produzidos na isquemia. Essa protecao, mais uma vez,
foi atribuida a presencga de flavondides nessas fracdes, ja que esses compostos apresentam
atividade antioxidante (MILLER, 1996). Substancias capazes de impedir a formagdo ou
capturar radicais livres apresentam, portanto, potencial atividade antiulcerogénica (LA
CASA et al., 2000).

O mecanismo bioquimico pelos quais os radicais livres s@o produzidos inclui entre
outros, o sistema xantino-oxidase (XO), que € modificado durante a isquemia. Durante este
passo, ATP € degradado até finalizar a hipoxantina, e a xantina desidrogenase é convertida
a XO. Na reperfusdo, a XO cataliza a conversdo da hipoxantina em 4cido urico, com a
liberacdo de radicais superdxido e H,O,, Esses radicais derivados do oxigénio podem ser
convertidos a radicais hidroxilas altamente citotoxicos. Isso inicia o processo de
peroxidacdo lipidica e a liberacdo de substancias que recrutam e ativam leucdcitos
polimorfonucleares. (LA CASA et al.,, 2000; CABEZA et al. 2001; ZIMMERMAN e
GRANGER, 1994).

A atividade antioxidante de flavondides como a quercetina deve-se a sua capacidade
de seqiiestrar radicais livres (MILLER, 1996), inibir a xantina-oxidase (CHANG et al.,

1993), quelar ions e inibir a peroxidagdo lipidica (CHEN et al., 1990). Essa atividade
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antioxidante pode ser explicada ainda através da capacidade dessas substancias em
estimular o muco, o que ja foi descrito anteriormente.

Com o intuito de avaliar o papel das fracdes obtidas das espécies em estudo frente a
atividade antioxidante passamos a investigar sua participacio na peroxidacdo lipidica e nos
niveis de tidis totais.

A peroxidacdo lipidica consiste num processo degenerativo das membranas
bioldgicas mediado pelo ataque dos radicais livres de oxigénio as pontes metilénicas entre
as duplas ligagdes dos acidos graxos poliinsaturados. Esse ataque oxidativo desencadeia
uma série de reacdes em cascata que tem, como consequéncia, alteracdes na composi¢ao
dos fosfolipidios de membrana, diminuindo sua fluidez, e conseqiientemente, produzindo
alteracdo das suas fungdes de permeabilidade seletiva, atividade enzimadtica, transporte de
fons e ligacdo a receptores (HALLIWEEL e GUTTERIDGE, 1998).

Dentre os possiveis iniciadores da peroxidacdo lipidica estio OH, HO,*, RO*,
RO,* e ion ferro provavelmente em estado de valéncia mista, complexados ao O, (AUST et
al., 1982).

Os produtos finais da peroxidagdo lipidica sdo os aldeidos de baixo peso molecular
(malondialdeido e P-hidroxinonenal) e os alcanos (etano e n-pentano). Os aldeidos sdo
muito reativos e podem se conjugar com residuos de aminodcidos pertencentes as proteinas,
lipidios, carboidratos e bases nitrogenadas (ESTERBAUER, et al., 1991). Esses aldeidos
também podem reagir com o dcido tiobarbitirico (TBA), formando complexos coloridos
que podem ser quantificados. Os complexos formados por substancias reativas ao 4cido
tiobarbitdrico (TBARS) sdo usados como biomarcadores de peroxidagcdo lipidica em

sistemas bioldgicos (sangue e tecido), podendo ser medidos por espectrofotometria ou
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fluorescéncia (YAGI, 1976; OHKAWA et al.,, 1979; YAGI, 1987; ALVES, 2002). Os
niveis de peroxidacdo lipidica, apés a lesdo da mucosa gdstrica, podem ser avaliados
através da quantificacdo dos niveis de substancias reativas ao dcido tiobarbitdrico (TBARS)
(ARUOMA, 1996).

No trato gastrointestinal, os compostos enddgenos (a exemplo dos grupos
sulfidrilas) apresentam um importante papel nos mecanismos defensivos da mucosa
gastrica (GLAVIN e SZABO, 1992). Incluem processos redutores e protecdo celular frente
ao estresse oxidativo induzido por diversos agentes e circunstancias, como ocorre com a
exposicdo a agentes toxicos como etanol e em situacdes de estresse experimental
(TAKEUCHI et al., 1988; KONTUREK et al., 1990). Tem sido demonstrado, que os tidis
intracelulares reagem com os perdxidos e hidroperoxidos, diminuindo os niveis de
peroxidacdo lipidica (PL). A queda dos niveis deste antioxidantes enddgenos produz
aumento potente da PL; mecanismo inverso pode provocar queda da PL.

Em experimento de isquemia e reperfusdo foi possivel obter amostras (homogenato
de tecido) da mucosa gdastrica para quantificacdo da formag¢do do complexo TBARS.
Nossos resultados demonstraram reducio significativa dos niveis de TBARS em animais
pré-tratados com as fracdes ricas em flavondides das espécies Singonanthus bisulcatus e
Syngonanthus arthrotrichus. Esses dados sugeriram reducdo significativa da peroxidacdo
lipidica, ou seja, diminui¢do nos danos impostos a mucosa gastrica. Essa reducdo da injdria
pode ser atribuida a acdo protetora dos flavondides existentes nas fracdes, os quais podem
atuar através de mecanismo antioxidante e, portanto, sdo capazes de exercer atividade
protetora sobre a membrana lipidica das células teciduais (GALVEZ et al. 1994), o que

vem corroborar com as teorias discutidas anteriomente.
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A célula contém um complexo sistema de defesa antioxidante que consiste em tidis
ndo proteicos (glutationa - GSH, cisteina), tidis proteicos, superéxido desmutase (SOD),
catalase e GSH peroxidase, dentre outros. De todos os tidis intracelulares, o GSH livre
representa aproximadamente 90% e sua concentragido € muito alta na por¢ao glandular do
estdmago quando comparado com outras regioes do trato digestivo (TANAKA e YUDA,
1993; CABEZA, 1999).

Para confirmar a acdo gastroprotetora exercida pelas FRF obtidas da S. bisulcatus e
S. arthrotrichus na mucosa géstrica foi feita a determinacdo dos niveis de tidis totais em
homogenato de tecidos da mucosa de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Nossos
resultados demonstraram aumento significativo dos niveis de tidis totais na mucosa gastrica
de animais pré-tratados com as fracdes ricas em flavondides das espécies em estudo, o que
confirmou que essas fracdes estimulam a protecdo da mucosa géstrica, mais uma vez
confirmando a participacdo desses compostos na a¢ao gastroprotetora investigada.

O conjunto de resultados obtidos com I/R, (determinag@o dos niveis de TBARS e
tidis totais), além de demonstrar a eficicia das fracdes na prevencdo das doencas
ulcerativas, comprovou a existéncia de mecanismo antiulcerogénico adicional aos ja
discutidos mecanismos anti-secretério e citoprotetor. A atividade antioxidante dessas
fracdes confirmou a afirmacdo do Di Carlo et al. (1999) que a atividade antioxidante € um
dos principais mecanismos antiulcerogénicos relacionados a presenca de flavondides em
amostras vegetais.

Por dltimo, mas ndo menos importante, tem sido sugerido que radicais livres
gerados por neutréfilos podem retardar o restabelecimento das ulceras géstricas induzidas

no modelo subcronico de dcido acético (SHII et al., 1992). Com isso, nosso passo seguinte
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foi avaliar o potencial de cura, ou seja, a capacidade das fragdes de acelerar a cicatrizagao
de lesodes induzidas por 4cido acético 30%.

Nossos resultados obtidos nos experimentos de ulceras induzidas por 4cido acético
(Takagi et al., 1969) demonstraram que o tratamento prolongado (14 dias) dos animais com
FRF, mas ndo aquele com FDF, e de ambas as espécies estudadas, reduziu
significativamente a drea da lesdo nos estomagos. Esse efeito curativo da FRF esta
associado a presenca dos flavonéides nessas fracoes.

Sabe-se que a fase inicial da tlcera géstrica € caracterizada por necrose tecidual com
atracdo de macréfagos e leucécitos polimorfonucleares e termina quando o tecido de
granulagdo se forma acima da depressao ulcerosa (HALTER et al., 1995). Durante a fase de
cicatrizagdo rdpida o tecido de granulacdo resiste a remodelacdo continua e mudangas na
composi¢do celular. No inicio, as células inflamatérias e macréfagos sdo abundantes,
enquanto que nos estdgios finais predominam fibroblastos. Ocorre mudanca no fluxo
sanguineo da mucosa ao redor da ulcera, sugerindo que as PG’s, que causam vasodilatagao,
foram sintetizadas em maior quantidade ao redor da udlcera do que em outras partes da
mucosa gastrica (SKARSTEIN, 1996). O grande suprimento sanguineo local traduz-se em
reepitelizacdo, a qual requer abundante fornecimento de glicose e oxigénio (SATO et al.,
1995)

Apds a realizacdo dos experimentos envolvendo indug¢do de ulcera aguda e
subcronica, seguida da elucidagdo dos provédveis mecanismos de acdo passamos a investigar
a relacdo existente entre o efeito terapéutico e toxico das amostras vegetais por
entendermos que esse equilibrio entre esses dois parametros sdo de grande importancia para
avaliacdo de um agente farmacoldgico. Para isso optamos pela cultura de células que tem

possibilitado avaliar a citotoxicidade basal (EKWALL e EKWALL, 1988), a toxicidade nos
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orgdos alvos (SEIBERT et al., 1996; MELO et al., 2000) além de poder fornecer
informacdes sobre a dose letal in vivo (SHIRIVASTAVA et al., 1991). A escolha dos testes
in vitro foi em funcdo destes serem geralmente rapidos, sensiveis e econdmicos quando
comparados ao uso de animais.

Este experimento teve como objetivo investigar o efeito citotdxico das fracdes FRF
e FDF obtidas das espécies S. bisulcatus e S. arthrotrichus utilizando cultura de
fibroblastos de Hamster Chinés (V79).

Os ensaios de viabilidade que medem a capacidade metabdlica ou de morte
celulares no material testados foram aplicado com uma ampla drea de extensdo de
concentracdo como € usual quando se inicia o exame de toxicidade de compostos ndao
conhecidos (CINGI et al., 1991; MELO et al., 2001 a,b).

A capacidade metabdlica € avaliada por diferentes aspectos da funcao celular como,
reducdo enzimadtica, conteido proteico e permeabilidade da membrana independente da
capacidade de detoxificacdo dos xenobidticos. Nesse estudo foram usados fibroblastos V79
porque essas células sdo bem caracterizadas e comumente usadas em testes de
mutagenicidade e estudos de toxicidade (CINGI et al., 1991). Além dessas caracteristicas, a
linhagem de células V79 ndo possui o sistema citocromo P450 e durante condi¢cdes normais
a cultura expressa unicamente fungdes celulares basais, por essa razdo € comumente usado
para estudos de citoxicidade do tipo basal (RODRIGUEZ e HAUN, 1999). Assim, o uso de
células V79 nesse estudo reconhecidamente avalia a toxicidade de FRF e FDF obtida de
escapos da S. bisulcatus e S. arthrotrichus sem nenhum processo de detoxificacdo de
drogas via P450.

Nossos resultados mostram que as fracdes deficientes em flavonéides (FDF) obtidas

das espécies em estudo foram menos citotéxicas do que as fracdes ricas em flavondides
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(FRF). Esses resultados corroboram com os dados da literatura mostrando os efeitos
citotoxicos dos flavonédides nas células tumorais (MARTINEZ et al., 2003; GALVEZ et al.,
2003), essa toxicidade pode ser extrapolada para diferentes tipos de células (células
normais e tumorais). A cultura de células em alguns casos pode fornecer informagdes sobre
a dose letal in vivo (SHIRIVASTAVA et al., 1991). Avaliando os estudos de FRF e FDF,
os mais citotoxicos foram os obtidos da S. bisulcatus comparado aos FRF e FDF da S.
arthrotrichus. Neste sentido os FRF e FDF da S. arthrotrichus provalvelmente serdo menos
téxicos in vivo do que as fracdes da S. bisulcatus. Contudo, em ambas as espécies, os FRF
foram mais citotoxicos do que os FDF. De acordo com a literatura, os bioflavondides
apresentam uma variedade de atividades terapéuticas e quimioprotetoras atribuidas a sua
atividade antioxidante. Contudo, muitos flavondides tem também mostrado serem
genotoxicos em uma variedade de sistemas procaridticos, eucaridticos e in vivo. Snyder e
Gillies (2002) mostraram que a genotoxicidade de muitos flavondides € devido a
intercalacdo no DNA e inibicdo da topoisomerase II em células V79 provavelmente
mediado através do metabolismo de flavondides a quinonas.

Com isso € possivel concluir, que as fracdes da S. bisulcatus foram mais citotoxicas
do que as fracdes da S. artrotrichus para células V79. Além disso, € importante verificar o
efeito terapéutico versus toxicidade, as fragdes da S. arthrotrichus sdo substincias em

potencial para serem investigados em relacdo a sua atividade farmacoldgica.
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CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados com os extratos etandlicos e fracdes ricas e
deficientes em flavondides obtidas da Syngonanthus bisulcatus e Syngonanthus
arthrotrichus foi possivel concluir que:

- As substancias majoritdrias presentes nas amostras vegetais das espécies em estudo sdao
flavonéides do tipo luteolina e luteolina glicosilada;

- Para os EEOH de ambas as espécies, as doses de melhor efeito farmacoldgico foram as de
50, 100 e 250 mg/kg, sendo que a dose de 100 mg/kg apresentou resultados mais estaveis.
J4 para o estudo das fragdes a melhor dose foi a de 100 mg/kg;

- Os EEOH e as FRF e FDF, de ambas as espécies, apresentaram atividade de protecdo da
mucosa gastrica em modelos agudos de ulcera, o que se constitui em atividade
antiulcerogénica;

- As FRF sdo responsdveis pelo processo de cicatrizagdo em ulceras induzidas por 4cido
acético;

- A atividade antiulcerogénica dessas espécies estd relacionada a diminuicdo da secrecao
acida, ao aumento do muco, presenca de compostos sulfidrilas e de 6xido nitrico, a
aumento de somatostatina e reducdo da gastrina, a redug¢do de peroxidacdo lipidica e
aumento dos grupamentos tiois;

- As fragdes da Syngonanthus bisulcatus sao mais toxicas que as fracdes da Syngonanthus
arthrotrichus;

Assim, a atividade antiulcerogénica dos EEOH e fracdes FRF e FDF, obtidas da S.

bisulcatus e S. arthotrichus, pode ser atribuida a um sinergismo entre mecanismos anti-
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secretério, citoprotetor e antioxidante, provavelmente relacionado a presenca dos

flavonéides luteolina e luteolina glicosilada.
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