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RESUMO

Patologias do trato gastrointestinal, ocasionadas pelo uso abusivo de alcool levam a uma
reacdo inflamatdria resultando em lesdes como a gastrite e a Ulcera péptica. Produtos naturais
sdo usados milenarmente pela medicina popular, sendo os polissacarideos obtidos através do
endosperma de sementes leguminosas, ricas em compostos bioativos e com potencial efeito
na saude alvo de estudos contemporéaneos. Extratos da Cyamopsis tetragonolobus (GG) e
Dimorphandra gardneriana (GFD) através de seus compostos ativos apresentou efeitos
promissores contra a inflamagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos
polissacarideos da GG e GFD na defesa da mucosa gastrica em modelo experimental de
lesdo gastrica por etanol 50% em camundongos e avaliar o possivel papel da via H.S/NO/
Katp. Camundongos swiss foram pré-tratados por gavagem, com salina e os polissacarideos
da GG e GFD nas doses de 10, 30 ou 90mg/kg, v.0, meia hora antes da administragédo por
gavagem de etanol 50% (0,5ml/25g). Depois de 1h, os camundongos foram eutanasiados e
0s estbmagos abertos para determinacdo da area da lesdo usando planimetria
computadorizada. Além disso, fragmentos de tecidos foram removidos para analise
microscopica e de parametros de estresse oxidadtivo, hemoglobina, nitrito e muco
gastrico. Os outros grupos foram tratados com L-NAME (10mg/kg, i.p), propargilglicina
(50mg/kg, i.p), glibenclamida (10mg/kg, i.p) ou salina. Apds 30min os camundongos
receberam GG e GFD (30mg/kg — melhor dose, v.0) e ap6s 30min o etanol 50%
(0,5ml/25g, v.0), com a eutanasia ocorrendo 1h depois. Fragmentos de tecidos foram
removidos para analise microscopica e dosagem de GSH, MDA, MPO e nitrito. A GG e
GFD apresentaram efeito gastroprotetor contra a lesdo induzida por etanol, observado tanto
em nivel macroscopico como microscopico. Tais efeitos protetores foram evidenciados pela
capacidade das mesmas de atuar elevando os niveis de GSH, SOD e secre¢cdo de muco
gastrico. Além de diminuir os niveis de MDA, MPOQO, nitrito e hemoglobina de amostras
gastricas de animais submetidos a lesdo por etanol. Sugere-se que os efeitos gastroprotetores
de GG e GFD estejam relacionados com a ativacdo da via NO/Katp, Uma vez que na

presenca de antagonistas tal efeito protetor foi prejudicado.

Palavras-chave: Goma Guar. Galactomanana. Gastroprotecéo. Etanol. Via NO/Katp.



ABSTRACT

Gastrointestinal pathologies caused by abusive use of alcohol lead to an inflammatory
reaction, which in turn results in lesions such as gastritis and peptic ulcer. Natural products
have been used for thousands of years by the popular medicine. For instance, one can cite the
polysaccharides obtained from the endosperm of leguminous seeds, which are rich in bio-
active compounds with potential effects on the health conditions investigated by modern
studies. Extracts of Cyamopsis tetragonolobus (GG) and Dimorphandra gardneriana (GFD),
through their active compounds, have promising effects against inflammation. The objective
of this work was to assess the effects of polysaccharides from GG and GFD on the gastric
mucosal defence by using an experimental animal model of gastric lesion induced by 50%
ethanol and to assess the possible role played by H2S and NO/Kate pathway. Swiss mice were
pre-treated by gavage with saline and polysaccharides GG and GFD at dosages of 10, 30 or 90
mg/kg orally 30 minutes before administration of 50% ethanol (0.5 ml/25g). After 1 hour, the
mice were euthanised and their stomach open to measure the lesion area by using computed
planimetry. In addition, tissue fragments were removed for microscopic analysis and
assessment of parameters of oxidative stress, haemoglobins, nitrite levels and gastric mucus.
The other groups of mice were treated with L-NAME (10 mg/kg, i.p.), propargylglycine (50
mg/kg, i.p.), glibenclamide (10 mg/kg, i.p.) or saline. After 30 minutes, the mice were given
GG and GFD (30 mg/kg — the best dose, p.o.) and after further 30 minutes they were given
50% ethanol (0.5. ml/25 mg, p.o.). The animals were euthanised after 1 hour and tissue.
Fragments removed for microscopic analysis and determination of the dosage of GSH, MDA,
MPO and nitrite. GG and GFD have a gastro-protective effect against ethanol-induced
lesions, which is observed macroscopically and microscopically. Evidence of these protective
effects was based on their capacity to increase the levels of GSH and SOD as well as the
secretion of gastric mucus. In addition, GG and GFD were found to decrease the levels of
MDA, MPO, nitrite and haemoglobin of the gastric samples from animals submitted to
ethanol lesion. It is suggested that gastro-protective effects of GG and GFD are related to the

activation of the NO/Katp pathway as the presence of antagonists inhibits such effects.

Keywords: Guar gum. Galactomannan. Gastro-protection. Ethanol. NO/Katp pathway.
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1 INTRODUCAO

As patologias do trato gastrointestinal, associadas ao uso abusivo de etanol apresentam
um grande papel na gastroenterologia clinica. Estimulos agressivos gerados por essa
substancia levam a uma reagdo inflamatdria induzida por varios mediadores como citocinas
que sdo liberadas por células do epitélio e da lamina propria, resultando assim em lesdes
como a gastrite e a Ulcera péptica (WALLACE; MA, 2001).

A ingestdo continua de etanol reduzindo a defesa da mucosa gastrica, resultando no
desequilibrio entre a agdo produzida pelos agentes agressores enddgenos como, por exemplo,
0 &cido cloridrico e a pepsina e a capacidade da mucosa gastrica em resistir a agressao através
dos seus mecanismos defensivos como producdo de muco e bicarbonato, sintese de
prostaglandinas e aumento do fluxo sanguineo (KONTUREK et al., 1998).

Atualmente, os medicamentos mais comuns usados no tratamento das lesdes gastricas
sdo os inibidores da bomba de prdtons e os antagonistas do receptor de histamina H2,
entretanto essas drogas sdo associadas com recorréncia, apos a interrupcdo do tratamento,
com os efeitos colaterais indesejaveis. Deste modo, o tratamento de lesdes gastricas ainda é
um dos principais desafios e o desenvolvimento de agentes terapéuticos eficazes que sejam
menos toxicos e de baixo custo sdo imprescindiveis para superar estas desvantagens
associadas com as opcdes de tratamento convencionais (SOUZA et al., 2016).

Por isso, ao decorrer dos anos, varios estudos com inducdo de lesbes gastricas por
ingestdo de etanol s&o realizados para uma melhor previsao de qual tratamento se torna 0 mais
eficaz. E dentre os efeitos clinicos causados pela gastrite induzida, podem-se encontrar areas
de lesbes gastricas ulcerativas hemorragicas; estresse oxidativo, acompanhado de danos nos
componentes celulares na parede gastrica; e alteracdo no sistema do epitélio gastrico, assim,
refletindo necrose hemorragica e colapso da mucosa gastrica com perda de células epiteliais
(BYEON et al., 2018; ZHANG et al., 2017)

Produtos naturais sdo usados milenarmente pela medicina popular com o intuito de
tratar diversas patologias (YANG et al., 2014). E eram empregados pelos pacientes como
alternativa complementar aos medicamentos sintéticos. O uso das plantas medicinais foi
disseminado principalmente pela cultura indigena e o Brasil sendo um pais rico em
diversidade, cujo territorio possui diversos biomas, pode fornecer uma grande variedade de
plantas com potencial terapéutico (O'SULLIVAN et al., 2010).

A Goma Guar é um polissacarideo altamente viscoso derivado do endosperma da

semente da planta Cyamopsis tetragonolobus. E predominantemente composto por um
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galactomanano com uma longa cadeia central de residuos de manose, unidos por ligagdes
glicosidicas e residuos de galactose ligadas aos lados do nucleo central de manana. Essa goma
foi purificada por quatro métodos diferentes, a fim de reduzir as impurezas, especialmente 0s
residuos proteicos (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2007). Utilizando um modelo de
osteoartrite experimental em ratos foi demonstrado que a injegéo intra-articular da goma guar
purificada forneceu analgesia (CASTRO, 2006).

A galactomanana da fava danta (GFD) obtida a partir da semente de Dimorphandra
gardneriana, planta usada por suas propriedades comercialmente favoraveis na industria
biomédica e farmacéutica demonstrou um potencial para aplicabilidade biol6gica (CUNHA et
al., 2009). Porém, ainda ndo h& nenhum estudo que relate a utilizagdo dessa goma de
galactomanana em modelos experimentais de gastrite. Baseado nessas evidéncias cientificas,
de maneira inédita, o presente trabalho objetivou estudar os efeitos dos polissacarideos Goma

Guar e GFD em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etanol e a Lesdo Gastrica

O etanol é a substancia mais comumente consumida no mundo abrangendo pessoas de
todas as faixas etarias, sendo 0 uso excessivo aumentado nas Ultimas décadas, constituindo
um problema global que causa muitos efeitos patolégicos e uma carga significativa de
assisténcia médica, estabelecendo um problema de salde publica (ENGEN et al., 2015;
KATZUNG, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Estima-se que o abuso de etanol representa o terceiro maior fator de risco para doencas
e incapacidades do mundo, constituindo um fator causal de sessenta tipos de doencas e lesdes
e € uma causa simultanea de pelo menos outras 200 pessoas (ROCCO et al., 2014). Dentre as
sequelas estdo doencas hepaticas, cardiovasculares e do trato gastrintestinal, como a gastrite
(PIANO, 2017; ROCCO et al., 2014; ROSENKRANZ, 2003)

Na gastrite relacionada ao etilismo, o etanol afeta a estrutura e funcdo de varios
elementos do trato gastrintestinal e seu consumo nocivo resulta em 2,5 milhdes de mortes a
cada ano e representa 9% das mortes entre os jovens com idade entre 15 e 29 anos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

No entanto, a relacdo com a mortalidade é controversa, uma vez que existem
associacdes consistentes entre consumo moderado ou ocasional € uma menor mortalidade.
Estudos recentes sugerem, inclusive, pouco ou algum beneficio a saide pelo etanol, embora
necessite de mais estudos observacionais que esclareca essa possivel influéncia positiva do
etanol (KEYES et al., 2019).

Os efeitos do etanol no trato gastrointestinal sdo bastante diversificados. Estudos
destacam a importancia de mudancgas na microbiota intestinal em disturbios relacionados ao
etanol. AlteracGes induzidas pelo etanol na composicado da microbiota e na funcdo metabolica
do Trato Gastrintestinal (TGI) podem contribuir para a ligagédo bem estabelecida entre estresse
oxidativo induzido por etanol, hiperpermeabilidade intestinal a produtos bacterianos luminais
e o desenvolvimento subsequente de doenca hepatica alcodlica, bem como outras doencas.
Além disso, dados clinicos e pre-clinicos sugerem que os distirbios relacionados ao etanol
estdo associados a alteragdes quantitativas e qualitativas na microbiota intestinal e podem
estar associados ao aumento da inflamacdo do TGI, hiperpermeabilidade intestinal resultando

em toxicidade, inflamac&o sistémica e dano tecidual de 6rgaos (ENGEN et al., 2015).
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No estbmago, o etanol promove rapidamente reacdo inflamatéria como a formacéo de
ulceras formadas em consequéncia da liberagdo de mediadores inflamatorios que reduzem o
fluxo sanguineo, induzem vasoconstricdo, isquemia e morte celular, aumentando a
permeabilidade vascular, influenciando no aparecimento de hemorragias e ulceracdes
(SANTOS; RAO, 2001).

O etanol e seus subprodutos geram Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) suprimindo
a expressao de enzimas antioxidantes e citoprotetoras. Alem de exercer efeitos genotdxicos
danificando diretamente o DNA, o ROS pode ativar moléculas sinalizadoras envolvidas na
inflamacdo, metastase e angiogénese. O consumo exagerado de etanol induz deficiéncia de
folato, 0 que pode resultar em perfis aberrantes de metilagdo do DNA, influenciando a
expressdo génica relacionada ao cancer, como mostrado na Figura 1 (NA; LEE, 2017).
Recentemente, foi elucidado que o tratamento com etanol pode causar danos no DNA celular,
ativar a caspase-1 e promover a geracéo e liberacéo de IL-1p e IL-18. O etanol poderia induzir
a piroptose (LI et al., 2018).

Figura 1 — Mecanismos subjacentes ao etanol induzindo a carcinogénese e a inflamacao no

estdmago
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O etanol atua como um agente pro-inflamatorio, ativando diversos fatores de
transcrigdo e causando inducdo do mRNA da COX-2 e indugdo da iNOS. E promove a
ativacdo dos dois maiores fatores de transcricdo das células eucaridticas (AP-1 e NF-kB) os
quais induzem a formacdo de COX-2 e esté relacionado também a fosforilagdo da MAPK p38
responsavel por mudancas na transcricdo de genes relacionados a inflamacdo (LEE et al.,
2005). Alguns produtos do metabolismo do &cido araquidénico também tém sido implicados
na patogénese da injuria gastrica causada por etanol (SAMONINA et al., 2004).

Como consequéncia dos danos aos microvasos, o etanol promove a liberacdo de
mediadores inflamatorios e vasoconstricdo de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberacdo de endotelina e degranulacdo de mastécitos.
Foi verificado que o etanol, de maneira crbnica, causa uma adesdo, dose-dependente, de
neutrofilos com consequente dano celular no epitélio gastrico. Porém, em lesbes agudas, 0
etanol em concentracBes elevadas provoca lesbes na mucosa gastrica independente da agéo
dos neutréfilos (MEDEIROS et al., 2008).

2.2 Mecanismos de protecdo da mucosa gastrica

2.2.1 Oxido Nitrico e a Protecdo Gastrica

O estbmago, 6érgdo responsavel pela digestdo dos alimentos, possui mecanismos de
protecdo que agem impedindo que a mucosa estomacal seja “digerida” pelo suco gastrico.
Estes mecanismos de protecdo incluem secrecdo de muco gastrico e bicarbonato, aumento do
fluxo sanguineo, inibicdo da secrecdo de &cido gastrico, renovacdo das células epiteliais,
geracdo de prostaglandinas, Oxido nitrico e mecanismos antioxidantes (YANDRAPU;
SAROSEIK, 2015).

A descoberta do radical monoxido gasoso de nitrogénio, o éxido nitrico (NO), tem
sido foco de atengdo pela sua participacdo na sinalizagdo de varios processos fisioldgicos e/ou
patoldgicos (MEDEIROS, 2006).

Vérios estudos apontam a presenca de mediadores gasosos envolvidos na
gastroprotecdo. O NO um gas volatil, sintetizado atraves de uma série de etapas de
transferéncia de elétrons a partir da enzima éxido nitrico sintase e o sulfeto de hidrogénio
(H2S) que é sintetizado a partir de um aminoacido (L-cisteina) sendo uma das principais

fontes de enxofre necessario para a sintese de H.S, quando inibidos podem trazer sérios danos
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a mucosa, aumentando a suscetibilidade a graves lesdes apds exposicdo as drogas e ao etanol
(MEDEIROS et al., 2009; MONTEIRO et al., 2019).

A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino da L-
arginina, que € convertida em L-citrulina. Esta reacdo é catalisada pela enzima NO-sintase
(NOS) (MARLETTA et al., 1994). Uma variedade de isoformas de NOS tem sido purificada
em diferentes tecidos de mamiferos e muitas ja tiveram seus genes clonados. Estudos
bioquimicos e analise sequencial de aminoacidos revelaram que estas isoformas representam
uma familia de proteinas e, aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos. Assim, as
isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS),
dependente de ions célcio (Ca++) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalizagdo celular,
e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macrofagos e outras células ativadas por citocinas
(MONCADA et al., 1991).

A c-NOS e a i-NOS diferem quanto ao peso molecular, a forma de ativacdo e a
capacidade de sintese de NO e ja foram caracterizadas, purificadas e tiveram os genes
clonados (NISHIDA et al., 1992). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-
NOS, tipo 1), presente normalmente nos neurdnios, e a NOS endotelial (e-NOS, tipo IllI),
presente normalmente nas células endoteliais vasculares (MONCADA et al., 1991) e nas
plaquetas (RADOMSKI et al., 1990).

Sob condi¢Bes normais, as células produzem pequenas quantidades de NO, e essa
producdo depende das enzimas constitutivas (eNOS e nNOS), indicando que o NO atua
diretamente no controle de diversas respostas celulares. O nNOS esta presente principalmente
em neur6nios, mas também pode ser expressa no musculo esquelético, no rim, no pancreas e
epitélio do estdmago. O Oxido nitrico produzido pela acdo da nNOS possui funcdo de
neurotransmissdao, mas também pode ser utilizado para regulacdo do ténus muscular do trato
gastrointestinal (MEDEIROS, 2006).

O oxido nitrico & um importante mediador de protecdo da mucosa gastrica através do
aumento do fluxo sanguineo, secrecdo de muco e bicarbonato e de sua habilidade em inibir a
aderéncia dos neutrofilos as células endoteliais (MAGIEROWSKI et al.,, 2015). Este
mediador gasoso esta envolvido no mecanismo de secrecdo de bicarbonato em conjunto com a
PGE2. Quando ha aumento da secrecdo acida, o NO estimula a sintese de PGE2, a qual ¢
responsavel pela inibicdo da secrecédo de acido e aumento da secrecdo de bicarbonato (KIM,
2014; TAKEUCHI et al., 2011).

No trato digestivo, o Oxido nitrico tem influéncia sobre a secre¢do de muco, fluxo

sanguineo, bem como sobre a resisténcia da mucosa a elementos agressores, como
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demonstrado na Figura 2 (EBERHART et al., 1995). Seu efeito citoprotetor se da por
promover vasodilatacdo e consequentemente um aumento do fluxo sanguineo da mucosa
gastrica, acelerando a retirada dos ions H* nocivos a esta e ainda aumentando o aporte de
nutrientes para a mesma (KATO et al., 1998).

A producéo de NO de forma constitutiva é de suma importancia para manter a barreira
protetora da mucosa do trato gastrointestinal. Esta protecdo em parte pode ser atribuida a sua
capacidade em elevar o fluxo sanguineo, inibir a adesdo dos leucdécitos ao endotélio vascular,
auxiliar na cicatrizacdo da Ulcera gastrica, além de estimular a angiogénese e regulacéo da
secrecdo de acido cloridrico. Contudo, presenca de NO em baixas concentracdes esta
associada aos efeitos benéficos no trato gastrointestinal, enquanto o NO em concentracGes
elevadas pode induzir a sintetizacdo de radicais originados a partir do nitrogénio, que sdo
toxicos para varias linhagens celulares (DINIZ, 2016; MEDEIROS, 2006).

Figura 2 — Formacao e efeito gastroprotetor do 6xido nitrico
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.2.2 Canais de Potéssio Sensiveis ao ATP (Katp) € a Protecédo Gastrica

Os canais de potassio sensiveis a0 ATP (k*atp) séo canais de ligagdo importantes na
excitabilidade da membrana da célula, para seu estado celular bioenergético. Os canais k*atp
sdo compostos por subunidades formadoras de poros e subunidades reguladoras (ZHOU et al.,
2014).

Sdo compostas pela combinacdo Unica de duas proteinas diferentes, formadas por oito
subunidades, sendo 4 a-subunidades da familia kir6 (Kir 6.1 e 6.2) no qual constituem a
subunidade formadora do poro e 4 subunidades regulatérias localizadas ao redor do poro,
SUR (para receptor de sulfonilureia), membro da familia de proteinas cassete ligadas ao ATP.
A inibicdo do ATP resulta da interacdo com as subunidades Kir6é enquanto a ativacdo
nucleotideo Mg?* reflete a interagio com as subunidades SUR (COLLIN, 2011).

Tradicionalmente os Kir6.1-6.2 sdo conhecidos pelos seus efeitos no processo de
controle da liberacdo de insulina. Em especial, o Kir 6.2 estd presente nas células B
pancreaticas, e 0 seu blogueio farmacoldgico tem sido muito utilizado como auxiliar na
terapéutica da diabetes tipo Il, visto que, sua inibicdo estimula a liberacdo de insulina.
Entretanto, os Kir 6.1 estdo expressos no miocérdio e no masculo liso vascular (BUCKLEY;
SINGER; CLAPP, 2006).

A ativacdo excessiva desses canais tem sido associada com reducdo da contratilidade
vascular e reducdo dos niveis de pressdo arterial (LI et al., 2013). Farmacologicamente, sdo
inibidos por sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida, e estimulados por agentes
como o diazoxido, minoxidil e pinacidil. Os Kir6.1-6.2 sdo sensiveis ao ATP. Desta forma, a
reducdo da disponibilidade de ATP intracelular resultante de condi¢Ges isquémicas ou em
situacbes de hipoxia, estimula a ativacdo destes canais. Assim a ativacdo dos Kir 6.1 esta
associada com varias patologias, como diabetes, hipertensdo cronica e aterosclerose
(SORENSEN et al., 2011).

Os canais de Katp participam da atividade elétrica em muitos tecidos na regulacdo do
fluxo de potassio na membrana celular. Esses canais podem ser ativados por alguns fatores
como a entrada e a liberacdo de célcio intracelular, a voltagem, as proteinas G e ATP.
Também estdo envolvidos nas respostas celulares a varios tecidos, alterando o estado
metabolico (MEDEIROS et al., 2009).
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Figura 3 — Funcg6es celulares e papel metabdlico dos canais de Katp
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Fonte: Medeiros (2006).

Foi descoberto inicialmente no coracdo e encontrado mais tarde em outros tecidos
como o pancreas, na musculatura lisa e esquelética, nos rins e cérebro. Os canais de Katp s80
inibidos pelo ATP intracelular e ativados pelo Mgapp, UM composto que interage com oS
nucleotideos receptores de sulfonilureias da subunidade SUR do canal de Katp, assim,
ativando-o. No sistema vascular, os canais de KATP estdo implicados no relaxamento do
masculo liso vascular, possuindo um papel importante no controle da pressdo sanguinea
(MEDEIROS et al., 2008).

Os canais de KATP estdo envolvidos em func@es fisioldgicas do estdmago tais como:
secrecdo de &cido géstrico; regulacdo do fluxo sanguineo e contratilidade do estdémago.
Contudo os efeitos diretos da gastroprotecdo mediado pelos canais de Karp ainda ndo foram
completamente investigados, mas a regulacdo do fechamento e abertura dessa via no

estdmago pode ser um mecanismo de defesa (MEDEIRQOS, 2006).
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Figura 4 — Canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) e seus efeitos gastroprotetores
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3 Implicag0es atuais sobre o tratamento da gastrite

Dentre as terapéuticas aplicadas a gastrite tem-se os farmacos inibidores da bomba de
protons que levam a inibicdo do acido estomacal atuando impedindo a H */K*ATPase das
células parietais. Estes medicamentos sdo poderosos inibidores de acido e sdo amplamente
utilizados como farmacos de escolha para o tratamento da doenca do refluxo gastresofagico e
das Ulceras pépticas induzidas por anti-inflamatérios ndo esteroidais e etanol. O uso continuo
dessas drogas pode levar a complicagbes graves, como estenose esofégica, infeccdo por
Clostridium difficile, pneumonia, fraturas ¢sseas, deméncia, doenca renal cronica e
supercrescimento bacteriano do intestino delgado (VIGNERI et al., 1995).

Estudos recentes confirmaram uma associagdo positiva entre 0 uso de inibidores de
bomba de prétons e tumores malignos ou pré-malignos do trato gastrointestinal. Apontando
disposicdes recentes que sugerem que a dose desses medicamentos em longo prazo deve ser
reavaliada constantemente e que a menor dose eficaz possivel precisa ser prescrita. Outras

pesquisas mostraram efeitos antitumorais significativos dos inibidores de bomba de protons
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em células cancerosas, como o adenocarcinoma de Barrett e células de melanoma além de
contribuir para a diminuicdo da resisténcia tumoral a quimioterapia (DE MILITO et al.,

2010).

Existem duas hipoteses que explicam a associacdo entre o cancer gastrico e 0 uso
prolongado de inibidores de bomba de prétons. A primeira ocorre em decorréncia de uma
hipergastrinemia que reduz a acidez gastrica levando a uma proliferacdo de células
semelhantes & enterocromafina que expressam receptores colecistocinina-2 gastricos
promovendo um quadro hiperplésico, além de serem as células-alvo da gastrina na mucosa
oxinica para a formacdo de tumores neuroenddcrinos. A segunda hipétese que a intensa
presenca da gastrina promovendo um efeito tréfico na mucosa oxinica, bem como nas células
enterocromafinas levam a um processo inflamatério de continuidade deixando o ambiente
favorével ao surgimento de processos neoplasicos malignos (KATO et al., 2006).

De forma resumida os medicamentos inibidores da bomba de protons diminuem a
secrecdo de &cido gastrico e levam a hipergastrinemia com a proliferacdo de células
enterocromafina na glandula oxinica, elucidando parcial e teoricamente a potencial associagdo
com o cancer gastrico, ou pelo menos, 0 aumento da carcinogénese gastrica associada a H.
pylori (Figura 5). No entanto, esta hipdtese é muitas vezes insuficiente ja que trabalhos

apontam que esses medicamentos ndo alteram a microbiota gastrica, nem contribuem

significativamente para o desenvolvimento do cancer (PARSON et al., 2017).
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Figura 5 — Efeitos do contraste dos inibidores da
bomba de protons na mucosa gastrica normal e nas

células cancerosas gastricas
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Fonte: Joo, Park e Chun (2017).

Diversos trabalhos demonstraram uma associacdo relevante entre o uso continuo de
inibidores de bomba de protons e o aumento das chances de aparecimento do cancer
gastrico. Contudo, a evidéncia esta distante de ser categérica devido aos limites do desenho da
pesquisa e a delecdo de varias varidveis basicas. Além disso, existem dados
contraditérios. Por exemplo, apesar dos Estados Unidos serem um dos paises com 0 uso mais
frequente e de longo prazo desses medicamentos, a incidéncia de neoplasias malignas
gastricas é relativamente pequena (STRAND; KIM; PEURA, 2017). Assim, evidéncias fortes,
incluindo estudos prospectivos em larga escala bem planejados, sdo necessarios para apoiar a
associacdo potencial entre o uso prolongado desses farmacos e o cancer gastrico (JOO;
PARK; CHUN, 2019).

O efeito inesperado dos inibidores de bomba de potassio em relacdo aos tumores
solidos, incluindo o cancro gastrico pode ocorre por varios mecanismos. Esses agentes
farmacologicos contribuem para superar a resisténcia a drogas e melhorar a
quimiossensibilidade através da inibicdo da H * ATPase vacuolar (VH ™ -ATPase) das células
tumorais, alcalinizando o microambiente do tumor e retendo drogas citotdxicas como
cisplatina, 5-fluorouracil e vinblastina fracamente basicas dentro dos alvos

intracelulares como em varias linhas celulares de cancer solido. Os inibidores de bomba de
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potéssio diminuem a quimiorresisténcia via transformacéo da glicolise anaerdbica (JOO et al.,
2019).

E bem conhecido que a via de sinalizacdo do transdutor de sinal e do ativador da
transcricdo 3 desempenha um papel essencial na invasdo do cancer gastrico. Um estudo in
vitro demonstrou que medicamentos como 0 omeprazol exibiu uma citotoxicidade
condicionada da dose e aumentou a sensibilidade da cisplatina via inibicdo da atividade do
ativador da transcricdo 3 estimulando a interleucina 6 e seus genes-alvo. Os inibidores de
bomba de potassio podem desempenhar um “duplo papel” na carcinogénese gastrica e no
manejo do cancer gastrico avancado (JOO; PARK; CHUN, 2019).

Muitos compostos quimicos naturais tém demonstrado aplicabilidade biolégica em
diversas doencas através dos seus efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes, tais substancias
apresentam baixa citotoxicidade e minimos efeitos adversos sendo uma alternativa para a

substituicdo de medicamentos com efeitos colaterais incertos (VASCONCELOS, 2015).

2.4 Produtos naturais e a suas aplicagdes na gastrite experimental induzida por

etanol

Os produtos naturais obtidos de plantas tém sido foco de pesquisas para a descoberta
de novas moléculas de interesse farmacologico e biomédico. Desde os primordios, os seres
humanos faziam uso de plantas como remédios e esse interesse em compostos bioldgicos
naturais aumentou a medida que as demandas por alimentos funcionais elevaram (DINIZ,
2016; PANTOJA et al., 2018; PARK; SONG; CHO, 2018). Contudo, a aplicacdo de produtos
naturais como forma de tratamento contra a gastrite tornou-se base para diversos estudos que
se intensificaram nos ultimos anos, em especial, a procura de atividade antiulcerogénica e que
estimulem os fatores de protecdo (DINIZ, 2016). Obtendo variacGes de efeitos terapéuticos

significativos (Tabela 1):
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Tabela 1 — Retrospectiva de estudos que utilizaram produtos naturais e seus efeitos em

modelos de gastrite induzida

Produto natural Conclustes Referéncia
. . ibuica inibica Alci BRUNE; BICKEL;
Petasites hybrldus dContrléJwan para a inibicdo de calcio
ependente. PESKAR (1993)
Esse estudo sugere que a inibi¢do da motilidade
Cyperus rotundus gastrica causado pela erva pode contribuir
parcialmente ao efeito protetor da mesma. ZHU et al. (1997)

& : : Em concluséo, o estudo conluiu a gastroprote¢do
Oleo resina de Copaifera é mediada pelo efeito na produgéo de mucoe por ~ PAIVA et al. (1998)

langsdorffi suas propriedades secretoras de antiacidos.
Em conjunto, os achados sugerem acdo anti-
Angelica sinensis inflamatéria,  alivio na atividade da CHO et al. (2000)

mieloperoxidase.
Os resultados do presente estudo sugeriram a RAJESHKUMAR;

. . - - nova atividade citoprotetora nas células da .
Emblica officinalis mucosa gastrica, demonstrando potente atividade THERESE; KUTTAN

anti-Glcera. (2001)
O estudo indica que o produto inibe a secre¢éo
Cabe(;a_ do Panax acida, incremento da secrecdo de mucina e  JEONG et al. (2002)
ginseng propriedade antioxidante.
Extrato aquoso da A pesquisa indica que 0 extrato exibe moderada SULEYMAN et al.
. . atividade anti-inflamatéria e antiulcerogénicas
Lobaria pulmonaria  fotes (2003)
Esses resultados indicam que esse produto KANTER: COSKUN:
Nigella sativa apresenta efeitos antiperoxidativos, antioxidantes ’ !
e anti-histaminicos. UYSAL (2006)

Este estudo fornece evidéncias de que esse
Al extrato possui  efeitos gastroprotetores e
Extrato etanclico de antiulcerogénicos pela inibicao do Ac. Triciclico ~ NUNES et al. (2009)
Combretum leprosum e aumento dos fatores defensivos da mucosa,
como muco prostaglandina.
Os_ resuAIta(_jos demonstram at|\~/|dade CORDEIRO et al.
Croton urucurana antiulcerogéncia, aumentando a producdo de
muco e reducdo de acidez gastrica. (2012)
Os achados sugeriram efeitos protetores devido
as acOes antioxidantes, bem como seus efeitos
opostos em alguns mediadores intracelulares SELMl et al. (2017)
estudados.

Citrus sinensis L.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A literatura pbde indicar que os produtos naturais promovem efeitos de
gastroprotecdo através de mecanismos envolvendo as vias de NO/Kate. (CHAVEZ-PINA et
al., 2010; DAMASCENO et al., 2013; MONTEIRO et al., 2019; SANTANA et al., 2015)

Produtos naturais em parte apresentam efeitos anti-inflamatdrios, como o caso da
Petasites hybridus que possui um principio ativo capaz de suprimir a producdo de peptido-
leucotrienos (pLTs) quase completamente sem afetar a formacdo dos outros eicosandides
principais. E isso é através de uma interferéncia indireta na atividade da 5-lipoxigenase ou
outros fatores-chave, assim, reduzindo a disponibilidade de ions calcio necessarios no
processo de producdo de leucotrienos. E em outros casos, em relagdo a Lobaria pulmonaria,
ha efeitos anti-inflamatérios semelhantes aos efeitos da “nimesulida”, devido a inibigdo

seletiva para a COX-2. E com relacdo a reducao de fatores de necrose tumoral (TNF-alfa), o
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uso do extrato da Citrus sinensis L. diminuiu a expressdo de COX-2, além de corrigir 0
aumento do numero peroxidagdo lipidica géstrica. (BRUNE; BICKEL; PESKAR, 1993;
SELMI et al., 2017; SULEYMAN et al., 2003)

Portanto, ao comparar esses estudos de diferentes décadas, pode-se destacar que 0s
produtos naturais utilizados como forma de tratamento contra a gastrite apresentaram de
forma geral o mesmo resultado, a gastroprotecdo, podendo ou ndo seus efeitos ser
semelhantes. Assim, destacando a variabilidade de recursos naturais com finalidades
terapéuticas ao tratamento contra a gastrite (SULEYMAN et al., 2003).

Dentro dos produtos naturais disponiveis atualmente, a galactomananas sdo
polimeros que demonstram uma variedade de usos e diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, sendo bem aplicados como espessantes em sistemas aquosos simples e
estabilizantes de emulsdes. Por serem derivados de plantas sdo considerados recursos
renovaveis e atoxicos, beneficiando seu largo uso nas industrias téxteis, farmacéuticas,
biomédicas, cosméticas e alimenticias (SALVALAGGIO et al., 2015). Em relacdo a sua
toxicidade, estudos in vivo com galactomananas extraidas de sementes de Leucaena
leucocephala (leucena), Cyamopsis tetragonolobus (goma guar) e Dimorphandra 5 mollis
comprovaram auséncia de citotoxicidade (PANEGASSI; SERRA; BUCKERIDGE, 2000).

As galactomananas apresentam quatro grupos principais (goma alfarroba:
Ceratonia siliqua, goma guar: Cyamopsis tetragonoloba, goma tara: Caesalpinia spinosa
Kuntze e feno-grego: Trigonella foenum-graecum L.) e suas sementes estdo presentes em
diversas partes do planeta (AZERO; ANDRADE, 2002).

Esses polissacarideos da parede celular de plantas podem se classificados de acordo
com sua estrutura quimica em mananas, xiloglucanas e galactanas. As mananas Sao
subdivididas em mananas puras, glucomananas e galactomananas. As galactomananas e as
xiloglucanas apresentam maior representatividade pela importancia na atividade industrial.
Galactomananas s@o heteropolissacarideos neutros extraidos principalmente de
endospermas de sementes de plantas da familia Leguminosae e em menores quantidades
das sementes das familias Palmae, Annonaceae, Convolvulaceae, Loganiaceae e algumas
espécies de fungos, onde possuem atividade de protecdo, retencdo e armazenamento de
agua. A solubilidade das galactomananas em agua depende do contetdo de galactose
substituinte e quando soltveis em agua formam fluidos viscosos e estaveis e também
podem interagir de forma sinérgica com outros polissacarideos para o desenvolvimento de
géis (MONTEIRO, 2009; PRAJAPATI et al., 2013).

Os polissacarideos possuem uma ampla gama de aplicacGes, além de vérias atividades
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bioldgicas, como: antivirais, antitumorais, antioxidantes, anticoagulantes e antitromboticas. E
por isso, esses produtos veem sendo investigados em estudos sistematizados com indugao de
gastrite por etanol em modelos animais, apresentando efeitos medicinais relevantes, devido as
atividades protetoras no sistema gastrointestinal (CUNHA; FEITOSA, 2009). Como

evidenciado pelos seguintes estudos (Tabela 2):

Tabela 2 — Publicacbes que utilizaram polissacarideos no tratamento de gastrite

experimental induzida por etanol em 2018/2019

Produto natural Conclusoes Referéncia
O presente estudo com extrato de Curcuma longa SAVARINGAL;
Curcuma longa linn ~ revelou que possui atividade —antiulcerogénica SANALKUMAR
significativa. (2018)

Extrato de Artemisia
capillaris

Em conjunto, os achados sugerem que o extrato inibe
a inflamacdo e manttm a  homeostase
oxidante/antioxidante, resultando em um efeito
gastroprotetor contra o dano gastrico induzido por
HCI / etanol. Portanto, o extrato pode ser uma droga
promissora ou Util neutraceutical para o tratamento de
gastrite e Ulcera gastrica.

YEO et al. (2018)

Polissacarideo de
Dendrobium nobile

Em conclusdo, o estudo confirmou que a pré-ingestao
do polissacarideo poderia proteger contra a Ulcera
gastrica induzida por etanol. Além disso, 0 mecanismo
de protecdo da Ulcera foi verificado em varias frentes.

ZHANG et al.
(2018)

Alpinia officinarum

O extrato de Alpinia officinarum e a galangina
exercem efeitos antiulcerosos por meio das vias
ciclooxigenase e ndo-ciclooxigenase, validando o uso
de galangina como tratamento para danos gastricos.

GONG et al. (2018)

Pimenta racemosa

As folhas de P. racemosa sdo ricas em compostos
fendlicos e mostraram significativas atividades

MOHARRAM et al.

biolégicas. (2018)
] ] ) Acdo contra a lesdo gastrica induzida pela PANTOJA et al
Ximenia americana indometacina em camundongos, efeito que foi )
dependente da reducdo da infiltracdo de neutrofilos. (2018)
Os achados sugeriram que a suplementacéo oral com o
extrato, especialmente o etanol, antes do consumo BYEON et al
. excessivo de etanol, pode exercer um efeito protetor et al.
Dioscorea batatas contra a mucosa gastrica induzida pelo etanol in vivo, (2018)
presumivelmente através da ativagdo do sistema
antioxidante e supressdo de a resposta inflamatoria.
Polissacarideo Esses  resultados indicam  forte  atividade ZHANG et al
isolado de Bletilla gastroprotetora, devido ao estresse antioxidante, anti- )
striata inflamtorio e inibicdo da via de sinalizagdo da MAPK. (2019)
Passiflora edulis f. Essa pesquisa evidenciou uma gastroprotecdo em ABBOUD et al
. Ulceras induzidas experimentalmente, pois houve uma '
FIawcarpa deplecdo do GSH e do muco da parede géstrica. (2019)

Sementes de Mucuna

Acéo antioxidantes  via

adrenoceptores alfa-2 e prostaglandinas, sem sinais de

gastroprotetora €

PINTO et al. (2019)

pruriens toxicidade.
Handroanthus Os achados evidenciaram efeitos gastroprotetores e CARLOTTO et al
cicatrizantes de Ulcera gastrica. E inibiu a deplecdo de '
heptaphyllus muco e GSH. (2019)
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Polissacarideo Em seus resultados demonstrou um potencial benéfico
sulfatado de como produto gastroprotetor e antioxidante, LAJILI et al. (2019)
Laurencia obtusa aumentando os niveis de GSH na mucosa gastrica.

Essa substancia promove gastroprotecdo através da

prevencdo de mecanismos de defesa enddgenos,

representando por muco e GSH, além de atividade LUZ etal. (2019)
antioxidante.

Sedum dendroideum

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.5 Galactomanana da Fava Danta (Dimorphandra gardneriana) e sua

aplicabilidade bioldgica

A galactomanana da fava danta (GFD) é obtida através de sementes da espécie
Dimorphandra gardneriana (Figura 6) sendo tipica dos estados do Piaui, Cearad e
Maranhdo (MONTEIRO, 2009; PRAJAPATI et al., 2013).

Figura 6 — Cyamopsis tetragonolobus (A frutos) e Dimorphandra gardneriana (B arvore e
frutos)

{/
N %‘/ \"/

Fonte: Filizola (2013).
Em relacdo a citoxicidade da GFD, pesquisas apontam baixa ou nenhuma

citoxicidade estatisticamente significante (MOURA NETO et al., 2014). O comportamento
sinérgico e as propriedades fisico-quimicas da galactomanana sdo importantes para
aplicacdes industriais. Esses polissacarideos podem ser usados como floculantes e
inibidores sinérgico sendo um produto de escolha em industrias alimenticias, cosméticas,
farmacéuticas e téxteis (MONTEIRO, 2009; NASCIMENTO, 2017).

A caracterizacdo das propriedades gastroprotetoras de produtos naturais pode
contribuir para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos ou suplementos
alimentares funcionais (MARQUES et al., 2019).
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As galactomananas sdo consideradas polissacarideos neutros, apesar de
apresentarem proteinas contaminantes por serem polissacarideos naturais. Em relacdo a
caracterizacdo da GFD, o gel purificado e o ndo purificado desse produto natural
apresentam respectivamente 95% e 96% de &gua, ndo apresentando uma diferenca
signficativa no teor (CUNHA et al., 2009; MONTEIRO, 2009).

A reticulacdo da GFD apresentou uma eficiéncia para a obtencdo de um gel fluido
deste polissacarideo, que pode ter, durante sua obtencdo, sua viscosidade controlada pela
interrupcao da reacdo por colocacédo do sistema em didlise (MONTEIRO, 2009).

O glutaradeido é um reagente toxico presente na GFD, onde tal substancia precisa
ser quantificada para o produto natural ser utilizado em finalidade bioldgica. E a reticulacdo

com glutaraldéido promove um aumento consideravel de viscosidade (MONTEIRO, 2009).

2.6 Goma Guar (Cyamopsis tetragonolobus) e sua aplicabilidade bioldgica

A goma guar (GG) é extraida a partir de sementes de Cyamopsis tetragonolobus
(Figura 5), cuja casca representa 14-17%, o endosperma 35-42%, e 0 embrido 43-47% do
peso seco da semente (MONTEIRO, 2009; PRAJAPATI et al., 2013). A GG purificada
apresenta potencial no tratamento da osteoartrite experimental em ratos por
viscossuplementacdo diminuindo a dor e protegendo os componentes da diartrose
(CASTRO et al., 2007; CASTRO et al., 2006; CUNHA et al., 2008).

A GG ¢é um galactomanano bem conhecido. Além de galactose e manose, pequenas
guantidades de outros monossacarideos, como glicose e arabinose também foram
identificados. E composto predominantemente por um galactomanano com uma longa
cadeia central de residuos de manose, unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B- (1 — 4) ¢
residuos de galactose unidos por ligacdes do tipo a- (I — 6) ligados aos lados do manano
nucleo central (CASTRO et al., 2016).

Além de ser um componente potencialmente in6cuo, a GG é um biodegradavel de
baixo custo e facilmente disponivel, além de ser um polissacarideo amplamente aplicado na
industria. No setor farmacéutico, por exemplo, suas propriedades funcionais sdo de
primordial importancia para controlar a liberagdo de medicamentos em trato
gastrointestinal, como transportador de célon direcionado, para medicamentos anticancer no
tratamento de cancer colorretal cancer e para solugdes de reidratagdo oral no tratamento de
colera em adultos, além de fornecer analgesia e condroprotecdo nos casos de osteoartrite

através de mecanismos farmacologicos e ndo reoldgicos. A goma também € usada em
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drogas transdérmicas sistemas de distribui¢do, como muco cervical sintético (CASTRO et
al., 2016; CUNHA et al., 2007; CUNHA et al., 2005).

Estas observacdes reforcam o valor da realizacdo de estudos de obtencdo e
caracterizacdo das propriedades dessas galactomananas e a comparacdo com outras
terapéuticas e aplicacbes em modelos bioldgicos experimentais com repercusséo
inflamatoria. A purificacdo da GG e GFD objetiva a remogdo de contaminantes como
proteina e outros polissacarideos que possam estar presentes resultando em inflamacéo
quando testadas em cobaias. As galactomananas (GG e GFD) sdo purificadas (Figura 7)
pelo método de Fehling reduzindo a quantidade de proteinas e consequentemente seus
efeitos colaterais e aumentando seu potencial de utilizagio em modelos bioldgicos
(CUNHA et al., 2009; CUNHA et al., 2007; NETO et al., 2014).

Figura 7 — Amostras de GFD (A) e GG (B) ndo purificadas e purificadas. Apos

purificacbes ambas as gomas ficam mais claras, notadamente mais visivel para GG

Fonte: Monteiro (2009).

Sabe-se que a presenca de proteina nos polissacarideos pode induzir uma resposta
inflamatoria nos tecidos e essa resposta pode inibir o uso farmacolégico de materiais a base
de polissacarideos. O grau e a cinética do processo de hidratacdo ou dissolucdo sdo
variaveis criticas que influenciam a atividade biolégica da goma de guar (CUNHA et al.,
2007).

A GG pode ser purificada com metodos diferentes que reduzem as proteinas
contaminantes, mas os métodos que utilizam a solugdo de Fehling apresentam de
efetividade maior em relacdo aos outros métodos. E isso se deve ao fato da recuperacao de
quase todo o polissacarideo precipitado com solucdo de Fehling durante a reacdo posterior
com &cido (CUNHA et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

Os farmacos com acdo antissecretOria gastrica, como os inibidores da bomba de
prétons, representam a principal opcdo na terapia das doencas estomacais inflamatorias
(GISBERT, 2005), porém o uso delongado destes agentes esta coligado a incidéncia de
fraturas e cancer (LEEDHAM; JANKOWSKI, 2007; YANG et al, 2006). O
entendimento da fisiopatologia das lesGes gastricas por etanol, bem como dos mecanismos
envolvidos na defesa da mucosa gastrica a agressdes externas, colabora para a ampliacédo
de novas estratégias para o tratamento, profilaxia destas lesGes e como recurso de
manutencdo terapéutica ap0s o tratamento com o medicamento de base com minimos
efeitos colaterais.

Isto posto, diante da variedade de mecanismos envolvidos na acdo destas
substancias, potencial capacidade de inovagdo biotecnoldgica, menor citotoxidade,
capacidade de mucoadesividade, formacdo de membranas e efeitos colaterais menores com
uso em longo prazo, decidimos avaliar a possivel atividade gastroprotetora dos
polissacarideos da Goma Guar e GFD em modelos de lesdo gastrica, bem como avaliar

farmacologicamente os mecanismos envolvidos na resposta gastroprotetora.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito gastroprotetor da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) na gastrite experimental

induzida por etanol, bem como estudar a participacdo do NO/KaTp neste efeito.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito gastroprotetor da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) na lesdo gastrica

macroscopica e microscopica induzidas por etanol em camundongos;

Investigar os efeitos da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e galactomanana da
fava danta (Dimorphandra gardneriana) sobre o estresse oxidativo induzido por
etanol, através das dosagens de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA),
Superdxido Dismutase (SOD) e quantificagdo de nitrito.

Testar os efeitos anti-inflamatérios da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) na lesdo gastrica induzida

por etanol, através da dosagem de mieloperoxidase (MPO).

Testar a acdo da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e galactomanana da fava
danta (Dimorphandra gardneriana) a fim de quantificar a hemorragia na mucosa

induzido por etanol através da determinacdo da concentracdo de hemoglobina;

Determinar a acdo da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e galactomanana da
fava danta (Dimorphandra gardneriana) sobre a formacdo da camada de muco em

lesBes gastricas induzidas por etanol;

Estudar a participagdo do NO neste evento, atraves do tratamento com L-NAME
(inibidor da NOS néo seletivo) e estudar o papel dos canais de K dependentes do
ATP na lesdo gastrica induzido por etanol, através do tratamento com glibenclamida

(um bloqueador  dos  canais de  potassio  ATP  dependentes).



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Organograma do Método Experimental

Figura 8 — Organograma do método experimental
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5.2 Animais

Foram utilizados no presente estudo utilizados camundongos albinos (Mus
musculus), variedade Swiss Webster, adultos, machos e fémeas, pesando entre 25 e 30
gramas, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, a temperatura ambiente, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, recebendo
racdo padrdo (Purina Chow) e dgua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de

solido por 18-24h antes dos experimentos.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com os padrdes de uso de animais
experimentais e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa animal da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC — protocolo nimero
44/2017).

5.3 Caracterizacdo e purificacdo dos polissacarideos da goma guar (Cyamopsis
tetragonolobus) e galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana)

para aplicacdo bioldgica

Os polissacarideos foram purificados no Laboratério de Polimeros (LabPol) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara,
conforme técnica descrita por Cunha, Paula e Feitosa (2007) para Goma Guar (fornecida
pela Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) e por Cunha et al. (2009) para Galactomanana da Fava
Danta cujas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 9.
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Figura 9 — Obtencdo e caracterizacdo dos polissacarideos da goma guar (Cyamopsis
tetragonolobus) e galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana)

Goma Guar Galactomanana da Fava Danta
(Cyamopsis tetragonolobus) (Dimorphandra gardneriana)

¥

Seguindo a técnica de Cunha; de Paula; Feitosa, 2007 Seguindo a técnica de Cunha et al., 2009
Purifica¢do Sintese e Purifica¢ao
Caracterizagao Caracterizagdo

OH OH

(o]
HO
OHO
OH
-0
H O&/OHO OH
HO O
OH OH
n

Estrutura plana do polissacarideo da
Goma Guar e da Galactomanana da Fava Danta

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para extragdo da GFD, demonstrada na Figura 10, sementes maduras de D.
gardneriana pesando 20g foram imersas em 100mL de agua fervente durante 20min e
armazenadas durante 24h a temperatura ambiente (~28 °C). Em seguida as sementes foram
descascadas manualmente, separando o endosperma da casca e embrido. Posteriormente 0s
endospermas foram colocados em 100 mL de agua quente (75 °C) por mais 2 horas para
completar o intumescimento. Para melhorar a homogeneizacdo adicionou-se mais agua e a

mistura foi processada em liquidificador. A solugéo viscosa obtida foi centrifugada a 6000rpm
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durante 30 minutos e o sobrenadante removido e precipitado com o dobro do seu volume de
etanol a 95% (v/v). O precipitado foi recolhido num filtro de vidro (grau fino), lavado
sucessivamente com etanol e acetona, seco com ar quente e pesado. A amostra assim obtida é
chamada de Galactomanana da Fava Danta (CUNHA et al., 2009). A atividade de acesso ao
Patrimdnio Genético para Dimorphandra gardneriana (Galactomanana da Fava Danta) foi
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado sob o nimero: A95D22E (ANEXO A).
Figura 10 — Extracdo da GFD

Galactomanana da Fava Danta (Dimorphandra gardneriana)

¥

Extragdo e purificagdo seguindo a técnica de Cunha et al., 2009

Sementes de D. gardneriana 20g
Imersas ————— 100ml de agua fervente / 20 minutos

Armazenadas
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Centrifugada 30 minutos / 6000rpm
Precipitada Etanol (95% v/v)

Filtrada

Lavada Etanol e acetona
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Galactomanana da Fava Danta

= - -
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Estrutura plana do polissacarideo
da Galactomanana da Fava Danta Cadastro no SisGen

Fonte: Elaborado pelo autor.



5.4 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

v Balanga Analitica Ohaus AS2600

v Balanga Analitica Marte Al200

v Béquers

v Centrifuga Eppendorf 5804R

v Centrifuga de eppendorf Revan, ciclo |

v Céanula para gavagem

v ELISA ELX 800 - Biotek

v Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys

v Homogeneizador de tecidos Ultra-turraz T8 e Dispergierstation T8.10 da Ika
Labortechnik

v Lupa

v Maguina fotogréfica digital (Sony Cybershoot, 7.2 mpx)
v Material cirdrgico

v Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N

v' Membrana de 0,22 um (Tipo GS, Millipore)

v Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 pL
v'Microscoépio intravital Nikon

v Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
v Microscépio Leica acoplado a computador

v Micrétomo Olympus

v Paquimetro digital Mitotoyo

v Placas para leitora de ELISA-96 po¢os

v Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

v Seringas (B-D Plastipak)
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v Sonicador

v Vidrarias

5.5 Farmacos utilizados no Experimento

v' Goma guar (Proveniente da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) e galactomanana da fava

danta (Laboratério de Polimeros - LabPol);
v' Etanol 50% (VETEC);
v Propargilglicina (Sigma-Aldrich);

v" Glibenclamida (Sigma- Aldrich), diluida em solugdo de NaOH 0,01 N com 4% de

glicose;

v" NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma- Aldrich), diluido em solucéo

salina;

v Omeprazol (Sigma-Aldrich).

5.6 Solugdes

v Solucdo Salina

v" Cloreto de Sodio a 0,9% estéril

v Formol 10 %

Formol AbSolUtO ---------=-mm e e 10 ml

Agua destilada e 90 ml

v Acido tricloroacético (TCA) 100%

v Dimetil sulfoxido (DMSO) 100%

v Glicose 4%



Salina 0,9% --- me e e 100 ml

v Solucdo de NaOH 0,01N

Agua destilada e —--1L

v Tampao Tris
Hidroximetil aminometano (TriS) --------=-=-==m=mmmmmm oo oo 6,19

Agua destilada e 500 ml

O pH do tampdo foi acertado para 8,0

v EDTAO0,2M
EDTA --nmmmmmm e 1,737 g
H20 destilada -------=-======= e 23,3 ml

EDTA0,2 M S —— 10,0 ml
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H20 destilada --------=-=-==mm e 90,0 ml

v DTNB 0,01 M

5.7 Corantes

5.2.1 Eosina(Merck)
5.2.2 Hematoxilina (Reagen)

5.2.3 Reagente de cor para hemoglobina (reagente de DrabKin's)

5.8 Efeito Gastroprotetor da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) na Lesdo Gastrica

Induzida por Etanol: escolha da dose

Para avaliar o efeito gastroprotetor da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e
galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) na leséo aguda por etanol seguiu-
se 0 modelo descrito por Medeiros (2009). Os camundongos foram pré-tratados por gavagem
e divididos nos seguintes grupos: Grupo controle, pré-tratado somente com salina; Goma
Guar e GFD nas doses de 10; 30 (melhor dose) e 90mg/kg de acordo com o trabalho de
Damasceno et al. (2013); e Omeprazol (10 mg/kg). Apds uma hora foi administrado etanol
50% (0,5ml/25g), ao término dessa hora os animais foram eutanasiados e o estdmago retirado
e imediatamente aberto ao longo da curvatura maior, para analise. Os estbmagos foram entéo
estirados e fotografados com uma cémera digital para posterior anélise e medicBes das
alteracbes macroscopicas com o auxilio de um programa de planimetria computadorizada
(Image J ®). Uma amostra da regido do corpo de cada estdbmago foi fixada, imediatamente
apos a retirada, em formol 10%, e ap6s 24 horas foram transferidas para etanol 70% para

subsequentes analises histopatoldgicas. Outras amostras gastricas foram retiradas, pesadas e
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congelas a -80°C para posterior dosagem de glutationa (SEDLAK, LINDSAY, 1968), ensaio
de malondialdeido (MIHARA; UCHIYAMA, 1978), hemorragia através da determinacdo

de hemoglobina, mieloperoxidase, superdxido dismutase e nitrito.
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Figura 11 — Efeito Gastroprotetor da GG e GFD na Lesdo Gaéstrica Induzida por Etanol:
escolha da dose

Camundongo Swiss Webster
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5.9 Papel do sulfeto de hidrogénio (H2S) no efeito protetor da Goma Guar e

GFD nalesdo géstrica induzida por etanol em camundongos

Os camundongos foram tratados, por via intraperitoneal com Propargilglicina
(inibidor da formac&o do sulfeto de hidrogénio enddgeno, 50mg/kg i.p.) segundo trabalho de
Medeiros et al., 2009. Decorridos 1h apo6s a aplicacdo do PAG, foi administrado etanol 50%
(0,5ml/25g, por gavagem) para induzir a leséo gastrica. Os grupos controles receberam apenas
solucdo salina ou etanol, Goma Guar + etanol ou GFD + etanol. Uma hora ap6s a adi¢do de
etanol, a lesdo gastrica foi determinada de acordo com o método descrito na secdo anterior,
onde os estdbmagos foram fotografados com camera digital para posterior andlise das
alteracbes macroscopicas com o0 uso de um programa de planimetria computadorizada

(ImageJ).

5.10 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito protetor da Goma Guar e GFD na

lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para o estudo do papel do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor da Goma Guar e GFD,
os animais foram, inicialmente, pré-tratados com L-NAME (inibidor ndo especifico das
enzimas NOS) na dose de 10mg/Kg, por via intraperitoneal de acordo com o trabalho de
Damasceno et al. (2013). Apds 30min foi administrada a Goma Guar e GFD (30mg/Kg, por
gavagem). Decorridos 1h apds a aplicacdo do L-NAME, foi administrado etanol 50%
(0,5ml/25¢, por gavagem) para induzir a lesdo gastrica. Os grupos controles receberam apenas
solucdo salina ou etanol, Goma Guar + etanol ou GFD + etanol. Uma hora apds a adicdo de
etanol, a lesdo gastrica foi determinada de acordo com o método descrito na sec¢do anterior,
onde os estbmagos foram fotografados com camera digital para posterior andlise das
alteragbes macroscopicas com o0 uso de um programa de planimetria computadorizada

(ImageJ). A seguir, as amostras do estbmago foram retiradas, pesadas e congeladas a -

80°C para dosagem de glutationa, malondialdeido, mieloperoxidase e nitrito. Outra
amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a 10% e apds 24 horas em etanol

70% para analise microscopica.
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Figura 12 — Papel do ¢xido nitrico no efeito protetor da Goma Guar e GFD na lesdo gastrica

induzida por etanol em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.11 Papel dos canais de potéassio ATP-dependentes no efeito protetor da

Goma Guar e GFD na lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para identificar a participacdo dos canais de K" ATP-dependentes no efeito gastroprotetor
da Goma Guar e GFD, os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal, com glibenclamida
(droga blogueadora seletiva dos canais de potassio sensiveis ao ATP) na dose de 10mg/kg de
acordo com o trabalho de Damasceno et al. (2013). A Goma Guar e GFD (30mg/kg, por
gavagem) foi administrada 1h apds a aplicacéo da glibenclamida por via intraperitoneal. A lesao
gastrica foi induzida por etanol 30 minutos depois da administragdo da Goma Guar e GFD e o0s
animais eutanasiados 1 hora depois. Os grupos controles receberam apenas solucdo salina ou etanol
50%, Goma Guar + etanol ou GFD + etanol. A intensidade gastroprotetora foi aferida como
descrito anteriormente, onde uma amostra do corpo gastrico de cada animal foi retirada, pesada e
congelada a -80°C até a determinacdo dos niveis de glutationa, malondialdeido,
mieloperoxidase e nitrito. Outra amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a

10% e ap0s 24horas em etanol 70% para analise microscépica.
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Figura 13 — Papel dos canais de potassio ATP-dependentes no efeito protetor da Goma
Guar e GFD na lesdo géstrica induzida por alcool em camundongos
10 Administragdo de Glibenclamida 10mg/Kg (intraperitoneal)
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5.12 Avaliacgdo histopatolégicadamucosagastrica

Para o estudo histopatoldgico, uma amostra do estbmago foi fixada numa solucgéo de
formol 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram transferidas para
uma solucdo de etanol 70%, onde permaneceram até a realizagdo dos procedimentos
histoldgicos. Logo apds, o material bioldgico foi seccionado e embebido em parafina. Foram
feitos cortes de cinco micrometros, colocados numa lamina e corados com hematoxilina-
eosina para o estudo no microscopio optico. As amostras foram avaliadas de acordo com o0s
critérios de Laine e Weinstein (1988), sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de
0-3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracdo de ceélulas inflamatdrias (escores de 0-3), sendo 14 o escore maximo. Toda a

avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.

5.13 Analise da concentracdo de Glutationa

A concentragéo de glutationa (GSH) em amostras de tecidos do estdmago foi realizada
de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinagdo dos niveis
de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, uma amostra de 50 a 100mg da mucosa gastrica dos
animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 0,02M para cada 100mg de tecido. Aliquotas
de 400uL do homogeneizado foram misturadas a 320uL de agua destilada e a 80uL de acido
tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por
15 minutos a 3.000rpm a 4°C. Um total de 400uL do sobrenadante foi adicionado a 800uL de
tampdo Tris 0,4M (pH 8,9) e 20uL de acido ditio-nitrobenzoico DTNB (reagente de Ellman)
0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia foi lida a 412nm em
espectrofotbmetro. As concentracGes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas

em ug/g de tecido.

5.14 Avaliacdo das concentracGes de Malondialdeido (MDA)

Os niveis de malondialdeido foram determinados pelo método de Mihara e Uchiyama
(1978) baseado na reacdo com o acido tiobarbitdrico. Fragmentos de estdmago foram
homogeneizados com cloreto de potassio (KCI) gelado 1.15% para preparar 10% de

homogenato. Meio mililitro (0,5ml) desse homogenato foi pipetado dentro de um tubo de
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centrifuga de 10ml, 3ml de &cido fosférico (H3PO4) (1%) e 1ml de uma solucdo aquosa de
acido tiobarbitdrico aquoso (0.6%) foram acrescentados. Os tubos foram aquecidos por 45
minutos em um banho de agua fervendo e a mistura reacional foi entdo resfriada em um
banho de 4gua gelada, seguida da adicdo de 4ml de n-butanol. Os contetdos foram misturados
por 1 minuto com o auxilio de um agitador "vortex", centrifugados a 1200rpm por 10 minutos
e a absorbancia da camada orgénica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram

expressos em mmol/g de tecido.

5.15 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da atividade da MPO foi determinada pelo método de Bradley,
Christensen e Rothstein (1982). Resumidamente, 50-100mg de tecido foi homogeneizada em
1ml de tampéo de potéssio com 0,5% de hexadecitrimetilaménio (HTAB) a cada 50 mg de
tecido, em seguida, centrifugado a 4.000 rpm durante 7 minutos a 4°C. A atividade de MPO
no sedimento ressuspenso foi analisada através da medicdo da alteracdo na absorbancia a 450
nm utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1% de perdéxido de hidrogénio. Os resultados
foram registrados como unidades de MPO por mg de tecido.

5.16 Avaliacao dos niveis de muco gastrico

O muco aderido a parede gastrica no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol foi
determinado de acordo com o método de Corne, Morrissey e Woods (1974). Segmentos na
porcdo glandular dos estbmagos foram coletados e pesados. Cada segmento foi transferido
para uma solucdo de Alcian blue 0,1%. O excesso do corante foi removido pela submersao
das amostras em solucdo de sacarose 0,25 M. Ap0s essa etapa, 0 complexo muco-corante foi
extraido mela imerséo em MgCl2 0,5M por 2 horas. O extrato foi misturado com éter dietilico,
centrifugado a 1400 g por 10 minutos, e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 598nm.
A quantidade do Alcian blue extraido (mg/g de tecido) foi calculada usando a curva padrdo de

Alcian blue.



Figura 14 — Avaliacdo dos niveis de muco gastrico
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Grupo omeprazol
omeprazol 10mg/Kg

Etanol 50%

5.17 Determinacdo da concentracdo de hemoglobina (Hb) na mucosa gastrica

dos camundongos

A fim de quantificar a hemorragia na mucosa, foi usado um teste colorimétrico

para cianometahemoglobina para determinagdo da concentracdo de hemoglobina na
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mucosa gastrica. O método baseia-se na oxidacdo de ferro (ferro Il) da molécula de
hemoglobina pelo ferricianeto de potassio em pH fracamente alcalino, formando a
metahemoglobina que é convertida em cianometahemoglobina ap6s a reacdo com o
cianeto de potassio, proporcionando uma coloracdo avermelhada, que é proporcional a

concentracdo de hemoglobina presente na amostra.

No trabalho foi utilizado um kit padrdo para hemoglobina (Bioclin), contendo o
reagente de cor para hemoglobina (reagente de Drabkin’s). Uma amostra de tecido do
estbmago, preparada de acordo com o item 3.6, foi homogeneizada em solucdo de
Drabkin’s (100mg de tecido/ImL de solucdo), sendo preparada de acordo com o
fabricante (Bioclin). Logo apés, as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm por 10
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado, filtrado usando um filtro de 0,22pum e
novamente centrifugado a 10.000rpm por 10 minutos. A concentracdo de
hemoglobina/100mg de tecido foi determinada a partir de uma curva padréo de hemoglobina,
sendo a leitura feita em ELISA com a absorbancia de 540nm. Os resultados foram expressos

em pg de Hb/100mg de tecido.

5.18 Dosagem de nitrito na amostra de estdmago apos lesdo induzida por etanol

em camundongos

O método é baseado na utilizacdo do reagente de Griess que mostra a presenca de
nitrito na amostra por uma reacdo de diazotizercdo que forma um croméforo de cor résea. O
reagente é preparado utilizando partes iguais de Acido fosforico 5%, N-1-naftilenodiamina
(NEED) 0,1%, Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5% e Agua destilada. Para realizacéo do
ensaio foi adicionado 100uL do sobrenadante do homogenato a 10%, feito com tampdo de
fosfato de potassio, em 100uL do reagente de Griess, para o branco foi adicionado 100 uL do
reagente em 100pL de tampéo e para a obtencdo da curva do padrdo foram feitas diluigcfes em
série (100, 50, 25 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 M) de nitrito. Todo o ensaio foi feito em uma placa
de 96 pocos e a leitura feita na faixa de absorbancia de 560nm. (GREEN; GOLDMAN, 2000).

5.19 Papel da Superoxido Dismutase (SOD) no efeito antioxidante e gastroprotetor
da Goma Guar e GFD em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos
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A atividade da SOD foi medida de acordo com Sun, Oberley e Li (1988). A atividade
da enzima foi avaliada, mediu-se a capacidade de inibir a reducdo fotoquimica do azul de
nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida fotoquimicamente gera O2- o
qual reduz o NBT produzindo formazan que absorve no comprimento de onda de 560nm. Na
presenca de SOD a reducéo do NBT foi inibida. Os resultados foram expressos em unidades
da enzima por grama de proteina, que é a quantidade de SOD necessaria para inibir a taxa de
reducdo do NBT em 50%. O homogenato (10% em tampao fosfato) foi centrifugado (10
minutos, 3600rpm a 4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min,
12000rpm, 4°C).

Para o ensaio ultilizou-se o sobrenadante. Numa camara escura foram misturados 1mL
do meio de reacdo (tampdo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8) 30
pL da amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 pL riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solugéo
obtida serdo expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. Ao término do tempo,
levou-se 0 material ao espectofotdmetro 560nm. A concentracdo de proteinas foi medida
utilizando o método de Bradford (1976).

5.20 Andlise estatistica

Os dados foram descritos como médias + SEM, conforme apropriado. A andlise
estatistica foi determinada através do teste de andlise de variancia (ANOVA). Quando houve
diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de comparacGes mdaltiplas de
Newman-Keuls. Os resultados foram expressos como média + SEM ou pelo valor individual de
cada animal, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando o p<0,05.

Utilizard o programa GraphPad Prism 6.0 para a realizagdo da analise estatistica.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito protetor da Goma Guar e GFD na lesdo gastrica induzida por etanol

em camundongos swiss: escolha da dose

Nas figuras 15 e 16 podemos observar que o0s animais tratados apenas com salina
ndo apresentaram lesdes na mucosa gastrica, enquanto 0s animais que receberam
somente etanol tiveram grandes lesdes hemorragicas lineares na mucosa. Ainda nas
figuras 15 e 16 observa-se que a Goma Guar e GFD reduziram de forma dose-
dependente, as lesdes provocadas pelo etanol na mucosa, com todas as doses testadas
(10; 30 e 90mg/Kg de Goma Guar e GFD, por gavagem) apresentando reducao
significativa dessas lesdes. De todas as doses de Goma Guar e GFD utilizadas no
trabalho, as doses de 30 e 90mg/Kg foram as que apresentaram o maior efeito protetor na
mucosa reduzindo o tamanho da lesdo em média de 85%. A escolha da melhor dose
(30mg/kg) se deu pelo efeito biologico similar a dose de 90mg/kg e em acordo com o
trabalho de Damasceno et al. (2013) que utilizou um polissacarideo no modelo de gastrite
experimental por etanol 50% (0,5ml/25g), além da dificuldade de solubilizacdo das gomas
testadas para dose de 90mg/kg.

Figura 15 — GFD reduz as lesGes gastricas induzidas por etanol
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A GFD reduziu as lesbes gastricas induzidas por etanol. Os camundongos foram pré-tratados, via oral, com
doses 10; 30 e 90mg/Kg de GFD e apds 30 minutos foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g). A: controle
negativo (salina); B: controle positivo (salina + etanol); C: dose de 10mg/kg (55% de inibicdo); D: dose de
30mg/kg (79% de inibig&o); E: dose de 90mg/kg (91% de inibicdo); F: dose de omeprazol de 10mg/kg (80% de
inibicdo); G: representagdo grafica dos valores obtidos na analise macroscopica das lesdes gastricas induzidas
por etanol. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram
analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: #P<0,0001 quando comparado ao
grupo lesivo (etanol); "P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Goma Guar reduz as lesdes gastricas induzidas por etanol
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A Goma Guar reduziu as lesdes gastricas induzidas por etanol. Os camundongos foram pré-tratados, via oral,
com doses 10; 30 e 90mg/Kg de Goma Guar e apés 30 minutos foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g). A:
controle negativo (salina); B: controle positivo (salina + etanol); C: dose de 10mg/kg (41% de inibig&o); D: dose
de 30mg/kg (84% de inibic&o); E: dose de 90mg/kg (94% de inibicdo); F: dose de omeprazol de 10mg/kg (77%
de inibicdo); G: representacgdo grafica dos valores obtidos na analise macroscopica das lesdes gastricas induzidas
por etanol. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram
analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: *P<0,0001 quando comparado ao
grupo lesivo (etanol); *P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2 Avaliacdo histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com
Goma Guar, GFD e/ou etanol

A analise microscopica revelou que o etanol aumentou edema (1,75 + 0,16 escore),
perda de células epiteliais (2,0 + 0,26 escore), infiltragdo de células inflamatorias (1,28 + 0,18
escore) e causou severos danos hemorragicos (2,12 + 0,39 escore). Por outro lado, o pré-
tratamento com GFD e GG diminuiu significativamente a infiltracdo de células inflamatorias
(0,25 + 0,163 e 0,25 £ 0,16 escore, respectivamente), a formagdo de edema (0,75 = 0,31 e
0,25 + 0,16 escore, respectivamente), a perda de células epiteliais (0,33 + 0,21 e 0,75 £ 0,16
escore, respectivamente) e a formacdo de ulceras hemorragicas (0,75 + 0,31 e 0,75 + 0,31
escore, respectivamente) induzidas pelo o etanol (Figuras 17 e 18 de A-G). Assim, a analise

de ambas as descobertas macroscéopica e microscopica revelou uma excelente correlacao, o



que confirma a eficacia dos dois polissacarideos.

Figura 17 — Analise histopatologica das lesdes gastricas induzidas por etanol e os resultados

quantitativos (scores) da analise microscépica para GFD

A B

34 2.5+
2 2.0 *
8O - —~
ok E s
3 -
S % g 3 1.5
£ S = #
Z 8 # 2 S 1.0
gL g
o
a 0.5
0- 0.0-
Etanol 50% - +* + Etanol 50% - + 2
GFD (30mg/Kg) - & + GFD (30mg/Kg) - - +
w 251
= 20-
£ 207 £
°a 5 15 :
g S 1.5 =9
z e £e
— v T
8 S 10 -
v O ‘- o
™ se 4
g 05 S 05
) &)
&~ 0.0 0.0-
Etanol 50% - + + Etanol 50% - + +
GFD (30mg/Kg) - = + GFD (30mg/Kg) - - o
SALINA ETANOL ETANOL + GFD

Perda de céls.

SN 7
s ————

Os painéis A, B, C e D, representam os resultados quantitativos (scores) da analise microscopica nas lesGes
induzidas pelo o etanol. Os dados apresentados sdo medianos com pontuacdo minima e maxima indicadas entre
parénteses. A: o etanol causou elevada hemorragia na mucosa, sendo entdo revertida de forma significativa
quando os animais foram pré-tratados com GFD. B: o etanol proporcionou o aumento do edema na mucosa
gastrica, no entanto quando os animais foram pré-tratados com GFD o edema diminuiu de forma significativa.
C: o etanol provocou uma elevada perda de células epiteliais, porém quando os animais foram pré-tratados com
GFD essa perda celular diminuiu de forma significativa. D: o etanol aumentou o infiltrado de células
inflamatorias, entretanto quando aos animais receberam o pré-tratamento com GFD, essa infiltracdo de células
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pré-inflamatorias reduziu de forma significativa. E: grupo controle (salina). F: grupo de animais que foi
administrado etanol 50% (0,5ml/25g), notar a formag&o acentuada de edema, juntamente com uma grande perda
de células epiteliais e areas hemorragicas. G: animais pré-tratados com GFD (30mg/kg), notar o efeito protetor
com preservacdo das células epiteliais e poucas areas hemorragicas. Os dados sdo apresentados como média £
SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls,
diferencas significativas: *P<0,0001 quando comparado ao grupo lesivo (etanol); "P< 0,0001 quando comparado
ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18 — Analise histopatoldgica das lesbes gastricas induzidas por etanol e os resultados
quantitativos (scores) da analise microscopica para GG
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Os painéis A, B, C e D, representam os resultados quantitativos (scores) da analise microscépica nas lesdes
induzidas pelo o etanol. Os dados apresentados sdo medianos com pontuacdo minima e méaxima indicadas entre
parénteses. A: o etanol causou elevada hemorragia na mucosa, sendo entdo revertida de forma significativa
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quando os animais foram pré-tratados com GG. B: o etanol proporcionou o aumento do edema na mucosa
gastrica, no entanto quando os animais foram pré-tratados com GG o edema diminuiu de forma significativa. C:
o etanol provocou uma elevada perda de células epitelias, porém quando os animais foram pré-tratados com GG
essa perda celular diminuiu de forma significativa. D: o etanol aumentou o infiltrado de células inflamatérias,
entretanto quando aos animais receberam o pré-tratamento com GG, essa infiltracdo de células pro-inflamatérias
reduziu de forma significativa. E: grupo controle (salina). F: grupo de animais que foi administrado etanol 50%
(0,5ml/25g), notar a formagdo acentuada de edema, juntamente com uma grande perda de células epiteliais e
areas hemorragicas.G: animais pré-tratados com GG (30mg/kg), notar o efeito protetor com preservacdo das
células epiteliais. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados
foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: #P<0,0001 quando
comparado ao grupo lesivo (etanol); "P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com Goma Guar e GFD no curso da lesdo gastrica

induzida por etanol

A determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo proteicos na mucosa géastrica de
camundongos mostrou que a administracdo de etanol diminuiu de forma significativa o nivel
gastrico de glutationa reduzida (GSH) (189,3 £ 36,81 pg/g de tecido) quando comparado com
0 grupo controle negativo (salina) (490,3 + 20,22 ug/g de tecido). Porém, o pré-tratamento
dos animais com Goma Guar e GFD, manteve os niveis de GSH semelhantes aos normais
(386,4 + 35,93 e 442,7 + 22,60 pg/g de tecido, respectivamente) quando comparado ao grupo
controle negativo (salina). Quando foi administrado omeprazol, droga padrdo, os niveis de
GSH (401,0 + 37,23 ug/g de tecido) se mantiveram proximo aos niveis normais e semelhantes
aos niveis de Goma Guar e GFD (Figura 19).
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Figura 19 — Determinacdo dos niveis de glutationa presentes na mucosa de camundongos

tratados com etanol e/ou Goma Guar, GFD e Omeprazol
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Os animais receberam por via oral Goma Guar e GFD (30mg/Kg), Omeprazol (10mg/Kg) ou salina. Ap6s 1
hora, os animais foram tratados com etanol 50% (0,5ml/25g), também por via oral. O grupo controle foi tratado
com salina ou etanol. A Goma Guar e GFD reverteram a agéo do etanol na diminui¢do dos niveis gastricos de
glutationa. Os resultados estdo expressos pela média £ SEM com n de pelo menos 7 animais por grupo. Os
resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: *P<0,0001
guando comparado ao grupo lesivo (etanol); *P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.4 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica
de camundongos pré-tratados com Goma Guar € GFD no curso da lesdo gastrica

induzida por etanol

Na figura 20 pode-se observar que a administracdo de etanol 50% (481,2 + 31,87
nmol/ml de tecido) provocou um aumento nos niveis de MDA na mucosa gastrica quando
comparado ao grupo controle negativo (salina) (93,68 = 6,01 nmol/ml de tecido), indicando
que ocorreu peroxidagdo de lipidios por espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas pelo
o etanol. Porém, quando os animais foram pré-tratados com Goma Guar (343,9 + 41,92
nmol/ml de tecido) e GFD (345,0 £ 14,61 nmol/ml de tecido) (30mg/kg) ocorreu uma reducao
dos niveis de MDA quando comparado ao grupo que recebeu somente etanol 50%.



65

Figura 20 — Efeito da Goma Guar e GFD em niveis de malondialdeido (MDA) em

camundongos swiss com lesdo géastrica induzida por etanol
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg). Apos 1
h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). A Goma Guar e GFD diminuiram os niveis de
malondialdeido na presenca de etanol na mucosa géstrica. Os resultados sdo expressos como a media + SEM
de 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls.
Diferengas significativas: # P<0,05 quando comparado ao grupo controle positivo (etanol); *P<0,05 quando
comparado ao grupo sadio.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.5 Influéncia da Goma Guar e GFD sobre a atividade da enzima superoxido

dismutase no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol

Os animais foram previamente tratados apenas com veiculo (Salina) antes de receber o
etanol 50% (0,5ml/25¢g). A atividade da SOD quantificada foi (uUSOD/mg de proteina p <
0,05), valor inferior ao observado nos animais sadios (uSOD/mg de Proteina, p < 0,05). A
atividade da SOD foi aumentada com a administracdo prévia da Goma Guar (4,49 £ 0,6
uSOD/mg de Proteina) e GFD (5,62 + 1,32 uSOD/mg de Proteina) na dose de 30mg/Kg, v.o.
(uSOD/mg de Proteina, p< 0,05) antes dos animais receberem etanol (1,28 £ 0,55 uSOD/mg
de Proteina) , quando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo (7,74 + 1,41 uSOD/mg
de Proteina) (Figura 21).
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Figura 21 — Influéncia da Goma Guar e GFD sobre a atividade da enzima superoxido
dismutase no modelo de leséo géstrica induzida por etanol
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg). Apés 1 h,
foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). A Goma Guar e GFD favoreceram a a¢do da enzima
superoxido dismutase na presenca de etanol na mucosa gastrica. Os resultados sdo expressos como a média +
SEM de 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls.
Diferencas significativas: *P<0,05 quando comparado ao grupo controle positivo (etanol); *P<0,05 quando
comparado ao grupo sadio.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.6 Determinacgdo dos niveis de hemoglobina na mucosa géastrica de camundongos
tratados com Goma Guar, GFD e/ou etanol

Como verificado nas lesbes macroscopicas, a administracdo de etanol (33,62 +
1,73 mg/g de tecido) aumentou em niveis de hemoglobina na mucosa géstrica, indicando
que houve hemorragia nesse tecido, se comparado com o0 grupo controle negativo
(salina) (12,47 + 0,9 mg/g de tecido) (Figura 22). Entretanto, nos animais previamente
tratados com Goma Guar (19,26 + 0,96 mg/g de tecido) e GFD (19,58 + 1,01 mg/g de
tecido) na dose de 30mg/Kg, houve uma reducdo dos niveis de hemoglobina
significativa (p<0,05). Assim, esses resultados mostram que a Goma Guar e a GFD

reduzem a lesdo hemorragica provocada pelo etanol no estdmago.

Figura 22 — Determinacdo dos niveis de hemoglobina presentes na mucosa de

camundongos tratados com alcool e/ou Goma Guar e GFD
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Os animais receberam por via oral Goma Guar e GFD (30mg/Kg) ou salina. Ap6s 1 hora, 0s animais foram
tratados com etanol 50% (0,5ml/25g) também por via oral. A Goma Guar e GFD reverteram o aumento do
nivel gastrico de hemoglobina causado pelo etanol. Os dados sdo apresentados como média = SEM com n = 5-
7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas
significativas: #P<0,0001 quando comparado ao grupo lesivo (etanol); *P< 0,0001 quando comparado ao grupo
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.7 Avaliacdo da atividade da Mieloperoxidase (MPO) no efeito gastroprotetor da

Goma e GFD em modelo de lesdo géastrica induzida por etanol

Os resultados obtidos na atividade de mieloperoxidase (MPO) foram: O grupo lesivo
(etanol) (7,38 £ 1,38 U/mg de tecido) aumentou a infiltracdo neutrofilica, e, por consequéncia
disso, os niveis de MPO foram mais elevados quando comparado ao grupo controle negativo
(2,14 + 0,85 U/mg de tecido). No entanto, quando os animais foram tratados com Goma Guar
(3,54 £ 0,66 U/mg de tecido) e GFD (4,8 + 0,29 U/mg de tecido) os niveis de MPO reduziram
de forma significativa. O grupo que foi tratado com omeprazol (2,99 + 0,97 U/mg de tecido)
reduziram de forma significativa os niveis de MPO quando comparado ao grupo lesivo
(Figura 23).
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Figura 23 — Efeito da GG e GFD no ensaio de atividade de MPO em lesdes gastricas

induzidas por etanol 50%
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg) ou com
Omeprazol (10mg/kg). Ap6s 1 h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). A Goma Guar e GFD
inibiram o aumento de mieloperoxidase causado pelo etanol na mucosa gastrica. Os dados sdo apresentados
como média £ SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por
Newman-Keuls, diferencas significativas: *P<0,0001 quando comparado ao grupo lesivo (etanol); "P< 0,0001
guando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.8 Avaliagdo dos Niveis de Muco Géstrico

Os niveis de muco gastrico também foram avaliados no referido trabalho (Figura 24).
Os resultados observados foram: o grupo lesivo (etanol) (148,6 + 21,07 pg/g de tecido)
diminuiu de forma significativa os niveis de muco quando comparado ao grupo controle
(salina) (375,3 + 16,99 ng/g de tecido); no entanto, quando os animais foram tratados com
Goma Guar (291,8 + 42,86 pg/g de tecido) e GFD (331,8 £ 49,8 ng/g de tecido) (30mg/Kg),

0s niveis de muco se elevaram de forma significativa quando comparado ao grupo lesivo.
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Figura 24 — Efeito do pré-tratamento com Goma Guar e GFD na gastroprotecao por

avaliacdo dos niveis de muco nas lesdes gastricas induzidas por etanol 50%
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina, Goma Guar ou GFD (30mg/Kg), depois de uma
hora foi administrado etanol. A Goma Guar e GFD reverteram a inibi¢do de muco géastrico causada por
etanol. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados
foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: #P<0,0001
guando comparado ao grupo lesivo (etanol); *P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.9 Quantificacdo de nitrito no efeito gastroprotetor da Goma Guar e GFD

Os animais foram previamente tratados apenas com veiculo (Controle) antes de
receber etanol. A quantidade de nitrito foi significativamente menor que nos animais tratados
com salina (0,1 + 0,0 uM). Os tratamentos com Goma Guar (0,1 + 0,0 uM), GFD (0,1 + 0,0
uM) (30mg/Kg) e Omeprazol (10mg/Kg) (0,1 + 0,0 uM) causaram alteracdes significativas na
quantidade de Nitrito em comparagdo com os animais controle positivo (Etanol + Salina)
(0,39 £ 0,03 uM) (Figura 25).
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Figura 25 — Efeito da Goma Guar e GFD sobre a quantidade de Nitrito no modelo de

lesdo gastrica induzida por etanol
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg) ou com
Omeprazol (10mg/kg). Ap6s 1 h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). A Goma Guar e GFD
inibiram o aumento de nitrito causado pelo etanol na mucosa gastrica. Os dados sdo apresentados como média +
SEM com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls,
diferencas significativas: P<0,05 quando comparado ao grupo lesivo (etanol); “P< 0,05 quando comparado ao
grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.10 Determinacdo da via de sinalizacdo relacionada ao efeito gastroprotetor da
Goma Guar e GFD:

Diante dos resultados ja apresentados objetivou-se determinar a possivel via de
sinalizacdo que esta proporcionando o efeito gastroprotetor da Goma Guar e GFD através do
pré-tratamento com Propargilglicina (PAG, inibidor da formacdo do sulfeto de hidrogénio
enddgeno, 50mg/kg i.p.) segundo trabalho de Medeiros et al., 2009, N-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME, inibidor da NOS né&o seletivo, 10mg/kg i.p.) e Glibenclamida (antagonista
dos canais de potassio, 10mg/kg, i.p.) de acordo com o trabalho de Damasceno et al. (2013).

Os resultados da avaliagdo macroscopica foram expressos abaixo (Figuras 26; 27 e 28):
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Figura 26 — Avaliacdo macroscopica na inibicdo da formacdo de sulfeto de hidrogénio

enddgeno
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg), Omeprazol
(10mg/kg) ou Propargilglicina (50mg/kg). Apds 1 h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). A
Goma Guar e GFD apresentaram efeito protetor contra lesdo gastrica causada por etanol independente da via do
sulfeto de hidrogénio. Os dados sdo apresentados como média £+ SEM com n = 5-8 animais por grupo. Os
resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls, diferencas significativas: #P<0,05 quando
comparado ao grupo lesivo (etanol); "P< 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Fonte: Elabora pelo autor.
Figura 27 — Avaliagdo macroscdpica na inibicdo da NOS
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg),
Omeprazol (10mg/kg) ou L-NAME (10mg/kg). Apdés 1 h, foi administrado por via oral etanol 50%
(0,5ml/25¢g). A Goma Guar e GFD apresentaram envolvimento com a via do 6xido nitrico no efeito protetor
contra lesdo gastrica causada por etanol. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-8 animais
por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferencas
significativas: *P< 0,05 quando comparado ao grupo controle (salina), *P< 0,05 quando comparado ao grupo
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controle lesivo (etanol), ndo ocorrendo diferenca (P>0,05) significativa entre os grupos tratados com os
polissacarideos e o inibidor comparado ao grupo lesivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28 — Avaliacdo macroscopica na inibi¢do do antagonista dos canais de potassio
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Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com GFD e Goma Guar (30mg/kg),
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Omeprazol (10mg/kg) ou Glibenclamida (10mg/kg). Ap6s 1 h, foi administrado por via oral etanol 50%
(0,5ml/25¢g). A Goma Guar e GFD apresentaram envolvimento com a ativacdo dos canais de Kare no efeito
protetor contra lesdo gastrica causada por etanol. Os dados sdo apresentados como média £ SEM com n = 5-8
animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferencas
significativas: *P< 0,05 quando comparado ao grupo controle (salina), *P< 0,05 quando comparado ao grupo
controle lesivo (etanol), ndo ocorrendo diferenca (P>0,05) significativa entre os grupos tratados com os
polissacarideos e o inibidor comparado ao grupo lesivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na avaliacdo dos resultados da macroscopica verificou-se que o PAG néo reverteu
o efeito gastroprotetor dos polissacarideos indicando que a via do sulfeto de hidrogénio ndo
esta relacionada com o efeito de prote¢do da mucosa gastrica da Goma Guar e GFD.

Apos os resultados favoraveis demonstrando o NO e a abertura dos canais de
Kate como mecanismos relacionados a gastroprotecdo da Goma Guar e GFD realizou-se
a avaliacdo individual das duas vias de sinalizagcdo com a perceptiva de contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento e profilaxia da lesdo
gastrintestinal provocada pelo etanol.

Com o objetivo de se avaliar o papel do éxido nitrico endégeno na protecdo da
mucosa gastrica, foi usado o L-NAME, que é um inibidor das enzimas NOS. O pré-
tratamento dos animais com L-NAME na dose de 10mg/kg reverteu totalmente o efeito
protetor da Goma Guar e GFD na lesdo gastrica induzida por etanol, tanto
macroscopicamente quanto microscopicamente.

O presente trabalho comparou o envolvimento dos canais de potassio na
gastroprotecdo da Goma Guar e GFD. Observando que mais uma vez a administragdo de
etanol 50% (0,5ml/25g) causou grandes lesdes na mucosa gastrica, efeito este bastante
atenuado pela Goma Guar e GFD. Também se verifica que o bloqueio dos canais de
potassio pela glibenclamida, na dose de 10mg/kg, aumentou significativamente os danos
no estdbmago induzido pelo etanol, revertendo o efeito protetor dos polissacarideos.

6.11 Avaliacdo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos tratados com
L-NAME e glibenclamida:

Nas figuras 29 e 30 observa-se que o pré-tratamento com L-NAME e
glibenclamida, aboliu o efeito protetor da GFD e GG, aumentando a hemorragia (L-
NAME+GG: 1,0 + 0,0 escore; L-NAME+GFD: 2,25 + 0,31 escore; GLIB+GG: 2,25
+ 0,31 escore e GLIB+GFD: 1,75 *+ 0,16 escore) provocada pelo etanol (2,12 + 0,39

escore) na mucosa gastrica. De forma semelhante, o0 L-NAME e a glibenclamida
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produziram o mesmo efeito sobre o edema hemorragia (L-NAME+GG: 1,12 £ 0,12
escore; L-NAME+GFD: 1,25 + 0,16 escore; GLIB+GG: 1,5 * 0,18 escore e
GLIB+GFD: 1,25 = 0,31 escore), a perda de ceélulas epiteliais hemorragia (L-
NAME+GG: 2,25 + 016 escore; L-NAME+GFD: 1,75 = 0,163 escore; GLIB+GG:
1,37 £ 0,18 escore e GLIB+GFD: 1,25 + 0,31 escore) e o infiltrado de células
inflamatérias (L-NAME+GG: 1,25 + 0,16 escore; L-NAME+GFD: 1,12 + 0,12
escore; GLIB+GG: 1,0 + 0,26escore e GLIB+GFD: 1,42 + 0,20 escore).

As figuras 29 e 30 mostram o resultado do somatério dos escores de todos
0s parametros histopatoldgicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do
edema (0-4 escores), da perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado
inflamatorio (0-3 escores). Verifica-se que o L-NAME e a glibenclamida reverteram
a protecdo da GFD e GG.
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Figura 29 — Andlise histopatoldgica das lesGes gastricas induzidas por etanol em animais
tratados com L-NAME, glibenclamida, GFD e resultados quantitativos (scores) da analise
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A B

34 3
* * *
=3
~
B0~ -
T 2 * 3 24 * *
£ i
- % -
2 # =i #
o & 11 $ 14
=~ ~
<
=]
0- 04
Etanol 50% - + + + + Etanol 50% - + + + +
GFD (30mg/Kg) - - + + + GFD (30mg/Kg) - - + + +
L-NAME (10mg/Kg) - - - + - L-NAME (10mg/Kg) - - - + -
GLIB (10mg/Kg) S = 2 2 + GLIB (10mg/Kg) . ® L ¥ +
2 3
L ¥ 2.0
] " «
= -1 N
%Q 24 * 5 151 i
z° =9 *
=@ Eo
S 1 -
= )
= # =< 05 #
e <
: &}
0- 0.0
Etanol 50% - + + + + Etanol 50% % ¥ g + &
GFD (30mg/Kg) s - + + + GFD 30mg/Kg) - - + + +
L-NAME (10mg/Kg) - - - + & L-NAME (10mg/Kg) - - + S
GLIB (10mg/Kg) - = = - + GLIB (10mg/Kg) - - - - +
SALINA ETANOL

OL + GFD

¥ . ecasee - A - g

Os painéis A, B, C e D, representam os resultados quantitativos (scores) da analise microscopica nas lesdes
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induzidas pelo o etanol. Os dados apresentados sdo medianos com pontuacdo minima e méaxima indicadas entre
parénteses. A: o etanol causou elevada hemorragia na mucosa, sendo mantida de forma significativa quando os
animais foram pré-tratados com GFD + glibenclamida ou L-NAME. B: o etanol proporcionou o aumento do
edema na mucosa gastrica, no entanto quando os animais foram pré-tratados com GFD + glibenclamida ou L-
NAME o edema aumentou de forma significativa. C: o etanol provocou uma elevada perda de células epitelias,
porém quando os animais foram pré-tratados com GFD + glibenclamida ou L-NAME essa perda celular se
elevou de forma significativa. D: o etanol aumentou o infiltrado de células inflamatorias, entretanto quando aos
animais receberam o pré-tratamento com GFD + glibenclamida ou L-NAME, essa infiltracdo de células pro-
inflamatorias aumentou de forma significativa. E: grupo controle (salina). F: grupo de animais que foi
administrado etanol 50% (0,5ml/25g), notar a formacdo acentuada de edema, juntamente com uma grande perda
de células epiteliais e areas hemorragicas. G: animais pré-tratados com GFD (30mg/kg), notar o efeito protetor
com preservacdo das células epiteliais. H e I: animais que receberam o pré-tratamento com GFD +
glibenclamida ou L-NAME apresentaram intensa area de edema com focos hemorragicos e de perda de células
epiteliais. Diferencas significativas: *P< 0,05 quando comparado ao grupo lesivo (etanol), *P<0,05 quando
comparado ao grupo salina, ndo ocorrendo diferenca (P>0,05) significativa entre 0s grupos tratados com os
polissacarideos e o inibidor comparado ao grupo lesivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.



78

Figura 30 — Andlise histopatoldgica das lesGes gastricas induzidas por etanol em animais
tratados com L-NAME, glibenclamida, GG e resultados quantitativos (scores) da analise

microscopica
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Os painéis A, B, C e D, representam os resultados quantitativos (scores) da analise microscopica nas lesdes
induzidas pelo o etanol. Os dados apresentados sdo medianas com pontuagdo minima e maxima indicadas entre
parénteses. A: o etanol causou elevada hemorragia na mucosa, sendo mantida de forma significativa quando os
animais foram pré-tratados com GG + glibenclamida ou L-NAME. B: o etanol proporcionou o aumento do
edema na mucosa gastrica, no entanto quando os animais foram pré-tratados com GG + glibenclamida ou L-
NAME o edema aumentou de forma significativa. C: o etanol provocou uma elevada perda de células epitelias,
porém quando os animais foram pré-tratados com GG + glibenclamida ou L-NAME essa perda celular se elevou
de forma significativa. D: o etanol aumentou o infiltrado de células inflamatdrias, entretanto quando aos animais
receberam o pré-tratamento com GG + glibenclamida ou L-NAME, essa infiltracdo de células prd-inflamatérias
aumentou de forma significativa. E: grupo controle (salina). F: grupo de animais que foi administrado etanol
50% (0,5ml/25g), notar a formacdo acentuada de edema, juntamente com uma grande perda de células epiteliais
e areas hemorragicas. G: animais pré-tratados com GFD (30mg/kg), notar o efeito protetor com preservacao das
células epiteliais. H e I: animais que receberam o pré-tratamento com GG + glibenclamida ou L-NAME
apresentaram focos hemorragicos e de perda de células epiteliais. Diferencas significativas: P< 0,05 quando
comparado ao grupo lesivo (etanol), *P<0,05 quando comparado ao grupo salina, ndo ocorrendo diferenca
(P>0,05) significativa entre os grupos tratados com os polissacarideos e o inibidor comparado ao grupo lesivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.12 Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa géstrica de
camundongos tratados com L-NAME e glibenclamida:

Para estudar a influéncia do 6xido nitrico e dos canais de potassio sobre 0s grupos
sulfidricos ndo proteicos na mucosa gastrica de camundongos, foi usado o L-NAME e
Glibenclamida. A figura 31 mostra que a administragdo de L-NAME (L-NAME+GG:
179,1 = 21,88 ng/g de tecido e L-NAME+GFD: 148,4 + 31,28 pg/g de tecido) e
Glibenclamida (GLIB+GG: 165,1 *+ 16,38 ug/g de tecido e GLIB+GFD: 154,9 + 13,71
ug/g de tecido) na dose de 10mg/kg reverteram o efeito protetor da Goma Guar (386,4
35,93 ng/g de tecido) e GFD (442,7 + 22,6 ng/g de tecido) ao reduzir os niveis de
glutationa. Grupo controle negativo (salina) (508,8 + 31,99 ng/g de tecido) e grupo etanol

(151,3 + 14,32 pg/g de tecido) foram usados como controles.
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Figura 31 — Determinacdo dos niveis de glutationa presentes na mucosa de camundongos
tratados com L-NAME e Glibenclamida
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Os animais receberam por via intraperitoneal L-NAME na dose 10mg/Kg e Glibenclamida por via
intraperitoneal na dose de 10mg/Kg. Ap6s 30 minutos, os animais foram tratados com Goma Guar e GFD
(30mg/Kg, por gavagem) e Omeprazol na dose de 10mg/Kg via oral. Uma hora ap6s foi administrado etanol
50% (0,5ml/25g) por gavagem. O grupo controle foi tratado com salina ou etanol ou omeprazol + etanol ou
GFD/Goma Guar + etanol. A Goma Guar e GFD apresentam envolvimento da via do 6xido nitrico e ativacdo
dos canais de KATP na reversdo da diminuicdo dos niveis de glutationa causada por etanol na mucosa gastrica.
Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferencas significativas: *P< 0,05
quando comparado ao grupo controle (salina), *P< 0,05 quando comparado ao grupo controle lesivo (etanol).

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.13 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa
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gastrica de camundongos tratados com L-NAME e glibenclamida

Na figura 32 pode-se observar que a administracdo de etanol 50% (558,4 + 55,63
nmol/ml de tecido), L-NAME e Glibenclamida provocaram um aumento nos niveis de MDA
na mucosa gastrica quando comparados ao grupo controle salina (148,3 + 10,85 nmol/ml de
tecido); Goma Guar/GFD + etanol (299,5 + 39,04 nmol/ml de tecido e 325,7 + 16,61 nmol/ml
de tecido, respectivamente) e Omeprazol + etanol (322 £ 12,2 nmol/ml de tecido) indicando
que ocorreu peroxidacdo de lipidios por espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas pelo
0 etanol que se manteve quando realizada a administracdo de L-NAME (via intraperitoneal)

e Glibenclamida (via intraperitoneal) na dose de 10mg/Kg.



Figura 32 — A avaliagdo da peroxidacdo de lipidios por espécies reativas de oxigénio em
camundongos tratados com L-NAME e Glibenclamida
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Os animais receberam por via intraperitoneal L-NAME na dose 10mg/Kg e Glibenclamida por via
intraperitoneal na dose de 10mg/Kg. Apos 30 minutos, os animais foram tratados com Goma Guar e GFD
(30mg/Kg, por gavagem) e Omeprazol na dose de 10mg/Kg via oral. Uma hora apés foi administrado etanol
50% (0,5ml/25¢g) por gavagem. O grupo controle foi tratado com salina ou etanol ou omeprazol + etanol ou
GFD/Goma Guar + etanol. A Goma Guar e GFD apresentam envolvimento com via do déxido nitrico e
ativacdo dos canais de KATP na reversdo do aumento dos niveis de malondialdeido causada por etanol na
mucosa gastrica. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferencas
significativas: *P< 0,05 quando comparado ao grupo controle (salina), *P< 0,05 quando comparado ao grupo
controle lesivo (etanol).

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.14 Avaliacdo da atividade da Mieloperoxidase (MPQO) na mucosa gastrica de
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camundongos tratados com L-NAME e glibenclamida:

Em relacdo a infiltracdo neutrofilica, e, por consequéncia disso, os niveis de MPO
foram mais elevados quando comparados aos grupos controles. No entanto, quando 0s
animais foram tratados com Goma Guar (5,96 £ 0,71 U/mg de tecido), GFD (5,75 = 0,45
U/mg de tecido) e Omeprazol (1,85 + 0,38 U/mg de tecido) os niveis de MPO reduziram. Ja
qguando comparado os grupos com administracdo de L-NAME (via intraperitoneal) (L-
NAME+GG: 10,37 £ 0,32 U/ml de tecido e L-NAME+GFD: 7,91 + 0,86 U/mg de tecido) e
Glibenclamida (via intraperitoneal) (GLIB+GG: 7,4 £ 0,7 U/mg de tecido e GLIB+GFD: 9,2
+ 0,57 U/mg de tecido) (10mg/kg) demonstrou aumento da infiltracdo de neutrdfilos
semelhante ao grupo lesivo etanol + salina (9,16 + 1,26 U/mg de tecido) (Figura 33)

diminuindo o efeito anti-inflamatorio proporcionado pelos polissacarideos.
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Figura 33 — A avaliacdo da atividade de Mieloperoxidase (MPO) em camundongos
tratados com L-NAME e Glibenclamida
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Os animais receberam por via intraperitoneal L-NAME na dose 10mg/Kg e Glibenclamida por via
intraperitoneal na dose de 10mg/Kg. Ap6s 30 minutos, os animais foram tratados com Goma Guar e GFD
(30mg/Kg, por gavagem) e Omeprazol na dose de 10mg/Kg via oral. Uma hora apds foi administrado etanol
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50% (0,5ml/25¢g) por gavagem. O grupo controle foi tratado com salina ou etanol ou omeprazol + etanol ou
GFD/Goma Guar + etanol. A Goma Guar e GFD apresentam envolvimento da via do 6xido nitrico e ativacdo dos
canais de KATP na reversao do aumento dos niveis de mieloperoxidase causado por etanol na mucosa gastrica.
Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferencas significativas: *P< 0,05
quando comparado ao grupo controle (salina), P< 0,05 quando comparado ao grupo controle lesivo (etanol).

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.15 Quantificacdo de nitrito no efeito gastroprotetor da Goma Guar e GFD na
mucosa gastrica de camundongos tratados com L-NAME e glibenclamida

Na avaliagdo da quantidade de nitrito se observou uma diminuigdo significativa nos
animais tratados com salina (0,1 + 0,0 uM), Goma Guar, GFD (0,1 £ 0,0 uM) e Omeprazol
(0,1 + 0,0 uM) (Figura 34). Ja quando realizada a administracdo de L-NAME (via
intraperitoneal) (L-NAME+GG: 0,36 + 0,03 uM e L-NAME+GFD: 0,35 + 0,02 uM) e
Glibenclamida (via intraperitoneal) (GLIB+GG: 0,34 = 0,03 uM e GLIB+GFD: 0,34 + 0,02
uM) (10mg/kg) demonstrou um aumento dos niveis de nitrito semelhante ao grupo tratado

apenas com solucdo salina e etanol (0,38 + 0,02 uM).
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Figura 34 — A avaliacdo dos niveis de nitrito em camundongos tratados com L-NAME e
Glibenclamida
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Os animais receberam por via intraperitoneal L-NAME na dose 10mg/Kg e Glibenclamida por via
intraperitoneal na dose de 10mg/Kg. Apds 30 minutos, os animais foram tratados com Goma Guar e GFD
(30mg/Kg, por gavagem) e Omeprazol na dose de 10mg/Kg via oral. Uma hora ap6s foi administrado etanol
50% (0,5ml/25¢g) por gavagem. O grupo controle foi tratado com salina ou etanol ou omeprazol + etanol ou
GFD/Goma Guar + etanol. A Goma Guar e GFD apresentam envolvimento da via do 6xido nitrico e ativacao
dos canais de KATP na reversao do aumento dos niveis de nitrito causado por etanol na mucosa géastrica. Os
resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman Keuls, Diferengas significativas: *P< 0,05
quando comparado ao grupo controle (salina), P< 0,05 quando comparado ao grupo controle lesivo (etanol).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o efeito do tratamento com os polissacarideos Goma
Guar (Cyamopsis tetragonolobus) e Galactomanana da Fava Danta (Dimorphandra
gardneriana) na lesdo gastrica induzida por etanol 50% entendendo por qual mecanismo de
acéo o efeito gastroprotetor acontecem.

As Ulceras induzidas pelo etanol sdo provocadas por uma heterogeneidade de fatores,
incluindo diminuicdo do fluxo sanguineo da mucosa, dano ao endotélio capilar, liberagdo de
metabdlitos derivados do &cido araquidénico e histamina (JAISWAL; RAO, 2016). A
fisiopatologia ndo é completamente elucidada, mas acredita-se que o etanol promove leséo
direta na mucosa, liberando mediadores inflamatoérios e elevando os niveis de granulécitos,
espécies reativas de oxigénio, citocinas e substancias vasoativas, levando a inflamacéo,
vasoconstricdo e isquemia, que finalmente resulta em morte celular e danos na mucosa
(KLEIN-JUNIOR et al., 2017). Esse estudo demonstrou que as lesdes gastricas induzidas pelo
etanol podem ser evitadas pela Goma Guar e GFD, protegendo as células dos danos causados
pelo estresse oxidativo.

Apesar dos avangos farmacéuticos recentes que melhoram as consequéncias causadas
pelo etanol a maioria das terapias induzem efeitos colaterais adversos, como
hipersensibilidade, ginecomastia, impoténcia, arritmia e alteracbes hematopoiéticas. Razao
pela qual os ingredientes bioativos extraidos de recursos naturais podem fornecer uma
abordagem confortavel e segura para a prevencdo de Ulcera gastrica. Muitos compostos
guimicos naturais tém demonstrado aplicabilidade biologica em diversas doencas, destacando
nos ultimos anos o potencial anti-inflamatorio e antioxidativo de diversos polissacarideos
derivados de plantas (XU et al., 2016).

No presente estudo foram usados de forma inédita dois polissacarideos em um modelo
de lesdo gastrica por etanol. A Goma Guar é uma galactomanana proveniente de Cyamopsis
tetragonolobus onde a mesma demonstrou em modelo experimental de osteoartrite em ratos
uma atividade analgésica que pode estar relacionada a farmacologia dos componentes dos
carboidratos, provavelmente acoplando-se a receptores especificos presentes na articulacéo,
sendo o possivel responsavel pela analgesia fornecida (CUNHA, 2008).

O uso atual de polissacarideos com finalidades terapéuticas se tornou uma ferramenta
efetiva em diversas situacOes fisioldgicas, como em casos do uso para gastroprotecdo. Dentre

os beneficios encontrados, podem-se destacar atividades antioxidantes, analgesicas, anti-
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hemorragicas, anti-inflamatorias (ABBOUD et al., 2019; CARLOTTO et al., 2019; LAJILI et
al.,, 2019; LUZ et al., 2019; PINTO et al., 2019). A presente pesquisa demonstrou uma
atividade anti-inflamatdria e anti-hemorragica com diminuicdo dos niveis infiltracdo
neutrofilica e hemoglobina nos animais tratados com as duas Galactomananas.

O efeito gastroprotetor dos produtos naturais pode estd relacionado principalmente
pela a inibicdo da migracdo e infiltracdo de neutrofilos, assim, podendo servir de base para
descoberta e desenvolvimento de novos compostos para tratamento de doencas gastricas
(MARQUES et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Em estudos onde foram verificados os efeitos da Goma Guar parcialmente hidrolizada
no dano da mucosa do colon e a resposta inflamatéria em um modelo experimental de colite
induzida por sulfato de sodio dextrano em ratos foi observado que o tratamento crénico com a
GG atenua a inflamacéo da colite induzida sendo mediado este efeito anti-inflamatorio através
da diminuicdo do fator de necrose tumoral alfa (NAITO et al., 2006). O presente estudo
apontou uma melhora em diversas situagdes associadas a presenca de citocinas inflamatdrias,
animas tratados com a Goma Guar e GFD tiveram melhora em parametros associados ao
estresse oxidativo e ao processo inflamatorio.

Na avaliacdo macroscopica inicial foi verificado que o etanol 50% provocou diversas
lesBes eritematosas lineares e ulceradas como é descrito na literatura (TARNAWSKI et al.,
1992). Os grupos que foram tratados com a GG e GFD, por via oral, diminuiram de forma
significativa as lesbes gastricas. Tal feito foi observado em todas as doses, porém a dose de
30mg/kg foi escolhida como melhor dose por ter apresentado melhores resultados em uma
menor concentracdo e pela dificuldade de solubilizacdo dos dois polissacarideos em maiores
concentragoes.

No estudo histopatoldgico, a presente pesquisa apontou que o etanol 50% provocou
alteracfes em todos os pardmetros avaliados: hemorragia, edema, perda de células epiteliais e
infiltrado inflamatorio. Os dados da presente pesquisa estdo alinhados com estudos anteriores
relatados usando o etanol como agente indutor de ulceracdo (AWAAD et al., 2013;
MONTEIRO et al., 2019; SELMI et al., 2017). Varios mecanismos estdo implicitos no
surgimento de lesbes induzidas pelo etanol nas membranas mucosas. O etanol é considerado
um dos principais causadores de lesbes ulceradas. Os efeitos do etanol sobre a mucosa
gastrica sdo bastante heterogéneos e podem estar associados com um distdrbio no equilibrio
entre a mucosa gastrica e fatores protetores e agressivos. Causas de injarias provocadas pelo
etanol nas células endoteliais dos vasos induzem disturbios na microcirculacdo levando a

hipdxia e a uma superproducéo de radicais de oxigénio e as espécies reativas de oxigénio sdo
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produzidas dentro do sistema gastrintestinal, mas seus papéis na fisiopatologia e na doenca
patogénese ndo foram bem estudados (PARK et al., 2015).

A glutationa reduzida (GSH) ocorre em ampla concentra¢do na mucosa gastrica sendo
apontada como um dos principais fatores de protecdo do tecido estomacal atuando de forma
eficaz na diminuicdo do estresse oxidativo atraves da eliminagdo de radicais livres, restringir
0s peroxidos e atuar com compostos eletrofilicos de forma a proteger a estrutura celular
proteica, material genético e lipideos, bem como proteger a célula de outras substancias
toxicas. Diversas pesquisas mostram que o etanol 50%, entre outras acOes, é capaz de
restringir as concentracbes de GSH (SOUZA et al., 2016). Diversos trabalhos apontam a
eficacia de extratos e substancias individualizadas de plantas com capacidade antioxidante
que sdo eficazes em proteger a mucosa gastrica contra as lesdes acarretadas pelo etanol, acéo
esta bem demonstrada pela presente pesquisa.

O malondialdeido (MDA) como marcador de peroxidacdo lipidica, € comumente
usado como um estado oxidativo e antioxidante nas células (AVERY, 2011; MEDEIROS et
al., 2008). O estresse oxidativo tem sido apontado como um passo essencial para a lesdo
gastrica provocada pelo etanol (LYKKESFELDT, 2007). No presente estudo, verificou-se que
0s niveis de enzimas antioxidantes (SOD e GSH) foram marcadamente reduzidas e o teor de
MDA foi significativamente elevado no grupo de modelo induzido por etanol. No entanto, 0s
grupos pré-tratados com os dois polissacarideos mostraram efeitos inibidores evidentes sobre
a reducdo induzida por etanol de SOD e o0s niveis de GSH e aumento do conteido de MDA, o
qgue demonstrou que a GG e GFD exibiram um importante potencial antioxidante na Glcera
gastrica induzida por etanol 50% em camundongos.

Com base no presente estudo, a administracdo por gavagem de GFD e GG poderia
proteger contra a ulceracdo gastrica, elevando as atividades SOD e GSH, e diminuindo 0s
niveis de MDA. Os resultados deste estudo corroboram com os resultados relatados por varios
que a atividade de SOD e GSH foram aumentadas em grupos tratados com compostos
sintéticos em comparagdo com animais tratados com etanol (HALABI et al., 2014; KETULY
et al., 2013; SALGA et al., 2012). Além disso, a reducdo nos niveis de MDA foi relatada em
animais tratados com varios compostos, tais como as batatas Dioscorea (BYEON et al., 2018)
e 0 extrato de Artemisia capillaris (YEO et al., 2018). E relatado que as EROs, como radicais
hidroxila, anions superoxido e perdxidos lipidicos, sdo espéecies nocivas que sdo conhecidas
por provocar desenvolvimento de Ulcera gastrica. O radical livre, em Gltima analise, causa
deplecdo no estado antioxidante do tecido, levando a peroxidagdo lipidica. Assim, 0s

antioxidantes eliminam a formacao de radicais livres que desempenham um papel importante
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na protecdo do dano celular (DEKANSKI; RISTIC; MITROVIC, 2009). O tratamento com a
GG e GFD aumentou os niveis/atividades das enzimas antioxidantes em comparagdo com o
grupo das ulceras.

As espeécies reativas de oxigénio (EROs) tais como o0s anions superdxido, radicais
hidroxila, e peroxido de hidrogénio séo gerados de forma permanente durante o processo de
respiracdo em organismos aerdbicos. A geracdo excessiva de EROs, excedendo a capacidade
antioxidante dos organismos, pode causar estresse oxidativo. A superoxido dismutase (SOD)
€ uma das principais enzimas antioxidantes, cuja funcdo é eliminar o anion superdxido por
acelerar a conversdo de perdxido de hidrogénio que, por sua vez, é detoxificado pelas enzimas
glutationa peroxidase e catalase. A administracdo imediata do etanol leva a resposta
imunoldgica, que libera quantidades enormes de radicais livres, enzimas causticas e citocinas
inflamatdrias (LI et al., 2017). A administracdo da GG e GFD mostraram-se como substancias
antioxidantes adicionais, pois diminuiram ou mesmo preveniram o dano causado pelo
aumento de estresse oxidativo promovido pelo etanol 50% aumentando a atividade de SOD
em relacdo ao grupo tratado com solucdo salina.

Estima-se que a MPO esteja envolvida no desenvolvimento de lesdes agudas da
mucosa gastrica e uma reducdo da acdo da MPO € avaliada como uma demonstracdo da
atividade anti-inflamatéria (SUO et al., 2015). Como mostrado na Figura 20, o tratamento de
camundongos com 50% de etanol causou uma diminuicao significativa nas atividades de SOD
e GSH juntamente com um aumento significativo na producdo de MDA na atividade de MPO
comparada com grupo controle. No entanto, o tratamento de ratos com a GG e GFD
(30mg/kg) atenuou consideravelmente a infiltracdo de neutrofilos. Estes dados sugerem que a
GG e GFD exibem efeitos anti-inflamatérios e protecdo contra o dano ao tecido gastrico

induzido por etanol 50% em camundongos, como ocorreria com o uso de omeprazol.

Neste estudo apontou que a administracdo de etanol 50% induziu uma importante
lesdo géstrica hemorragica. Em estudo realizado através da avaliacdo dos niveis de
hemoglobina na mucosa gastrica de ratos tratados com etanol e/ou sildenafil a
administracdo de etanol em alta concentracdo causou severas lesbes na mucosa gastrica,
envolvendo extensas hemorragias e destruicdo de tecido com o aparecimento de
hemorragias subepiteliais no estdmago resultado este semelhante ao nosso trabalho que
na Figura 21 mostra que o etanol 50% aumentou a quantidade de hemoglobina
(MEDEIROS et al., 2008). Ja com o tratamento na dose 30mg/Kg da GG e GFD reduziu

os niveis de hemoglobina de forma significativa evidenciando o efeito antihemorragico
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proporcionado pelas duas gomas.

O nosso estudo também avaliou a adesdo do muco gastrico ja que 0 mesmo é um
importante parametro da fisiologia estomacal. A camada de muco que reveste toda a mucosa
gastrica atua como uma barreira fisica contra o efeito agressivo da acidez do suco géstrico.
Além disso, 0 muco tem uma reconhecida agdo antioxidante. Assim, o enfraquecimento da
barreira mucosa é diretamente responsavel pelo dano gastrico e o etanol é bem conhecido por
destilar a camada de muco gastrico (REPETTO; LLESUY, 2002). Em consonancia com essa
visdo, a GG e GFD mostra um contetido de muco gastrico conservado, analogo ao controle
da Ulcera. Assim, pode-se concluir que os dois polissacarideos protegem a mucosa gastrica
através da preservacdo e manutencdo do conteudo de muco gastrico provavelmente em
decorréncia da capacidade de mucoadesividade dessas gomas. A barreira de muco gastrico
promove uma atividade essencial nos efeitos da prote¢do contra as ulceragdes gastricas, visto
que forma um muco ininterrupto idéntico a um gel, essa superficie mucoide sustenta um pH
em volta de 6-7, resguardando a mucosa do ambiente acido (pH 1-2) (CHEN et al., 2015).

O oxido nitrico esta envolvido na modulacdo da integridade da mucosa gastrica e na
regulacdo de secrecdo acida e alcalina, secrecdo de muco e fluxo sanguineo da mucosa
gastrica (KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991). Niveis de NO local sdo diminuidos em
estudos de lesdo gastrica induzida por etanol, indicando que a reducdo da quantidade de NO
local pode ser um fator decisivo para promover o dano da mucosa estomacal (KHATTAB;
GAD; ABDALLAH, 2001). Agentes que levam a sintese do NO, como a L-arginina, podem
prover protecdo gastrica. O NO produzido pela NOS constitutiva da L-arginina, tem papel
essencial no tono vascular local, atuando como vasodilatador e promovendo, assim, a
protecdo da mucosa gastrica pelo controle do fluxo sanguineo géastrico e da microcirculacdo
(UNEYAMA, 2009).

No presente estudo, o etanol 50% diminuiu a quantidade de NO, medido
indiretamente pela quantificacdo de nitrito, produto do metabolismo do NO, reforcando a
ideia que a diminui¢do de NO é um fator importante na formagdo de ulcera pelo etanol. A
terapéutica utilizando o GG e GFD levou a uma reducdo significativa na quantidade de Nitrito
em comparagdo com os animais Controle. Esse achado foi um resultado norteador para
indicacdo da via de sinalizacdo responsavel pela gastroprotecdo proporcionada pela GG e
GFD.

Continuando a elucidacdo dos mecanismos subjacentes envolvidos na gastroprotecéo

proporcionada pela GG e GFD foi realizado o pré-tratamento com Propargilglicina (PAG,
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inibidor da formacgdo do sulfeto de hidrogénio enddgeno, 50mg/kg i.p.), N-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME, inibidor da NOS ndo seletivo, 10mg/kg i.p.) e Glibenclamida
(antagonista dos canais de potassio, 10mg/kg, i.p.).

A primeira via estudada foi a do Sulfeto de Hidrogénio (H.S) onde se verificou na
avaliacdo macroscopica que a administragdo de PAG ndo reverteu o efeito gastroprotetor dos
dois polissacarideos, indicando a ndo participacdo dessa importante via de sinalizagdo. Foi
verificado na literatura que a administracdo exogena de H>S por NaHS reverteu o efeito
gastroprotetor da PAG em um modelo de lesdo gastrica com etanol absoluto em ratos
enquanto em outros trabalhos relataram que o PAG previne o efeito gastroprotetor da L-
cisteina apds a administracdo de 50% de etanol em camundongos, onde esta oposi¢do de
resultados possa ser devido a intensidade do dano induzido por concentracGes diferentes de
etanol (CHAVEZ-PINA; TAPIA-ALVAREZ; NAVARRETE, 2010; MEDEIROS et al.,
2009).

Em continuidade aos experimentos o L-NAME e a Glibenclamida de maneira efetiva
bloquearam o efeito gastroprotetor das duas gomas (30mg/kg) contra Ulceras induzidas por
etanol 50%, sugerindo que os polissacarideos propiciam a gastroprotecdo por mecanismos
complementares, incluindo o envolvimento NO e dos canais de potéassio. Os receptores a2
pré-sindpticos medeiam varias respostas no trato gastrointestinal e estdo envolvidos na
regulacdo da secrecdo acida gastrica (GYIRES et al., 2000). O NO estad envolvido na
modulacdo da integridade da mucosa gastrica e na regulacdo da secrecdo acida e alcalina,
secrecdo de muco e fluxo sanguineo mucoso gastrico (KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991).

A viscosidade apresentada pela Goma Guar ndo deve ser o Unico fator associado ao
efeito de diminuicdo de dor em tratamento da osteoartrite experimental em ratos por
viscossuplementacdo, pois a GG purificada tanto em gel como em solucdo demonstrou o
mesmo efeito analgésico (CUNHA, 2006). A goma de fava danta mostrou maiores valores de
viscosidade que a goma de guar (MONTEIRO, 2009) sendo utilizada como solugdo no
presente estudo e comprovando importante efeito como agente gastroprotetor na lesdo
induzida por etanol. No nosso trabalho a GG e GFD demonstraram seu efeito atuando como
mediadores da via NO/KATP (MONTEIRO, 2009).

Nossos resultados mostraram que o etanol causou uma queda significativa no teor de
NO, enquanto o L-NAME e a Glibenclamida exibiram efeito inibitorio significativo na
diminuicdo do teor de NO induzido pelo etanol nos tecidos gastricos sendo confirmado na
avaliacdo dos niveis de GSH, MDA, MPO e nitrito confirmando a acdo antioxidante e anti-

inflamatodria das duas Gomas.
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E bem identificado que o NO é um contribuinte na inflexdo da integridade da mucosa
gastrica, fluxo sanguineo na mucosa géastrica e secre¢do de muco (ANTONISAMY et
al.,2016; ANTONISAMY et al.,, 2015). Nosso trabalho apontou uma manutencdo da
integridade de muco gastrico bem com uma importante diminuicdo do quadro hemorréagico
através da avaliacdo dos niveis de hemoglobina confirmando ainda mais a possivel
participacdo do NO.

O NO, produzido pela via de acdo da NO-sintase, demonstra ser um mediador
fundamental no envolvimento da regulacdo do fluxo sanguineo e da microcirculagcdo gastrica
(WALLACE, 2006). Nesta pesquisa, a gastroprotecdo por Omeprazol (10mg/Kg), Goma Guar
(30mg/Kg) e GFD (30mg/Kg) foi revertida em animais pré-tratados com L-NAME, inibidor
ndo seletivo da NOS, sugerindo que o NO também participa no efeito gastroprotetor das duas
Gomas. Nossos achados sobre os niveis de nitrito no tecido gastrico realizados antes da
utilizacdo dos inibidores farmacoldgicos e ap6s o uso do L-NAME e Glibenclamida
confirmam e sustentam essa visao. O nitrito total, um marcador de 6xido nitrico enddgeno que
foi marcadamente reduzido pelo tratamento com GG e GFD e apresentando niveis
semelhantes ao grupo controle positivo (etanol + salina) quando utilizado o L-NAME e
Glibenclamida. O NO possui uma importante acdo antioxidante de rompimento de cadeia
eficaz na peroxidacdo lipidica mediada por radicais livres interagindo com prostanoides e
neuropeptideos sensoriais na regulacdo do fluxo sanguineo da mucosa géastrica e assim
influenciando diretamente na microcirculacdo (WHITTLE, 1993).

A participacdo dos canais Katp em varios modelos de protecdo gastrica foi
previamente descrita (LUNARDI et al., 2006; PESKAR; EHRLICH; PESKAR, 2002;
SANTANA et al., 2015). E o presente estudo também investigou o possivel papel dos canais
Katp nos efeitos gastroprotetores da GG e GFD contra dano gastrico induzido pelo etanol.
Mostrando que a glibenclamida reverteu o efeito protetor dos dois polissacarideos.

Estudos apontam que os canais de Karp estdo relacionados a diversos papeis
fisiopatoldgicos no estdmago tais como: regulacdo do fluxo sanguineo, secre¢do de acido
gastrico e contratilidade da musculatura gastrica. A glibenclamida pode modificar a
resposta de algumas drogas o que pode sugerir o envolvimento dos Karp em eventos
biologicos (STANDEN et al.,, 1989). Em trabalho onde se avaliou o extrato de
Matricaria recutita e do alfa-bisabolol sobre alesdo da mucosa gastricana avaliacdo da
mecanistica foram examinadas a participacdo de prostaglandinas, Oxido nitrico e canais
Katp +. M. recutita reduziu dano gastrico em todas as doses testadas. Os pre-tratamentos com

0 éster metilico de N-nitro-l-arginina, antagonista do oxido nitrico (10mg = kg, ip) ou com
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indometacina, um inibidor da ciclooxigenase, ndo bloquearam eficazmente o efeito
gastroprotector do alfa-bisabolol contrario aos nossos resultados, entretanto o efeito do alfa-
bisabolol foi significativamente reduzido em ratos pré-tratados com glibenclamida, um
inibidor da ativacdo do canal Katp + corroborando com os resultados encontrados do presente
estudo (BEZERRA et al., 2009).

Na avaliacdo gastroprotetora do (-) - myrtenol contra lesGes géastricas agudas induzidas
pelo etanol foi analisado o papel dos canais de NO e Karp. Pré-tratamento com o inibidor ndo
seletivo de NOS, L-NAME, aboliu a efeito de (-) -myrtenol, bem como de L-arginina, um
precursor da sintese enddgena de NO, demonstrando assim um papel NO no efeito
gastroprotetor de (-) -mirtenol, caracteristica semelhante a encontrada em nossa pesquisa.
Contudo, um papel para os canais Katp no efeito gastroprotetor o (-) -myrtenol é improvavel,
pois a glibenclamida, um bloqueador dos canais Kate, Ndo conseguiu reverter a
gastroprotecdo (VIANA et al., 2016) o que difere do nosso estudo.

Os acidos anacardicos de caju (Anacardium occidentale) em lesdo gastrica induzida
pelo etanol foram capazes de restaurar os niveis de SOD e 6xido nitrico exauridos pelo etanol
qguase na direcdo dos niveis normais observados nos controles apresentando como
mecanismos complementares a ativacdo de 6xido nitrico, e abertura dos canais de Katp
(MORAIS et al., 2010). Estes efeitos combinados também foram vistos no nosso estudo.

Na investigacdo da atividade gastroprotetora de uma fragdo polissacaridica sulfatada
extraida da alga marinha vermelha Gracilaria caudata e o seu mecanismo subjacente 0
tratamento com L-NAME ou glibenclamida reverteu esse efeito gastroprotetor. A
administracdo de PAG néo influenciou o efeito da fracdo polissacaridica sulfatada sugerindo
que a acdo protetora contra o etanol induz danos gastricos através da ativacdo da via NO/ K
(ATP) (SILVA et al., 2011). ImplicacBes estas que apoiam completamente os resultados da
presente pesquisa fortalecendo a participacdo dessas biomoléculas com potenciais efeitos
terapéuticos através de importante papel como eliminadores de radicais livres e antioxidantes
na prevencgéo de danos oxidativos ao tecido estomacal.

Em pesquisa analoga a fracdo polissacaridica sulfatada da alga Hypnea musciformis
foi avaliada em seu efeito gastroprotetor na lesdo induzida por etanol 50%. O presente estudo
foi bastante semelhante a todo protocolo abortado na nossa pesquisa utilizando um agente
polissacarideo com melhor dose de 30mg/Kg, etanol 50% (0,5mL/25g) e avaliacdo do efeito
do L-NAME (10mg/Kg, i.p.) e glibenclamida (10mg/Kg, i.p.) nas mesmas doses com 0
objetivo de verificar o envolvimento da via NO/Katp no efeito gastroprotetor. Os resultados

sugeriram que o mecanismo do efeito gastroprotetor da fracdo polissacaridica sulfatada €
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dependente dos canais NO/KATP que também pode ser mediada, em parte, por um
mecanismo envolvendo reducdo da peroxidacdo lipidica. Conclusfes semelhantes ao presente
estudo (DAMASCENDO et al., 2013).

A GFD é usada na medicina popular, os frutos da fava danta sdo utilizados para
tratamento de diversas enfermidades. A infusao do fruto verde é aplicada para conter
hemorragias e tratar hemorroidas, varizes e hematomas. Com a entrecasca curtida em agua
fria produz-se cha usado externamente como agente cicatrizante (FILIZOLA, 2013). A Goma
Guar purificada demonstrou acdo na terapéutica da osteoartrite com efeitos analgésicos
(CASTRO et al., 2007). Como citado os dois polissacarideos usados no presente estudo, ja
purificados e caracterizados, possuem aplicacdes bioldgicas, seja de forma empirica ou
baseada em evidéncias cientificas, fomentando a sua possivel utilizacdo em outras pesquisas.

Através dos resultados alcancados, pode-se criar o seguinte resumo grafico (Figura 35):

Figura 35 — Modelo grafico hipotético para os efeitos protetores da GG e GFD na mucosa
géstrica em lesdo induzida por etanol 50%
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi o primeiro trabalho a estudar os efeitos da GG e GFD aplicados em camundongos
utilizando o modelo de gastrite induzida por etanol 50%, constituindo alvo para estudos
posteriores, a fim de contribuir com possiveis implicacGes na terapéutica aplicada nesse ou em

outros modelos experimentais.
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8 CONCLUSOES

A Goma Guar e a GFD foram testados em relacéo a sua atividade farmacoldgica em

modelos de lesdo gastrica induzida por etanol. Os resultados obtidos no presente estudo

permitiram elencar as seguintes consideragdes:

>

As Gomas Guar e GFD diminuiram o dano gastrico induzido pelo etanol, analise
macroscopica e microscopica;

Os polissacarideos preveniram a lesdo gastrica, 0 consumo de glutationa e aumento da
peroxidagdo lipidica na mucosa géastrica induzida pela administracdo de etanol 50%
em camundongos;

As Gomas Guar e GFD mantiveram a integridade da camada de muco aderido a
mucosa gastrica;

Os dois polissacarideos aumentaram a acdo da enzima superdxido dismutase no tecido
gastrico, 0 que maximizou a dismutacdo do anion superoxido, indicando esse evento
como um dos mecanismos de atuacdo dessas substancias;

Houve diminuicdo da migracdo de neutrofilos na mucosa gastrica bem como do
quadro hemorragico no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos;

Os polissacarideos diminuiram de forma significativa a quantidade de nitrito no
estdmago dos animais ulcerados sugerindo o possivel envolvimento do 6xido nitrico
no mecanismo de acéo;

Isto posto, demonstramos que 0 mecanismo de acdo gastroprotetor da Goma Guar e
GFD é dependente da via NO/KATP. O blogqueio farmacolégico com o uso do L-
NAME e a Glibenclamida reverteu a gastroprotecdo dos dois polissacarideos
observado na avaliacdo do GSH, MDA, MPO e Nitrito.

A compreensdo dos mecanismos pelos quais a goma guar (Cyamopsis tetragonolobus)

e galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana) aumentam a gastroprotegédo

podera ser um alvo importante para o desenvolvimento de novas terapéuticas

farmacologicas nas lesdes inflamatorias estomacais.
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