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RESUMO

A Gastrite é considerada uma alteracdo inflamatéria do tecido gastrico,
influénciada pela ingestdo de contetdo alimentar ou substancias nocivas como o
alcool. Atualmente, os medicamentos utilizados para a condicdo aguda da
gastrite evidénciam limitacdes quanto ao uso prolongado, como por exemplo, 0s
inibidores da bomba de protons, que causa deficiéncia vitaminica e alteracGes
hematologicas. Em vista disso, pesquisas relacionadas as lesbes gastricas
destacam o poténcial terapéutico de substancias com capacidades hidrocoloides
na gastroprotecdo, como os polissacarideos definidos como galactomananas. As
galactomananas sdo descritas por possuir quantidades de manose e galactose, 0s
quais favorecem a formacdo de solucBes viscosas, podem promover uma
gastroprotecdo. Desse modo, 0 presente estudo teve como proposito avaliar os
possiveis efeitos gastroprotetores da Galactomanana de Delonix regia (GM-DR)
e Goma Guar despolimerizada (GGD), em modelo experimental de gastrite
aguda induzida por etanol. Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-30
g) alocados aleatoriamente (n=8) em diferentes grupos: Salina, etanol (50%),
omeprazol 40mg/kg (OME) e pré-tratados com GM-DR e GGD nas doses 1, 3,
10 e 30 (mg/kg). Apds jejum de 12 horas, os animais foram pré-tratados com a
GM-DR e GGD e uma hora apds a lesdo gastrica foi induzida por etanol. Duas
horas ap6s o inicio do protocolo, os animais foram eutanasiados e 0s estdbmagos
retirados  para  andlises  macroscOpicas,  histoldgicas, atividade da
mieloperoxidase (MPO), glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA),
hemoglobina tecidual e dosagens de citocinas TNF-a e IL-1B por Elisa. Os
resultados obtidos indicaram que todas as doses do pré-tratamento (1, 3, 10 e 30
mg/kg) reduziram (p<0,05) os indices de lesbes hemorragicas no tecido gastrico
dos grupos GM-DR (7, 14, 8 e 11%) e GGD (13, 8, 9 e 10%) respectivamente,
quando comparados ao grupo etanol (38%), com melhor eficacia na dose 1, 10
mg/kg para GM-DR em relacdo ao OME (23%). Para os dados histologicos, a
GM-DR e GGD reduziram edema, perda de células epiteliais, infiltrado celular
e hemorragia, quando comparados ao grupo etanol. Os niveis da MPO (UMPO /
mg tecido) foram reduzidos em todas as doses (1, 3, 10 e 30 mg/kg) no grupo
GM-DR (14, 14, 15 e 9%) e GGD apenas a dose de 10 e 30 mg/kg (17, 15, 13 e
14%), quando comparados ao grupo etanol (21%). Os indices de GSH (ug/g de
tecido) aumentaram nos grupos GM-DR (15, 15, 15 e 19%) e GGD (17, 18, 16
e 19%) respectivamente, quando comparados ao etanol (9%). O MDA (nmol/ g
tecido) foi reduzido nos grupos GM-DR (14, 16, 13 e 11%) e GGD (14, 14, 15 e
12%) apenas na dose de 30 mg/kg, quando comparados ao etanol (21%). Diante
os dados obtidos, a dose de 10 mg/kg foi escolhida para dar continuidade ao
estududo e foi evidenciado que atenuaram os niveis de IL-1B (ug/ml) GM- DR
(20%) e GGD (24%) e TNF-o (pg/ml) GM-DR (24%) e GGD (25%) quando
comparados ao grupo etanol IL-1B (35%) e TNF-a (35%). Dado pelo exposto €
evidente o efeito gastroprotetor da galactomanana de Delonix regia e Goma
Guar despolimerizada na lesdo gastrica induzida por etanol, atenuando o0s
parametros inflamatorios e oxidativos.

Palavras-chave: Gastrite; Etanol; Galactomanana; Delonix regia; Goma Guar.



THE GASTROPROTECTIVE EFFECT OF GALACTOMANAN FROM
Delonix regia AND DEPOLYMERIZED GUAR GUM (Cyamopsis tetragonoloba)
INA MODEL OF ACUTE ETHANOL-INDUCED GASTRITIS

ABSTRACT

Gastritis is considered an inflammatory alteration of the gastric tissue,
influenced by the ingestion of food content or harmful substances such as
alcohol. Currently, the drugs used for the acute condition of gastritis show
limitations regarding prolonged use, such as proton pump inhibitors, which
cause vitamin deficiency and hematological changes. In view of this, research
related to gastric lesions highlights the therapeutic potential of substances with
hydrocolloid capabilities in gastroprotection, such as polysaccharides defined
as galactomannans. Galactomannans are described for having amounts of
mannose and galactose, which favor the formation of viscous solutions, and
may promote gastroprotection. Thus, the present study aimed to evaluate the
possible gastroprotective effects of Delonix regia Galactomannan (GM-DR)
and depolymerized Guar Gum (GGD), in an experimental model of acute
gastritis induced by ethanol. Male Swiss mice (25-30 g) were randomly
allocated (n=8) into different groups: saline, ethanol (50%), omeprazole
40mg/kg (OME) and pre-treated with GM-DR and GGD at doses 1 , 3, 10 and
30 (mg/kg). After a 12-hour fast, the animals were pre-treated with GM-DR and
GGD and one hour later, the gastric lesion was induced by ethanol. Two hours
after the beginning of the protocol, the animals were euthanized and the
stomachs removed for macroscopic and histological analyses, myeloperoxidase
activity (MPO), reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), tissue
hemoglobin and TNF-o and cytokine dosages. IL-1B by Elisa. The results
obtained indicated that all pre-treatment doses at doses 1, 3, 10 and 30 (mg/kg)
reduced (p<0.05) the rates of hemorrhagic lesions in the gastric tissue of the
GM-DR groups (7, 14, 8 and 11%) and GGD (13, 8, 9 and 10%) respectively,
when compared to the ethanol group (38%), with better efficacy at dose 1, 10
mg/kg for GM-DR compared to OME (23%). For histological data, GM-DR
and GGD reduced edema, epithelial cell loss, cell infittration and hemorrhage
when compared to the ethanol group. MPO levels (UMPO / mg tissue) were
reduced at all doses (1, 3, 10 and 30 mg/kg) in the GM-DR group (14, 14, 15
and 9%) and GGD only at the 10 mg/kg dose. and 30 mg/kg (17, 15, 13 and
14%) when compared to the ethanol group (21%). GSH indices (ng/g of tissue)
increased in the GM-DR (15, 15, 15 and 19%) and GGD (17, 18, 16 and 19%)
groups, respectively, when compared to ethanol (9%). MDA (nmol/ g tissue)
was reduced in the GM-DR (14, 16, 13 and 11%) and GGD (14, 14, 15 and
12%) groups only at the dose of 30 mg/kg, when compared to ethanol (21%).
Given the data obtained, the dose of 10 mg/kg was chosen to continue the study
and it was shown that it attenuated the levels of IL-1p (ug/ml) GM-DR (20%)
and GGD (24%) and TNF -a (pgml) GM-DR (24%) and GGD (25%) when
compared to the ethanol group IL-1B (35%) and TNF-a (35%). Given the
above, the gastroprotective effect of galactomannan from Delonix regia and
depolymerized Guar Gum is evident in gastric damage induced by ethanol,
attenuating inflammatory and oxidative parameters.

Keywords: Gastritis; Ethanol; Galactomannan; Delonix regia; Guar gum.
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1 INTRODUCAO

As doencas que acomentem o trato gastrointestinal em decorréncia ao abuso de
alcool, representam na gastroenterologia clinica, um grande papel. O estdmago por
sua vez, um dos principais orgdos associados na degradacdo do alimento,
responsavel por liberar mediadores que facilitaram essa acdo. O conteldo &cido
encontrado no intetior do orgdo é composto por numerosos ions de hidrogénio que

ao somarem-se com cloreto, formaram o suco gastrico (RAMSAY, CARR, 2011).

O estbmago, por ser um orgdo com grande papel funcional, torna-se
sucesptivel a acdo de agentes de carater patologicos. A injdria tecidual causada por
esse agente leva a uma resposta inflamatoria induzida por varios mediadores, que
ao serem liberados no lumém gastrico, resultaram em lesbes a mucosa gastrica, que
serdo denominadas como gastrite e Ulceras pépticas. O alcool é uma das principais
causas de gastrite aguda, ao ser exposto continuamente a mucosa gastrica, causa
uma reducdo das defesas da mucosa, acarretando assim, no desequilibrio entre os
fatores protetores e agressores do tecido estomacal (WALLACE; MA, 2001).

Atualmente, os medicamentos utilizados para tratar esses distubios acidos que
afetam a mucosa gastrica, sdo 0s antiacidos, inibidores de bomba de protdns, os
antagonista de receptores de histamina do tipo 2, tais classes de medicamentos sao
efetivas, porém, a longo prazo, esses medicamentos causam efeitos adversos
graves, como arritma, fadiga e aborto, causando interrupcdo do tratamento e piora

do quadro clinico desses pacientes dispépticos (SOUZA et al., 2016).

Tendo em vista isso, nos Ukimos anos, varios estudos cientificos buscam
compreender melhor a fisiopatologia da gastrite, com enfoque em compostos que
possam promover uma gastroprotecdo. Ja € evidente que compostos originarios de
plantas, possuem acdo anti-inflamatoria e antioxidante, tais compostos
denominados por galactomananas, possuem a capacidade de formarem solucdes
viscosas quando hidrtados em concentragfes determinadas e sdo amplamente
empregados na industria por suas caracteristicas emussificantes (MARQUES et al.,
2019; LI etal.,, 2018; ZHANG et al., 2019)

A galactomanana de Delonix regia e Goma Guar, sdo heteropolissacarideos
obtidos de semestes de leguminosas, possuem estrutrura quimica similiares, visto
que, sdo formados por cadeias lineares simples e sua diferenciacdo se da pela razao

manose/ galactose, onde esse fator é determinante para sua solubilidade (FARIAS
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et al, 2019, CASTRO et al, 2016). A Goma Guar utilizada nessa pesquisa passou
por hidrolise afim de diminuir sua massa molar de pico, dessa forma, foi nomeada

por Goma Guar despolimerizada.

A Goma Guar e a galactomanana de Delonix regia, sdo amplamente
empregadas na indGstria, no setor farmacéutico, por exemplo, a Goma Guar,
possuem acdo no controle de liberacdo de medicamentos no TGI, e a
galactomanana de Delonix regia, é descritas por formarem scaffold (SIQUEIRA et
al., 2015), além de serem utilizadas em curativos microbianos (HEIRMADURAI;
THANIKAIVELAN; MURALI, 2016). Tendo em vista isso, se tem como
finalidade nesse estudo, a avaliacdo do potencial gastroprotetor da galactomanana
de Delonix regia e Goma Guar despolimerizada diante 0 modelo experimental de

gastrite aguda induzida por etanol.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1ANATOMIA E FISIOLOGIA GASTRICA

Responsavel por transportar, digerir e absorver substancias e nutrientes a
partir dos alimentos ingeridos, o trato gastrointestinal (TGI) é composto por um
complexo sistema que propicia eletrélitos e nutrientes ao organismo, 0s quais
passaram intrinsecamente pelo estbmago, sendo esse, descitro por ser um 0Orgao
muscular contratil, onde se inicia a segunda fase da digestdo. Tal fato simples
negligencia a importancia enddcrina, fisiologica, biogquimica e imunolégica que
esse Orgao possui (SILVERTHORN, etal., 2010).

O estdbmago possui porcBes musculares compartimentadas, as quais
permitem acles dilatadoras e contrateis conhecidas como movimentos
peristalticos. Anatomicamente (Figura 1), o estdbmago, se divide em céardia,
corpo, fundo e ao seu final estd situado o antro e piloro. Em relacdo a
classificacdo histoldgica, o tecido gastrico é composto pela mucosa, submucosa,
camada muscular e serosa, na por¢do da mucosa, encontra-se numerosas células
secretoras importantes na fisiologia do orgdo (RAMSAY, CARR, 2011,
BRUNEAU et al., 2017).

Figura 1 - (A) DivisGes anatdbmicas estdmago; (B) Classificacdo histoldgica.

Fonte: SILVERTHORN, 2010



Esse atributo secretor do estdmago possui como base o revestimento
glandular distribuido em suas divisdes anatdmicas (Figura 2). A porcao inicial e
final do estdbmago, especificamente da cardiae antro, sdo revestidos por células
foveolares que sdo secretoras de mucinas, considerada as principais proteinas
que compdem o muco, um fluido viscoso que atua como uma barreira fisica
sobre a superficie do epitélio do estbmago e diversos oOrgdos do TGI.
(KUMAR etal., 2010)

Outro tipo celular encontrado na por¢do do antro sdo as células G,
responsaveis pela producdo e liberacdo de gastrina, um hormdnio que estimula
a secrecdo luminal de ions de H* através da inducéo da liberagdo de histamina
pelas células enterocromafim por meio do receptor de colecistoquinina b. A
histamina entdo liberada, se liga aos receptores de histamina tipo 2 presentes na
membrana das células parietais, que estdo presentes nos segmentos do corpo e
fundo (ROSS; PAWLINA, 2012).

As células parietais, sdo produtoras de &cido cloridrico (HCI) o principal
atuante da digestdo quimica dos alimentos e determinante para o meio &cido do
estbmago, além disso a producdo de HCI é importante para a ativacdo de
enzimas digestivas como pepsinogenio que sdo produzidas pelas células
principais ou também chamadas de pépticas que compbem as glandulas
oxinticas (SCHUBERT etal., 2011)

Figura 2 - Divisdo celular da mucosa gastrica.

(A) Regides que compdem o Antro Pildrico; (B) Regides que compdem o corpo.

Gitrousa
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Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013.

Tal secrecdo acida deve estd rigorosamente regulada, a fim de evitar
lesbes a mucosa gastrica, para isso, existem mediadores que devem evitar o
aumento do é&cido circulante, a gastrina, liberadas pelas células G, as células
enterocromafins e a somatostatina (inibicdo do horménio géastrico), além da
estimulacdo neuronal e mecanica, que irdo agir em ultimo caso para regulagcdo
do &cido (EL-SERAG et al., 2014).

O mecanismo fisiologico envolto das células parietais e liberacdo do
acido gastrico se da por meio de trés mecanismos: neural, no qual se deve a
sensibilizagdo das terminagcbes neural dos ganglios entéricos, promovendo a
liberacdo da acetilcolina, aumentando o célcio intracelular, além da liberacéo
de noradrenalina, purinas e oxido nitrico (MELO, 2008; RAMSAY, CARR,
2011).

O segundo mecanismo descrito na literatura é a estimulagdo enddcrina,
onde a liberacdo do horménio gastrina, mediando seu papel pela ligacdo ao
receptor gastrina-colecistocina b (CCBK), acarretando o aumento de célcio
celular. O terceiro mecanismo, o paracrino, descreve-se pelas células
enterocromafins, que irdo exercer seu papel ao se ligar aos receptores de
histamina tipo 2 (H2) (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2012).

Todos os eventos fisiologicos levam a liberacdo de hidrogénio (H*), com
0 estimulo dos canais de potassio (K*), o qual intervém na expressao e
ativacdo da bomba de protons (H'/K ATPase), que ira transportar o H*
intracelular para lmen gastrico ¢ o K* retornara do limen para o interior da
célula. Esse fato, também aumenta a expressdo dos canais de cloreto (CI) na
membrana plasmatica apical (SCHUBERT; PEURA, 2008; BERNE et al.,
2009; RAMSAY, CARR, 2011).

A membrana plasmatica apical ndo possui contato com os ions H”,
porém, em certas condicdes os ions podem se transpor entre as juncdes
celulares para atingir as superficies basolaterais, que em determinada
concentracdo, promovem dano a mucosa (Figura 3). Essa por sua vez, utiliza de
um mecanismo denominado de “maré alcalina”, realizada pelas células
parietais, que ao serem estimuladas irdo secretar acido cloridrico no limen

estomacal e simultaneamente libera bicarbonato no intestino e limen de vasos
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capilares, causando o aumento temporério do pH estomacal. Essa transposicdo
de bicarbonato acontecerd de cima para base de células epiteliais e ao limen
gastrico (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Outros fatores protetivos da mucosa gastrica sdo descritos por pré-
epiteliais como a barreira epitelial caracterizada pelas células de superficies
ligadas por juncBes, o continuo fluxo de sangue que afluem pelos microvasos
da mucosa, formando a barreira microvascular endotelial, além da geracdo de
prostaglandinas (PGs) e oxido nitrico. (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI,
2008).

Figura 3 - Secregdes idnicas de células parientais.

Membrana Apical

Fonte: Adaptado MOREIRA, 2015.

2.2 MECANISMOS FISIOLOGICOS DE PROTECAO DA MUCOSA
GASTRICA

As PGs sdo mediadores quimicos celulares envolvidos na protecdo
gastrica, atuando de forma anti-inflamatéria devido a capacidade de inativacdo
dos leucécitos e consequente reducdo de citocinas proinflamatorias, em
destaque para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1 beta (IL-
1B) e a interleucina 6 (IL-6) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008;
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WALLACE, 2008).

As PGs com énfase para as do tipo E e I, possuem fungdes fisiologicas
que promovem a manutencdo e cicatrizagdo da mucosa gastrica. Tal mediador é
produzido por intermédio do acido araquiddnico, por meio das enzimas da
cicloxigenases (COXs) que estdo descritas na literatura de 1 a 3, sendo
encontradas em mais abundancia no tecido gastrico a COX 1 e COX 2. A COX
1, por sua vez, € considerada constitutiva e responsavel pela producdo de
componentes protetores. Sendo um importante elemento na homeostase gastrica
(WALLACE, 2008; SULEYMAN et al., 2010).

Os beneficios envolvidos nesse mecanismo sdo importantes durante 0s
processos patologicos que podem vir a acometer o estbmago, uma vez que, a
producdo de muco € um importante constituinte na barreira fisico-quimica da
mucosa gastrica (SQUIRE et al., 2013).

O muco que se apresentam como um fluido viscoso, elastico e aderente,
composto de 95% de agua e 5% de mucinas (MUCs), alem de fragmentos de
DNA, lipideos, ions, proteinas e restos celulares. O muco estd presente na
mucosa do colon, superficie do estdbmago, bem como nas glandulas de Brunner
no duodeno, como uma forma importante de camada protetora nestes tecidos
(MAITY et al., 2003, AIHARA et al., 2007).

A mucosa géastrica durante seu amadurecimento passard a secretar as
mucinas do tipo MUCS5AC, liberada de forma neutra e expressa no epitélio
superficial e foveolar em todas as regides da mucosa, e a MUCG6 secretada de
forma 4cida e liberada nas glandulas antrais, cardicas e em células
mucossecretoras da mucosa oxintica (FONESKA, KAUNITZ, 2010; SQUIRE
et al, 2013). Além desses elementos protetores da mucosa gastrica, é
evidenciado um complexo enzimético antioxidante que atua na manutencdo e
protecdo da mucosa gastrica (AL-JIBOURY; KAUNITZ, 2012).

As especies reativas de oxigénio (EROs) sdo gerados a partir do
metabolismo de algumas células, como macrofagos, neutréfilos, células
endoteliais e células epiteliais. As EROs, possuem em sua camada externa uma
quantidade significativa de elétrons que podem reagir rapidamente com

membranas celulares adjacentes causando a degeneracdo e a morte celular

22



(FINK, 2002).

O ambiente redox (oxidagdo-redugdo) no interior celular reduz os danos
causados pelas EROs, (Figura 4), esse ambiente redox, é mantido a partir das
acOes antioxidantes de enzimas endogenas, como catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). Em niveis baixos, as EROs séo
fundamentais para os sistemas bioldgicos, participando da fosforilacdo de
proteinas, ativacdo de fatores de transcricdo, diferenciacdo celular, apoptose e
imunidade ( RAJENDRAN et al., 2014).

Figura 4 - Acdo das enzimas antioxidantes. A reducdo e oxidacdo no

interior celular levardo ao impedimento dos danos causados pelas EROs.
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O sistema antioxidante exerce fungdes primordiais na protecdo dos
sistemas biologicos, mas quando ha alteracbes no equilibrio entre a formacéo e
eliminacdo de EROs, culmina no acumulo desses metabdlitos oxidativos
acarretando em uma condicdo denominada de estresse oxidativo (DEPONTE,
2013; KWIECIEN etal., 2014).

Como forma de protecdo, 0 organismo neutralizarda as EROs
utilizando principalmente um conjunto de enzimas antioxidantes que incluem a
SOD, CAT e GPx. A GPx podem ser encontrada em diferentes estruturas
celulares, abrangendo mitocéndrias e nucleo, contudo essa enzima necessita de
outros componentes para exercer suas funcGes, como glutationa reduzida (GSH)
e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) (SINDHI et
al., 2013)



A glutationa reduzida (GSH) é uma molécula ndo enzimética que atua
como agente atenuante de radicais livres e substancias toxicas no estdmago,
onde se apresenta em maior quantidade. Em situagbes de aumento de estresse
oxidativo o GSH atuard reduzindo as EROs ( BHATTACHARYYA et al,
2014).

Todavia, 0 estbmago por ter importante papel na digestdo torna-se
suscetivel a alteracbes fisiologicas e patoldgicas, principalmente quando exposto
constantemente a agentes irritantes, alterando  mecanismos  secretdrios,
regulatorios e protetores, acarretando em doencas como, cancer, Ulceras e
gastrite (DANI; PASSOS, 2011).

2.3GASTRITE

A gastrite tem como descricdo, alteracdes que afetam o estdmago, sendo de
carater agudo ou crbnico e de etiologia variada. As principais fontes causais se
ddo pela ma ingestdo do conteldo alimentar ou pela exposicdo a substancias
nocivas como élcool, tais fatos levam ao desarranjo dos fatores agressivos e
protetores, culminando na inflamacdo do tecido gastrico. A lesdo aguda do
tecido gastrico induz o ao aumento dos mediadores inflamatérios liberados
pelas células do epitélio gastrico, intensificando o quadro clinico e
desenvolvendo lesGes mais graves como ulceras gastrica (UGs) (WALLACE;
MA, 2001; SILVA, CORRADI, ZAMBERLAN, 2006)

A gastrite crénica ha a participacdo da Helicobacter pylori (H. pylori), um
bacilo gram-negativo tido como um dos fatores etioldgicos principais no
desenvolvimento da doenca estd presente em 50% da populacdo mundial e tem
correlacdo com idade e nivel socioecondmico (APRIGIO, et al, 2022). A
infeccdo resulta na diminuicdo da protecdo da mucosa gastrica, devido a
diminuicdo das secrecOes protetoras, aumento de infilttrado celular e ativacdo de
citocinas, ocasionando em uma resposta inflamatoria grave (TAKEUCHI et al.,
2014; SALIMZADEH et al., 2015)

A ocorréncia da gastrite, também esta interligada a uma série de condi¢bes
como 0 estresse, a genética, habitos alimentares, o qual essa Ultima esta

diretamente associada ao consumo demasiado do éalcool (SILVA, CORRADI,
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ZAMBERLAN, 2006). Essa doenca apresenta lesbes hemorragicas na mucosa
gastrica, onde o tecido epitelial, conjutivo, células da musculatura lisa, vasos e
nervos, podem ser destruidos (Figura 5), o diganostico se da pela somatoria de
sintomas e histérico do paciente, sendo confirmado por meio de exames de
imagem (MILANI; CALABRO, 2001)

Figura 5 - Endoscopica digestiva alta: Avaliagdo tecido estomacal. (A)

Estobmago Saudavel; (B) Estbmago com gastrite Hemorragica.
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Fonte: HASHIMOTO, 2015.

Outro fator causal é o uso prolongado de anti-inflamatdrios ndo esteroides
(AINES), em especial, os ndo seletivos para a COX 2, como diclofenaco e
indometacina, que irdo inibir também a COX 1, diminuindo a protecdo da
mucosa gastrica, deixando-a propensa a lesdes. (DONG; KAUNITZ, 2006;
NISHIDA; TSUJII; TSUJII, 2004).

No Brasil, a incidéncia da gastrite é crescente, apresentando altos custos
hospitares com servicos de diagnostico, tratamento e internagfes ao que se
refere as doencas do aparelho digestivo. O boletim disponibilizado pelo
DATASUS, referente a marco de 2016 a outrubro de 2021, foram
contabilizados 6.087 internagcbes por doengas dispepticas &cidas, levando um
custo total de R$ 3.071.484,16 ao Governo Federal em servicos hostilares, onde
as regides que mais notificaram esses casos foram nordeste e sudeste, com 32%
e 26% respectivamnte (BRASIL, 2021).



2.3.1ETANOL E O DANO A MUCOSA GASTRICA.

O 4dlcool € a droga licita mais utilizada em todo o mundo, gerando graves
problemas de salde publica global (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003). O alcool é destacado por sua caracteristica lipofilica facilitando sua
entrada nas células epiteliais, além de estd diretamente ligado a mudancas na
microbiota intestinal e alteraces metabdlicas. O consumo dessa substancia
contribui também para formacdo de EROs, aumentando a permeabilidade
intestinal, 0 que acarreta o desenvolvimento de doencas hepaticas e gastricas
(ZELALEM, WOLDEAMANUEL, 2021).

Cerca de 20% do alcool é absorvido no estbmago e o restante (80%) é
no intestino delgado. No tecido estomacal, em altas concentra¢cdes, o alcool
causa a solubilizacdo da barreira muco protetor permitindo o contato do acido
gastrico ao epitélio do estbmago e consequentemente a lesGes hemorrégicas.
Esse processo induz a liberagdo de citocinas proinflamatorias pelas células do
proprio epitélio gastrico, como a interleucina 1 beta (IL-1p) e principalmente a
ativacdo e quimiotaxia de neutrdfilos, que amplifica a resposta inflamatoria ao
contribuir na producdo de IL-1p e TNF-o. Além disso, ocorre a redugdo de
oxido nitrico, diminuicdo do fluxo sanguineo e o aumento da EROSs, elevando o
dano na mucosa gastrica (ELSEWEIDY, 2017). Ha a participacdo de radicais
livres, durante o desenvolvimento e instalacdo de GA, tem como principais
marcadores 0 MDA, a GSH e a SOD (ELSEWEIDY, 2017).

2.4 MEDICAMENTOS  UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA
GASTRITE

Os medicamentos empregados para tratamento de gastropatias s&o usados
isoladamente ou em associacdo, 0s quais devem ser utilizados levando em
consideracdo a fonte causal da doenca, como por exemplo, a presenca ao ndo da
H. pylori (BARROS et al., 2021). Tais medicamentos auxilido na cicatrizacdo
das lesbes da mucosa gastrica. Os principais farmacos utilizados sdo o0s
antiacidos, inibidores de bomba de prétons, antagonistas de recptores de H2 e
os analogos de prostaglandinas (BRUNTON et al., 2010).
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Durante um longo periodo se fez uso de antiacidos, os quais atuam
neutralizando a acidez gastrica. Estd empregado nesse grupo o hidréxido de
aluminio, hidréxido de magnésio, carbonato de calcio e bicarbonato de sddio.
Contudo, os antidcidos por alterarem o pH gastrico e urindrio, tendem a
interagir com outros medicamentos, através de interacbes farmacocinéticas de
dissolucdo, absorcdo, biodisponibilidade e eliminacdo renal. Alguns antiacidos
também sdo relatados como quelantes de farmacos e micronutrientes no TGl,
produzindo complexos insollveis e ndo absorvidos Outra limitacdo se d& pela
curta acdo dessas substancias, necessitando do uso frequente e muitas vezes
insuficiente para alguns tipos de gastropatias (BRUNTON et al, 2010; SHI;
KLOTZ, 2008).

Outro grupo de medicamentos usados no tratamento de doencas pépticas
acidas sdo os inibidores de bombas de prétons (IBPs), a principal classe
farmacologica usada no tratamento de lesdes da mucosa. Os IBPs sdo
profarmacos que se ativam em ambiente 4acido se ligando de forma irreversivel
a bomba de prétons, limitando a liberacdo de H* e consequente reducdo da
acidez no limen gastrico. Estdo listados nessa classe o omeprazol, esomeprazol,
pantoprazol e lansoprazol (DONG; KAUNITZ, 2006).

Contudo, conforme o tempo de uso dos IBPs sdo observados efeitos
indesejaveis, como dores de cabeca, dor abdominal e diarreia (MCKEAGE et
al, 2008), além de deméncia, problemas renais e pneumonia. Outros relatos
destacaram também a dificuldade na absor¢do de alguns ions importantes na
dieta, como magnésio e calcio, assim como também a deficiéncia da vitamina
B12 acarretando em alteracbes hematologicas (GOMM et al, 2016;
MALAVADE; HIREMATH, 2017; JOHNSTONE; NERENBERG; LOEB,
2010; EPSTEIN; MCGRATH; LAW, 2006). Os IBPs possuem efetividade no
tratamento da gastrite, porém o seu uso prolongado e em doses maiores, O
desenvolvimento de tolerancia em alguns pacientes, além de outros efeitos
adversos indesejados que podem levar ao abandono do tratamento (DONG;
KAUNITZ,2006; SIERRA etal., 2018).

Outro medicamento empregado na clinica médica sd@o o0s antagonista de
receptores de histamina-2, que comecou a ser introduzido ainda da década de

70, com resultados clinicos promissores. Os farmacos empregados nesse grupo,
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como a cimetidina, ranitidina e famotidina, sdo descritos por causarem inibicdo
da producdo éacida por competirem com as histaminas pela ligacdo aos
receptores H, na mebrana basolateral das células parientais (YUAN; PADOL,;
HUNT, 2006).

Com tudo, os antagoniosta de H, possuem acdo relativamente curta e séo
dimunuidos com a ingestdo de alimentos, além de possuirem tolerdncia ao uso.
Os efeitos colaterais como cefaleia, fadiga, sonoléncia, dor muscular e 0 seu uso
em longo prazo, pode agir no sistema nervoso central, causando confusdo,
delirio e alucinagbes, principalmente em pacientes idosos (BRUNTON et al.,
2010)

Ja os andlogos de prostaglandinas sdo empregados com o objetivo de
diminuir os efeitos adversos devido ao uso crénico de AINEs. O misoprasol, um
analogo de PGE-1, restaurando de forma parcial as PGs da mucosa gastrica,
contribuindo para secrecdo de muco, bicarbonato e aumento do fluxo sanguineo
no estomago (PARK et al, 2007). Apesar de ser eficaz contra as gastropatias,
esse medicamento causa efeitos adversos como diarreia, dor abdominal, nauseas,
além da possibilidade de inducdo ao aborto, devido sua capacidade de aumento
das contracdes da musculatura lisa (BRUNTON et al., 2010).

A somatéria de todos os efeitos colaterais e limitacdes evidentes dos atuais
farmacos empregados na clinica médica para o tratamento das gastropatias, em
especifico para gastrite, leva a busca por novos tratamentos. Tal fato justifica
0s estudos com novos compostos que possam fornecer uma alta eficacia, baixo

custo, baixa toxicidade e com menos efeitos colaterais (ZHOU et al., 2020).

Uma alternativa para o tratamento de gastropatias pode ser o uso de
produtos de origem vegetal Desde a antiguidade € descrito o uso de
preparacBes a partir de plantas para tratar varias enfermidades, e no Brasil a
cultura indigena foi o principal disseminador para a utilizagdo terapéutica de
plantas (NEWMAN; CRAGG, 2012).

2.5 PRODUTOS NATURAIS NO TRATAMENTO DE
GASTROPATIAS

Uma alternativa terapéutica para a melhora das lesdes gastricas € o uso de

produtos naturais obtidos de plantas medicinais. Diversos compostos naturais
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demostraram efeito terapéutico em diferentes tipos de patologia. Varios estudos
baseam-se em entender as acdes gastroprotetoras envolvidas na utilizacdo de
polissacarideos obtidos de plantas (DINIZ, 2016; PANTOJA et al., 2018;
MARQUES et al., 2019; PINTO, 2019; FREIRE, 2022).

Os polissacarideos (PLDs) sdo macromoléculas constituidas por polimeros
de carboidratos com longas cadeias de aglcares, onde esses possuem ligagdes
glicosidicas. Os PLDs sdo encontrados em quase todos 0S organismos Vivos
como em sementes, folhas de plantas herbaceas, paredes celulares e fungos
medicinais (LEHNINGER, 2006; SINGH et al., 2012; CHEN et al., 2020).

Os PLDs destacam-se por suas acOes farmacologicas, por atuarem nas
respostas imunologicas diante o0s processos inflamatdrios, aumentando ou
suprimindo células do sistema imune, outra acdo descritas € a promogdo nas
modificacBes exdgenas e por isso, 0os PLDs sdo um potencial protetor de tecido

gastrico, diante dos agravos inflamatérios (PANTOJA etal., 2018).

Pesquisas com PLDs originarios de plantas demonstraram acdes protetoras
de cicatrizial na mucosa gastrica. Um estudo experimental utilizando Lobaria
pulmonaria, frente a gastrite aguda desempenhou um poténcial terapéutico,
uma vez que o0 principio ativo presente no composto, promoveu uma
gastroprotecdo da mucosa, tal protecdo deve-se a acdo antioxidante presente no
composto, o qual foi capaz de reduzir significamente a peroxidacdo lipidica,
além de outros marcadores de estresse oxidativo como, SOD, GPx e CAT
(SELMI et al., 2017).

Em outro estudo que avaliou fracdes de PLDs, obtidos da Hericium
erinaceus, um fungo medicinal comestivel, o qual possui acdes funcionais na
neurastenia e doencas digestivas, destacou que a HPB-3, uma fracdo do PLD,
melhorou os eventos inflamatorios e em outra porcdo, foi capaz de promover
efeito antioxidante. O que valida que diferentes porgfes de PLD promovem

acOes terapeuticas em diferentes patologias (CHEN et al., 2020)

Outro  potencial  gastroprotetor sdo as galactomananas (GM),
polissacarideos de reserva, que sdo descritas por possuirem propriedades em
formarem solugbes viscosas em determinanadas concentragcbes. O estudo que

utilizou galactomanana derivada da semente de Caesalpinia pulcherrima,
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mostrou que houve uma melhora do quadro inflamatério diante da
experimentacdo de gastrite induzida por indometacina, sendo apresentando uma
melhora nas lesGes macroscopicas, além de reduzir a migracdo leucocitaria
(MARQUES etal., 2019).

Ja foram comprovados que a GM de Fava Danta (Dimorphandra
gardneriana) e Goma Guar original, promoveram acdo protetiva na mucosa
gastrica, sendo evidenciada uma melhora dos pardmetros inflamatorios,
oxidantes e promocdo dos niveis de muco diante as lesdes gastricas induzidas
por etanol (PINTO, 2019).

Em outra pesquisa promovida pelo grupo, avaliou que as GMs presentes na
vagem da Alfarrobeira e nas sementes da arvore de Cassia fistula, denotou
diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-1p e TNF-a, além da
recuperacdo dos aspectos histoldgicos em camundongos submetidos ao
protocolo de gastrite aguda por etanol 50% (FREIRE, 2022).

2.6 GALACTOMANANAS.

As GMs sdo polissacarideos de reserva encontrados originalmente na
maioria das vezes, em sementes de leguminosas. A estrutura quimica desses
heteropolissacarideos é relativamente simples, visto que sdo formada por B-D-
manose, fazendo ligacBes glicosidicas do tipo 1 — 4 com outra unidade de -
D-manose na cadeia principal (Figura 6) (LIMA, 2015).

Figura 6- Estrutura geral das Galactomananas.
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A diferenciacdo das GM se da pela razdo manose/galactose (M/G), a qual é

Fonte: (LIMA,2015).

fator determinante para sua solubilidade. Esses heteropolissacarideos estdo
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descritos na literatura por suas caracteristicas de formacdo coloidal e viscosa
quando hidratados em determinadas concentragdes de agua, sendo empregada
no setor téxti e na indistria farmacéutica, devido as suas qualidades
aglutinadoras e viscosas (PRAJAPATI et al., 2013; BARAK; MUDGIL, 2014).

A solubilizacdo desses heteropolissacarideos esta ligada diretamente a
questdo da presenca de manose em sua estrutura, quanto maior o teor de
manose, menor sua solubilidade. Essa diferenciacdo pode acontecer devido a
origgm da GM e também o modo de extracdo, essa variagdo pode influenciar
na interacdo com outras substancias (SILVA etal., 2012; LIMA, 2015).

2.6.1 GALACTOMANANA DE Delonix regia.

A Delonix regia (Flamboyant) é uma arvore originalmente de Madagascar
(Figura 7), tendo sido disseminada pela zona tropical da Africa continental e
devido a sua beleza foi distribuida pela Europa e pelas Américas. E encontrada
no urbanismo em quase todo territorio brasileiro (MODI, 2016).

A planta além de ornamental é conhecida por suas caracteristicas
etnomedicinal. E possivel citar agBes anti-helmintica, inseticida, em distdrbios
ginecoldgicos, antipirético, anti-inflamatério, disenteria, bronquite e pneumonia
em recém-nascidos, antidiabético, problemas gastricos, dor no corpo (MODI,
2016). O interesse terapéutico envolto da planta Delonix regia, sdo devidas suas
propriedades farmacologicas a partir dos extratos etandlicos e ativas extraidos
de diferentes partes da planta. Um exemplo sdo os flavonoides, os terpendides,
galactomananas, os fenolicos e o fitosterol extraidos de folhas, flores e sementes
(ISRAT, 2010).

A endosperma de suas sementes possuem galactomanana que S0
facilmente extraidos, sendo entdo conhecidas por galactomananas de Delonix
regia (GM-DR), com massa molar em ordem de magnitude de 10°gmol™ e a
relacdo manose/galactose comvariacdo de 2 : 1 a 3,9 : 1 (FARIAS et al., 2019).

A GM-DR utilizada nesse estudo possui razdo manose/galactose de 2,7 : 1.

A GM-DR possui diferentes acBes biologicas, que sdo descritas por
possuirem acdo em formar scaffold para cultivo de celulas (SIQUEIRA et al.,

2015), curativos  microbianos  (HEIRMADURAI; THANIKAIVELAN;
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MURALLI, 2016), liberagdo controlada de compostos biotivos (BETANCUR-
ANCONA et al., 2011) e agentes mucoadesivos (DEVKAR; TEKADE;
KHANDELWAL, 2014).

Figura 7- Delonix regia. (A) Arvore, (B) Flor, (C) Vargem, (D) Sementes.

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO, 2018.
2.6.2 GOMA GUAR DESPOLIMERIZADA

A Goma Guar (GG) oriunda da planta de Guar (Cyamopsis tetragonolobus)
é nativa da india e do Paquistio, onde a mesma possui grande valor econdmico,
tornou-se comercial ao ser levada para os Estados Unidos em 1903. A extracéo
é feita das sementes da planta (Figura 8), ela possui em sua estrutura quimica,
além de galactose e manose, uma pequena quantidade de outros
monossacarideos, como glicose e arabinose (POORNA et al., 2016)

Assim como a GM-DR, a GG possui em sua estrutura residuos de manose,
unidos por ligacbes glicosidicas do tipo B - (1 — 4) e residuos de
galactose unidos por ligagdes do tipo a- (I — 6) ligados a cada principal
(CASTRO et al, 2016). E uma caracteristica de a GG ser um polissacarideo
com alto peso molecular, de aparéncia branca a amarelada e inodora
(THOMBARE et al., 2016).
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O seu processamento e purificacdo consistem em remover por aquecimento
e moagem de suas cascas, 0 endosperma entdo é separado do gérmen por
outros diversos processos, ao final, essa, possuira 2,5% de fibra, umidade de 10
a 15%, proteinas de 5-6% e cinzas totalizam 0,5 a 0,8%. A galactomanana em
suas sementes possui funcdo de germinacdo, sendo um polissacarideo de reserva
(MARK et al., 1980)

Figura 8 - Goma Guar (Cyamopsis tetragonolobus). (A) Vargem, (B) Moagem
das sementes.

Fonte: Adaptado de FILIZOLA, 2013.

A GG ao ser purificado é amplamente aplicada na industria, no setor
farmacéutico, por exemplo, possuem acgdes primordiais no controle de liberacéo
de medicamentos no TGI, sdo empregados em farmacos anticancer no
tratamento de céancer de colorretal, em solucdo de reidratagdo oral, alem de
proporcionar analgesia em casos de osteoartrite. A goma também é empregada
em drogas transdérmicas sistemas de distribuicdo, como muco cervical
sintético, além de terem sido evidenciados que a GG original, possui acéo
gastroprotetora (CASTRO et al., 2016; CUNHA et al., 2007, PINTO, 2019).

A GG ¢ facilmente modificada, sua estrutura quimica contendo
monossacarideos, ciclizados, disponibiliza numerosos grupos hidroxilas livre

para sua alteracdo (Figura 9). Devido a essa caracteristica, a GG torna-se

33



facilmente reativa com outros compostos, um exemplo é sua interagdo com
borax, formando ao final da reacdo um gel. Tais mudancas podem melhorar
sua solubilidade e reducdo da turbidez quando comparada a goma natural
(CUNHA et al., 2007).

A GG pode ter sua estrutura quimica determinada por diferentes ensaios e
tecnicas, como teste quimico, por hidrolise &cida ou metilagdo, como também
em testes analiticos, utilizando cromatografia, microscopia eletrénica de
varredura e ressonancia magnética nulclear. Isso demonstra a facilidade na
malipulacdo e estudos envoltos desse heteropolissacarideo (DAAS et al., 2000;
PARASHAR et al.,, 1993).

Figura 9 - Estrutura quimica Goma Guar original
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Fonte: SHARMA, 2018.

A GG utilizada neste estudo teve sua estrutura modificada a nivel molar,
por meio da degradacdo &cida, onde houve uma reducdo de massa molar de
5,06 x 10° para 2,32 x 10° g/mol a fim de melhorar sua massa molar de pico,

sendo entdo denominada de Goma Guar despolimerizada (GGD).



3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A gastrite € uma doenga em crescente escala mundial, e quando ndo
tratada clinicamente, pode evoluir quadro mais grave, como Ulceras
gastricas. Dados epidemioldgicos mostram que essa doenga afetara 1 em
cada 10 pacientes em algum momento da vida. Sdo evidentes os altos custos
dos servigos hospitalares, no contexto de tratamento e internagcdes. No
Brasil, segundo os boletins disponiveis do sistema Unico de sadde (SUS),
somaram mais de 6.087 internagdes por gastrites, duodenites, Ulceras
gastricas, e as regides com maiores incidéncias sdo o sudeste e o nordeste
com cerca de 30 e 32% respectivamente (BRASIL, 2021).

O etanol € o principal agente lesivo a mucosa, causando desarranjo
dos fatores protetores e agressores, causando piora da qualidade de vida dos
pacientes, 0 que torna relevantes os estudos que procuram entender 0s
mecanismos envolvidos na patologia, (WEN et al., 2014). O tratamento das
gastropatias possuem suas limitacbes claras, visto que, os antiacidos e 0s
inibidores de bombas de prétons apresentam acdo gastroprotetora limitada e
efeitos colaterais indesejados, ocasionando, em alguns casos, o abandono do
tratamento e consequentemente piora do quadro clinico dos pacientes
(KUNA et al, 2019). Dado pelo exposto faz-se de necessario estudo que
busquem novos compostos que possam proteger e/ou tratar a mucosa
gastrica e atuem como antioxidante e anti-inflamatério. O composto a base
de produtos naturais, tais como polissacarideos, apresentam baixa ou
nenhuma toxicidade, alétm de serem encontrado em abundancia e baixo
custo, tornando-se necessario no mercado.

As galactomananas s@o heteropolissacarideos, que estruturalmente
possuem altas quantidades de manose e galactose, os quais favorecem a
formagdo de solugbes viscosas (BARAK; MUDGIL, 2014; SILVA et al,
2020). A GM-DR e a GGD, possuem potenciais acdes terapéuticas, como
liberacdo controlada de compostos biotivos (BETANCUR-ANCONA et al.,
2011), agentes mucoadesivos (DEVKAR; et al, 2014). Sendo entdo,
compostos  passiveis de  investigagd0 na  gastroprotecdo.  Tais
galactomananas mesmo diferentes em sua filogenia e relacdo M/G, podem

desenpenhar efeito protetor na gastrite experimental.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito gastroprotetor da galactomanana de
Delonix regia e Goma Guar despolimerizada (Cyamopsis tetragonoloba) por

meio de modelo experimental de gastrite aguda alcodlica em camundongos.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar macroscopicamente o efeito do pré-tratamento da
GM-DR e GGD, nas lesdes gastricas em camundongos com

gastrite aguda induzida por etanol;

e Auvaliar as alteracdes histologicas o efeito do pré-tratamento
com GM-DR e GGD, nas lesdes gastricas em camundongos

comgastrite aguda induzida por etanol;

e Auvaliar a atividade da mieoloperoxidade (MPQO) o efeito do
pre-tratamento da GM-DR e GGD, nas lesdes gastricas em

camundongos comgastrite aguda induzida por etanol

e Auvaliar acdo antioxidante do pré-tratamendoo da GM-DR e
GGD, nas lesbes gastricas em camundongos com gastrite
aguda induzida por etanol por meio de andlise de glutationa
reduzida (GSH) e malondealdeido (MDA);

e Auvaliar a expressdo de citocinas IL-1p ¢ TNF-a no pré-
tratamento da GM-DR e GGD, nas lesdes gastricas em

camundongos comgastrite aguda induzida por etanol.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados para realizagdo desse estudo, camundongos machos
(Mus musculus) Swiss (20-25g, variancia de 8 a 12 semanas de idade), providos
pelo Bioterio Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de
largura x 17 cm de altura), condicionado em estantes com varidncia térmica de
23-24 °C, com exaustdo de ar e respeitando o ciclo claro/escuro de 12h, com

livre acesso a racdo ad libitum e agua.

O estudo foi desenvolvido de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), recebeu
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da Universidade
Federal do Ceara, com numero de protocolo CEUA n° 8271171221 e CEUA n°
5372171221 (Em anexo A e B).

5.2 OBTENCOES DAS GALACTOMANANAS Delonix regia E
GOMA GUAR DESPOLIMERIZADA.

Os processos de extracdo e obtencdo das galactomananas (GM-DR e
GGD) foram realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Polimeros, no
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceard (UFC), com colaboracdo dos pesquisadores Matheus Xavier, Aline

Texeira e Roberto Martins.
5.2.1 OBTENQAO DA GALACTOMANANA DE Delonix regia

As sementes da Delonix regia foram coletadas na Universidade de
Fortaleza (UNIFOR). A distribuicdo de massa molar da galactomanana e de
seus derivados foram obtidas por cromatografia de permeacdo em gel em
equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice de refracdo
(RID-10A). Para a analise dos materiais foi utilizada coluna PolySep Linear
(300 mm x 7,8 mm) com pré-coluna PolySep Linear (35 mm x 7,8 mm). O
eluente utilizado foi NaNO3 (ag) 0,1 mol L, a 30 °C, fluxo de 1 mL min e
volume de injeco de 50 pL de amostra (1,0 mg mL?). Para calibracdo foram
utilizados padrdes de pululana P-82 (SHODEX). Ao final do processo, a massa
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molar da GM-DR era 6,71 x 10°.
5.2.2 OBTENCAO DA GOMA GUAR DESPOLIMERIZADA.

Goma Guar foi obtida de forma comercial pela Sigma. A determinacéo
de sua massa molar de pico foi estimada por cromatografia de permeagdo em
gel utilizando o cromatografo Shimadzu LC-20AD equipado com o detector de
indice de refracdo RID-10A e coluna linear PolySep (7.8 mm x 300 mm)
como fase estaciondria. Uma solucdo de NaNO; (0,1 mol L) foi usada como
eluente sob o fluxo de 1 mL mint. A curva de calibragdo foi obtida sobre as
mesmas condi¢cbes experimentais com massa molares de pululana (Shodex
Denko®) na faixa de 5,06 x 10° g/mol. A fim de melhorar sua massa molar, a
GG passou por degradacBes &cidas, ocasionando a diminuicdo de sua massa
molar de pico, sendo essa, denominada Goma Guar despolimerizada, a qual

possui nova massa molar de 2,32 x 10° g/mol.

5.3 LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL

O presente estudo utilizou o protocolo experimental de inducdo a
gastrite por etanol, descrito por MEDEIROS (2009), os animais permaneceram
em jejum de 12-18 horas (alimentos sélidos, mas com livre acesso a &gua) antes
da primeira administracdo por via oral. A gavagam utilizou-se seringa canulada
propria para procedimento com camundongos. A administracdo de etanol (500
ul volume final) na diluicio de 50% (em &gua destilada) e ap6s inducdo, foi
cronometrado 1h para inicio da eutanasia e obtencdo dos tecidos estomacais. A
administracdo por via oral de solucdo salina (grupo controle salina), Omeprazol
(grupo omeprazol) e pré-tratados com galactomananas (GM-DR e GGD) em
diferentes concentragbes 1, 3, 10 e 30 mg/kg. Apl6s primeiras gavagens,
cronometrou-se 1h, para assim, serem feitas a inducdo por etanol 50% por via
oral. Seguido 1h de indugdo, os respectivos grupos foram eutanasiados para

obtencdo do tecido estomacal. (Figura 10).
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Figura 10- Linha do tempo experimental.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.4 DELINEMANETO EXPERIMENTAL

O presente estudo utilizaram os camundongos swiss machos (n=8) foram
alocados aleatoriamente em 7 grupos (Salina, Etanol 50%, Omeprazol e
tratamento GM-DR e GGD. O pré-tratamento foi realizado com nas doses de 1,
3, 10 e 30 mg/kg, tendo com base a literatura e 0s estudos realizados pelo
nosso grupo de pesquisa (MARQUES et al, 2019; PINTO, 2019; FREIRE,
2022) (Tabela 1).

Tabela 1- Descricdo dos grupos experimentais do tratamento de GM-DR e
GGM.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPOS DESCRICAO N

Controle negativo onde foi administrado (1

SALINA h antesda eutanasia) por via oral 0,5 ml de 8

solucdo salina.




Controle positivo para doenca de leséo
gastrica alcodlica foi administrado por via
ETANOL oral 0,5 ml de etanol 50% 8
Foi administrado por via oral com 40 mg/kg de
OMEPRAZOL : 8
omeprazol, em 0,5ml de agua destilada
Animais foram pré-tratados com GM-DR e
GM-DR e GGD GGD por via oral 0,5ml emconcentracdo de
1mg/kg 8
1 mg/kg
Animais foram pré-tratados com GM-DR e
GM-DR e GGD GGD por via oral 0,5 ml emconcentracéo de
3mg/kg 3 mylkg 8
Animais foram pré-tratados com GM-DR e
GM-DR e GGD GGD por via oral 0,5 ml emconcentracdo de 8
10mg/kg 10 mg/kg
Animais foram pré-tratados com GM-DR e
GM-DR e GGD GGD por via oral 0,5 ml emconcentracéo de 8
30mg/kg
30 mg/kg

55  AVALIACOES MACROSCOPICAS

Os estdbmagos foram estirados e fotografados com cémera digital para
analise e medicdo das lesbes da mucosa gastrica. A area total e lesionada do
segmento glandular dos estdmagos foi determinada por analise planimétrica das
fotografias, utilizado o programa de computador IMAGE J. As areas de lesdes
foram expressas em percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico
(MEDEIROS et al, 2008).

5.6 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO GASTRICO

Logo apos as analises macroscopicas, a parte glandular dos estdmagos foram
retiradas e fixadas em formaldeido 10%. Apl6s 24 horas essas amostras foram
desidratados em alcool 70%, clarificados em xilol, foram parafinizadas,
cortadas em seccOes de 4 micrometros com a utilizacdo de um micrétomo e

coradas com hematoxilina e eosina. As amostras foram analisadas sob um




microscopio Optico por histopatologista (SOARES, PMG), sem o conhecimento
dos tratamentos, segundo os parametros de Laine e Weinstein (1988): presenca
de hemorragia (escores de 0- 4), edema na superficie da mucosa (escores de O -
4), perda de células epiteliais (escores de 0-3) e infitrado de células

inflamatdrias (escores de 0 - 3), sendo 14 o escore maximo.

5.7 ANALISES BIOQUIMICAS

5.7.1 AVALIACAO DAATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima encontrada predominantemente em
grénulos azurdfilos de leucdcitos polimorfonucleares e tem sido usado como
indice quantitativo para avaliar a inflamacdo em varios tecidos. Esse
experimento foi realizado utilizando 1 c¢cm do estdbmago animal, a amostra foi
incubada com 100 pL de tampdo gelado. Para a determinacdo da atividade da
MPO as amostras foram suspensas em tampdo de hexadeciltrimetilamoénio (pH
6,0; 50 mg de tecido/ mL de tampdo) e depois triturados em um homogeneizador
de tecidos. Em seguida, foram centrifugadas (4500 rpm, 20 min., 4 °C) e colhido
0 sobrenadante.

A atividade da MPO foi aferida através da técnica descrita por Bradley,
Christensen e Rothstein (1982), utilizando 0,0005% de perdxido de hidrogénio e
o-dianosidina como substrato para a MPO. Uma unidade de MPO sera definida
como aquela capaz de converter 1 UM de perdxido de hidrogénio a agua em 1
minuto a 22 °C. A medida que ocorre degradagio do perdxido de hidrogénio,
anion superéxido é produzido. Este é responsavel por converter o-dianisidina em
composto de cor marrom. As leituras foram realizadas a 450 nm em
espectrofotbmetro e o0s resultados expressos como unidade de MPO/ mg de

tecido

5.7.2 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA
(GSH)

O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para analise de
glutationa nas amostras de tecido do estdbmago, para determinacdo dos niveis de
grupos sulfidrilicos ndo proteicos. Amostras de 50 a 100 mg/kg do tecido

gastrico dos animais foram homogeneizadas em 1 ml de (acido
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etilenodiaminotetraacético) EDTA 0,02 M para cada 100 mg de tecido.
Aliquotas de 400 pL do homogenato foram misturadas a 320 plL de &gua
destilada e a 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo de
proteinas e os tubos foram centrifugados (3.000 rpm, 20 min., 4 °C). Para
400uL do sobrenadante foi adicionado 800uL de tampédo Tris 0,4 M (pH 8,9) e
20uL de DTNB 0,01 M (reagente de Ellman). A mistura foi entdo agitada por 3
minutos e a absorbancia lida a 412nm em espectrofotometro. As concentragdes
de grupos sulfidrilicos ndo-proteicos foram expressas em GSH por pg/g de
tecido.

5.7.3 MENSURACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)

Para dosagem de MDA no tecido estomacal dos animais foi utilizado o
método descrito por Mihara e Uchiyama (1978) que se baseia na determinagdo
do precursor de MDA pelo teste do acido tiobarbitirico (TBARS). As
amostras, pesando entre 50 e 100 mg, foram homogeneizadas em KCI 1,15%
gelado (1 ml/100 mg de tecido) para preparar 10% do homogenato. Em 250 uL
de cada homogenato foi adicionado 1% de &cido fosforico (H3PO4) e 0,6% de
alcool terc-butil (solucdo aquosa). Em seguida, a mistura foi agitada e aquecida
num banho de &gua em ebulicdo (45 min) e resfriada imediatamente em um
banho de agua gelada, seguida da adicdo de 40 uL de n-butanol. A mistura foi
agitada em (vortex por 1 minuto) o butanol separado por centrifugacdo a 5000
rpm durante 10 min. A densidade Optica foi determinada em 520 e 535 nm, e a
diferenca da densidade Optica entre as duas leituras foi calculada como o
valor do alcool terc-butilico. Os resultados foram expressos em nanomols de

MDA por grama de tecido (nmol/g).
5.8 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS POR ELISA

Para mensuracdo de citocinas (IL-1p e TNF-a) Os estdmagos foram
adicionados em um tampéo inibidor de protease (500 pL de tampao para cada
100 mg de tecido) em seguida foram homogenizador e centrifugados a 3000
rom a 4 °C por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e
incubado com 2 ug/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluido em tampéo
de bicarbonato (pH 8.2), 100uL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi

lavada com PBS — Tween 20 a 0,1%. A reacdo foi bloqueada com albumina
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bovina (1%), 100uL foir adicionado por pogo por 2 horas em temperatura
ambiente. Novamente a placa foi lavada usando a mesma solucéo.

A placa foi incubada com a curva padrdo das citocinas (TNF-a, IL-1p)
diluidas em tampdo de lavagem e com as amostras em seguida, foi novamente
lavada e depois incubada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluido em
tampdo de lavagem contendo (1% de soro por 1h) em temperatura ambiente.
Novamente a placa foi lavada e depois incubada com avidina - peroxidase
(DAKO) diluida 1:5000 em tampdo de lavagem (100 pL por poco por 15
minutos). A placa foi lavada e incubada com o-fenilenediaminadiidrocloreto
(OPD) em tampdo substrato (100 uL por pogo), sob cuidado de luminosidade
por um periodo que variado (5 a 20 minutos). A reacdo foi parada com 150 pL
por pogo de H2SO4 1M. A intensidade da coloracdo foi medida em
espectrofotometro a 490 nm e os resultados foram expressos como média +
EPM da quantidade de IL-1p e TNF-o (TAVARES-MURTA et al, 2008).

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando Software Prisma
versdo 8.0, e os dados foram analisados utilizando a comparacdo multipla
paramétrica e ndo paramétrico utilizado a analise de variancia oneway
ANOVA, seguido de Bonferroni. Para as analises das alteracGes histologicas foi
realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdo
multipla de Dunns. Os dados foram expressos como média £ E.P.M (SEM) ou
mediana com minimo e maximo (varidveis sem distribuicdo normal), sendo

considerados aqueles que apresentaram significincia com p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 PRE-TRATAMENTO COM GM-DR E GGD SOBRE OS
INDICES DE LESOES HEMORRAGICAS NO TECIDO
GASTRICO EXPOSTO AO ETANOL

A figura 11A esta relacionada a condicdes saudaveis, figura 11B
representa alteracfes macroscopicas no tecido estomacal ocasionada pela
administragdo de etanol (50%; v.0). As imagens foram analisadas
considerando os indices de lesdes hemorragicas presentes no estbmago de
animais apresentados nas figuras 11L e 11M. O grupo Etanol expressou
um aumento de indices hemorragicos no tecido dos animais exposto ao
etanol (22,20 £ 5,717) quando comparado ao grupo salina (0,00 + 0,00).
O grupo OME promoveu uma reducdo dos indices hemorragicos (13,63 +
4.131) comparado ao grupo etanol (Figura 11L e 11M). Os animais que
receberam pré-tratamento com GM-DR (4,380 + 1,190; 7,968 + 2,401;
4,579 £ 1,701; 6,241 + 1,160) foi evidenciado que a concentracdo de 1 e
10 mg/kg foram mais significativas que o tratamento com OME. O pré-
tratamento com GGD (7,643 + 3,368; 4,475 = 2,771; 5,474 + 1,973,
5,709 + 3,076) obtiveram diminuicdo das lesbes géastricas promovendo
uma possivel gastroprotecdo em todas as doses, versus grupo etanol
(Figura 11Le 11M)

FIGURA 11- O efeito da GM-DR e GGD nas interpretacGes

macroscopicas e sobre os indices lesbes hemorragicas.
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Efeito gastroprotetor da GM-DR e GGM nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg (v.0.),
submetidos ao protocolo experimental da gastrite aguda. Grupos: (11A) Salina, (11B)
Etanol, (11C) Omeprazol, (11D) GM-DR 1 mg/kg, (11E) GM-DR 3 mg/kg, (11F) GM-
DR 10 mg/kg, (11G) GM-DR 30 mg/kg (11H) e GGD 1 mg/kg, (111) GGD 3 mg/kg,
(11J) GGD 10 mg/kg e (11K) GGD 30 mg/kg. As Figuras 11L e 11M representacdo dos
indices percentuais de lesGes hemorragicas. Os valores foram expressos como média
+ EPM (n=8) sob andlise de variancia oneway ANOVA, seguido de Bonferroni com
significancia *p<0,05 quando comparados ao grupo Sal, #p<0,05 versus grupo Etanol e
**p<0,05, versus grupo omeprazol. GM: Galactomanana, GM-DR: Galactomanana de
Delonix regia, GGD: Goma Guar despolimerizada, OME: Omeprazol, EtOH: etanol
50%, SAL: salina.

6.2 O PRE-TRATAMENTO COM GM-DR E GGD SOBRE AS
ALTERACOES HISTOLOGICAS NO TECIDO GASTRICO
EXPOSTO AO ETANOL.

Os dados histoldgicos feitos a partir do tecido estomacal estdo
descritos na tabela 2, onde foi evidenciada por escores. A classificacdo
da integridade do tecido gastrico (p<0,05) no grupo etanol foi notéria a
presenca de edema, hemorragia, perda de células epiteliais e infiltracdo
neutrofilico, quando comparados ao grupo salina. Nos animais que foram
pré-tratados, foi observado uma reducdo desses parametros (edema,
hemorragia, perda de células epiteliais e infittracdo neutréfila) no grupo
tratado com OME e com GM-DR e GGD (1, 3, 10 e 30mg/kg).

Tabela 2- Escores histologicos do efeito da GM-DR e GGM na gastrite
induzida por etanol.

GRUPOS HEMORRAGIA EDEMA PERDA DE CELULAS }g%g%g o E?['ggifs
(ESCORES 0-4) (ESCORES 0-4) (ESCORES 0-3) (ESCORES 0.3) (ESCORES 0.14)
SALINA 0 0 0 0 0
(0-1) (0-1) (0-1) (0-1)
ETANOL 3 2% 2% 2% .
50% (1-4) (0-4) (0-3) (0-3) ?
OMEPRAZOL 2 1 2 2
A0mg/kg (1-4) (0-2) (1-2) (1-3) !
GM-DR 1* 1# 0% 0* s
Img/kg (0-4) (0-3) (0-2) (0-2) -
GM-DR 0* 0% 0% 0* 1
3mg/kg (0-3) (0-1) (0-2) (0-1)
GM-DR 0* 0* . . .
10mg/kg (0-2) (0-1) 0 0 0
GM-DR 17 0* oF 0F 12
30mg/kg (0-2) (0-1)
GGD 1* 0.5% 0% 0* L5t
Img'kg (0-3) (0-3) (0-2) (0-1) ’
GGD 0* . . . .
Img/kg (0-1) o o o o
GGD 0.5* 0% 0% 0* 0.5%
10mg/kg (0-1) {0-1) (0-1) (0-1) ’
GGD 0* 0* 0% 0* o

30mg/kg (0-1) (0-1) (0-1) (0-1)




Os valores denotam mediana com minimo e méximo, respectivamente. Significancia
*p<0,05 quando comparado ao grupo salina e #p<0,05 quando comparados ao grupo
lesdo géstrica, ao realizar o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn’s.

Fotomicrografias do tecido estomacal (Figura 12). Observacao
das alteracGes descritas na tabela 2, o efeito gastroprotetor da GM-DR e
GGD nas doses 1, 3, 10 e 30mg/kg na gastrite induzida por etanol.

Figura 12- O efeito gastroprotetor da GM-DR e GGD sobre alteragdes
histologicas na gastrite induzida por etanol.

Fotomicrograficas representativas do efeito gastroprotetor da GM-DR e GGD nas
doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg, na gastrite aguda induzida por etanol (objetiva de 10x).
Grupos Salina (12A), Etanol (12B), Omeprazol (12C), GM-DR 1 mg/kg (12D), GM-
DR 3 mg/kg (12E), GM-DR 10 mg/kg (12F), GM-DR 30 mg/kg (12G) e GGD 1
mg/kg (12H), GGD 3 mg/kg (121), GGD 10 mg/kg (12J), GGD 30 mg/kg (12K). As
setas indicam: A Hemorragia, Edema, A Perda de células epiteliais,A Infiltrado
de células polimorfonucleares.
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63 O EFEITO GASTROPROTETOR DA GM-DR E GGD
SOBRE OS INDICES DE MIELOPEROXIDASE NA GASTRITE
INDUZIDA POR ETANOL.

A exposicdo do tecido estomacal ao etanol, aumentou 0s niveis
da enzimtica da mieloperoxidase no grupo eu recebeu etanol (5,494 +
0,3543 UMPO/ mg tecido), quando correlacionado ao grupo salina
(4,271 £ 0,2054 UMPO/mg tecido). No grupo de animais pré-tratados
com OME foi evidente a reducdo enzimatica (2,880 + 0,4109
UMPO/mg tecido) contraposto ao grupo etanol. De mesmo modo, 0s
dados constatam diminuicdo da MPO no tecido estomacal, nos grupos
pré-tratados em diferentes doses (1, 3, 10 e 30 mg/kg) com GM-DR
(3,817 £ 0,5372; 3,710 £+ 0.2850; 3,847 + 0.4577; 2,415 £ 0.4820
UMPO/mg tecido). Foi evidenciado que a GGD diminuiu
esses indices apenas nas doses de 10 e 30 mg/kg (5,008 + 0.3091;
4,380 + 0,2883; 3,763 + 0,2304; 4,248 + 0,4875 UMPO/ mg tecido)
respectivamente, comparados ao grupo etanol (Figura 13A e 13B)

FIGURA 13- O efeito da GM-DR e GGD sobre a atividade da MPO na
gastrite aguda induzida por etanol
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Efeito gastroprotetor da GM-DR e GGD nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg (v.0.) sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase. Grupos: Salina, Etanol (50%), Omeprazol
(Figuras 13A e 13B). Pré- tratamento com a GM-DR (Figura 13A) e GGD (Figura
13B). . Os valores foram expressos como média * EPM (n=8) sob anélise de
variancia oneway ANOVA, seguido de Bonferroni com significAncia *p<0,05 quando
comparados ao grupo Sal, #p<0,05 versus grupo Etanol e **p<0,05, versus grupo
omeprazol. GM: Galactomanana, GM-DR: Galactomanana de Delonix regia, GGD:
Goma Guar despolimerizada, OME: Omeprazol, EtOH: etanol 50%, SAL.: salina.

6.4 EFEITO GASTROPROTETOR DA GM-DR E GGD SOBRE A
ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA SOBRE GASTRITE
AGUDA INDUZIDA POR ETANOL.

A administracdo de etanol aos animais induziu um aumento do
consumo da glutationa reduzida (96,92 = 7,841 GSHug/g de tecido)
quando comparado com o grupo salina (174,6 = 32,16 GSHug/g de
tecido). Os grupos pré-tratados em diferentes doses com GM-DR (158,6
+ 18,79; 166,1 + 19,25; 161,4 + 13,15; 200,4 + 19,60 GSH pg/g de
tecido) e GGD (220,4 + 33,42; 227,3 + 34,21; 200,3 + 13,27; 243,3 £
25,39 GSHpg/g de tecido) reduziram o consumo de GSH,
respectivamente, semelhante ao grupo OME (1195 £ 28,91),
comparando com o grupo etanol (Figura 14A e 14B).

49



Figura 14- O efeito da GM-DR e GGD sobre a atividade da GSH na

gastrite aguda induzida por etanol
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feito gastroprotetor da GM-DR e GGD nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg (v.0.) sobre a
atividade da Glutationa Reduzida. Grupos: Salina, Etanol (50%), Omeprazol (Figuras
14A e 14B). Pré- tratamento com a GM-DR (Figura 14A) e GGD (Figura 14B). Os
valores foram expressos como média + EPM (n=8) sob analise de variancia oneway
ANOVA, seguido de Bonferroni com significancia *p<0,05 quando comparados ao
grupo Sal, #p<0,05 versus grupo Etanol e **p<0,05, versus grupo omeprazol. GM:
Galactomanana, GM-DR: Galactomanana de Delonix regia, GGD: Goma Guar
despolimerizada, OME: Omeprazol, EtOH: etanol 50%, SAL: salina.



6.5 EFEITO GASTROPROTETOR DA GM-DR E GGD SOBRE
OS NIVEIS DE MALONDEALDEIDO NA GASTRITE AGUDA
INDUZIDA POR ETANOL.

A administracdo etanol aos animais aumentou 0s niveis da
peroxidacdo lipidica em niveis de MDA (94,34 + 9,499 MDA nmol/g
tecido), contrario ao grupo salina (58,47 + 4,165 MDA nmol/g tecido).
Os resultados obtidos a patir do pré-tratamento com GM-DR (1, 3, 10 e
30 mg/kg) demonstrou diminuicdo dos niveis de MDA apenas na
concentracdo de 30mg/kg (63,72 £ 5,274; 72,66 + 6,281; 57,97 + 9,643;
49,23 + 5,283 MDAnmollg tecido). Tal dado foi obtido no pré-
tratamento com GGD (59,70 + 2,241; 60,47 + 6,833; 65,07 + 6,783;
50,17 + 3,119 MDA nmol/g tecido), dados esses que se assemelharam ao
grupo OME (46,37 + 3,462), comparados ao grupo etanol (Figura 15A e
15B).

Figura 15- O efeito da GM-DR e GGD sobre os niveis de MDA na
gastrite aguda induzida por etanol.
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15B
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Efeito gastroprotetor da GM-DR e GGD nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg (v.0.) sobre
os niveis de Hemoglobina. Grupos: Salina, Etanol (50%), Omeprazol (Figuras 15A e
15B). Pré- tratamento com a GM-DR (Figura 15A) e GGD nas doses de (Figura 15B).
Os valores foram expressos como média £ EPM (n=8) sob andlise de variancia
oneway ANOVA, seguido de Bonferroni com significancia *p<0,05 quando
comparados ao grupo Sal, #p<0,05 versus grupo Etanol e **p<0,05, versus grupo
omeprazol. GM: Galactomanana, GM-DR: Galactomanana de Delonix regia, GGD:
Goma Guar despolimerizada, OME: Omeprazol, EtOH: etanol 50%, SAL: salina.

6.6 EFEITO GASTROPROTETOR DA GM-DR E GGD SOBRE
A EXPRESSAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMTORIAS NA

GASTRITE AGUDA INDUZIDA POR ETANOL.

A administracdo de etanol aos animais pertencentes ao grupo
lesdo gastricas evidenciou um aumento significativo nos niveis das
citocinas IL-1p (100,6 = 10,07 pg/ml) e TNF-a (806,3 = 107,4 pg/ml),
quando comparado ao grupo salina IL-1f (71,18 + 9,507 pg/ml) e TNF-a
(439,2 £ 71,50 pg/ml) (Figuras 17A e 17B). O grupo OME evidenciou
uma reducdo nas concentragdes de IL- 1B (58,39 + 2,640 pg/ml) e TNF-a
(510,6 + 31.83 pg/ml) (Figuras 17A e 17B). O pré-tratado com GM-DR
(10 mg/kg), evidenciou a eficicia dessas galactomananas em reduzir 0s
niveis de IL-1p (56,39 + 10,54 pg/ml) (Figura 17A) e TNF-a (542,6 +
77,66 pg/ml) (Figura 17B). Esse efeito redutor foi observado
igualmente para a GGD (10 mg/kg) nos niveis de IL-1B (74,51 + 7,664
pg/ml) e TNF-a (598,2 + 41,95 pg/ml) de 10mg/kg (Figura 17C) quando
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comparados ao grupo etanol (Figura 17D).

FIGURA 17- Efeito modulador da GM-DR e GGD sobre os niveis das

citocinas pré-inflamatorias IL-1B e TNF-a na gastrite aguda induzida por

etanol.
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Efeito gastroprotetor da GM-DR e GGD nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg (v.0.) sobre a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1f € TNF-a. Grupos: Salina, Etanol
(50%), Omeprazol (Figuras 17A e 17B). Pré- tratamento com a GM-DR (Figura 17A) e
GGD nas doses de (Figura 17B). Os valores foram expressos como média + EPM
(n=8) sob anélise de variancia oneway ANOVA, seguido de Bonferroni com
significancia *p<0,05 quando comparados ao grupo Sal, #p<0,05 versus grupo Etanol e
**p<0,05, versus grupo omeprazol. GM: Galactomanana, GM-DR: Galactomanana de
Delonix regia, GGD: Goma Guar despolimerizada, OME: Omeprazol, EtOH: etanol
50%, SAL: salina.



7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o poténcial efeito gastroprotetor da
galactomanana de Delonix regia e Goma Guar despolimerizada sobre os
efeitos deletérios do etanol ao tecido gastrico de camundongos. Foi
evidente que o pré-tratamento com as galactomananas reduziram 0s
indices de lesbes erosivas, além disso, constatou-se reducdo de edema,
perda de células, infiltrado celular e hemorragia. Menor atividade da
MPO, IL-1B, TNF-a e MDA (30 mg/kg), bem como em previnir o

consumo de GSH.

Os protocolos experimentais que utilizaram o modelo de gastrite
induzida por EtOH vém sendo bastante explorado nos ultimos anos,
visto que, € o principal causador dessa doenca. Esses estudos buscam
rastrear e evidenciar efeitos gastoprotetores de compostos naturais, alem
de melhor compreender a fisopatologia da doenga (KLEIN-JUNIOR et
al, 2017; VIANA, 2017; PINTO, 2019, FREIRE, 2022). O EtOH causa
a solubilizacdo da barreira muco protetora, deixando a mucosa suscetivel
a lesdes inflamatorias, onde a liberacdo de mediadores inflamatorios, bem
como no infiltrado de células polimorfonucleares (KLEIN-JUNIOR et al.,
2017).

Alem disso, 0 EtOH, causa 0 aumento da acidez gastrica e em
determinadas contracbes, causa 0 prolongamento do tempo de
esvaziamento gastrico, possibilitando o maior contato do agente agressor
com a mucosa, resultando no rompimentos de vasos e consequentemente
dano hemorrdgico, outro assim, na liberacdo de EROs e aumento da
peroxidacdo lipidica (FRANKE et al, 2004; OATES; HAKKINEN,
1988)

O protocolo adotado para induzir gastrite aguda por etanol foi
reprodutivel, tendo em vista que os camundongos que foram destinados
ao grupo EtOH, demonstraram maiores alteracbes de carater patologico
quando comparados ao grupo salina. Tais alteracbes foram evidentes

quanto aos indices lesivos hemorragicos, presenca de edema, perda de



células epiteliais, infiltracdo de células, niveis elevados MPO, IL-1B,
TNF-0, MDA e maior consumo de GSH. Todos 0s achados corroboram
com o estudo de Viana 2017, que demostrou, que EtOH induziu a gastrite
aguda, causando modificagdes do tecido estomacal, onde, edema,
hemorragia e infiltrado neutrofilico foi evidente, mesmo que em curto
espaco de tempo.

No presente estudo avaliou-se o pré-tratamento com OME e este
foi capaz de diminuir os danos ocasionados pelo EtOH na mucosa
gastrica. Pesquisas que utilizaram OME, demostraram efetividade anti-
inflamatoria e acdo antioxidante, por meio da diminuicio da MPO e
analise dos parémetros histélogicos (SWEIS et al., 2013, PINTO, 2019).
Apesar de ser o padrdo ouro contra doencas dispépticas A&cidas esse
farmaco, pode causar efeitos adversos como: hipersensibilidade,
ginecomastia, impoténcia, arritmia e alteragbes hematopoiéticas. Por
outro lado, os compostos de origem natural como os polissacarideos ou
GMs podem promover um efeito seguro na prevencdo de doencgas acidas

que acometem o tecido estomacal.

A Curcuma longa linn, demonstrou efetividade antiulcerogenica
significativa  (SAVARINGAL; SANALKUMAR, 2018). O Extrato de
Artemisia capillaris, efeito antinflamatorio e antioxidante durante a
gastrite induzida por HCI (YEO et al, 2019). A Croton urucurana, que
além promover diminuicdo inflamatoaria, causa o aumento da barreira
muco protetora (CORDEIRO et al., 2012). A Alpinia racemosa, possuem
efeitos antiulcerosos, por meio das vias de cicloxigenase e nao-
ciclooxigenase (GONG et al, 2018). Tais estudos ressaltam a
importancia e relevancia diante o entendimento da gastroprotecdo por

produtos naturais.

Visto isso, as galactomananas, que sado extraidas a partir de
leguminosas, sdo descritas por possuirem propriedades funcionais
importantes e sdo amplamente estudadas em diferentes ramos, possuem
aléem da capacidade de espessamento, de estabilizante e viscoelasticas
(SHARMA et al., 2020). Ja foi evidénciado que adultos, que utilizaram
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GG original, reduziram a resposta glicémica pés-pradial, além de melhorar
episodios hipercolesterolemia, célera e diarreia. (WOLF et al., 2003;
TRIPATHY , DAS, 2013). Em um levantamento sobre a toxicidade aguda
referente a GG original, destacou que essa, possui uma DL50 de 8100
mg/kg em ratos, sendo assim, apresentando sua aplicabilidade segura em
diferentes areas bioldgicas (O’NEIL, 2013).

Em relacao a GM-DR, um estudo demonstou sua a citoprotecéo
utilizando a versdo modificada (diminuicdo de massa molar) e constatou
que essa galactomanana induziu a morte de célular neoplasicas
pancreaticas (Pancl e MiaPaCa). Nesse mesmo estudo, a GM-DR
modificada foi capaz de proteger células acinares contra a necrose induzida
por altas concentragdes de EtoH (MARQUES et al., 2019). N&o ha estudos
que descrevam a toxicidade aguda dessa GM, mas a mesma € promissora
nos estudos de citoprotecdo in vitro, ndo estando envolvida na apoptose
celular de murinos. Em visto disso, ainda que haja uma mudanca de massa
molar na GG ou na GM-DR, essa mudanca ndo seria um fator limitante
para a toxicidade das GMs, denotando que essas, possam promover acao

gastroprotetora, sendo pertinentes ao estudo.

A GGD e GM-DR dispdem de razdo manose/galactose semelhantes
(1,72, 2,71 respectivamente). Um estudo determinou o perfil de
hidrogeis formados a partir de GM-DR e constatou que por meio de
microscopia eletrénica de varredura, a GM-DR formou hidrogeis altamente
porosos, com didmetros e forma varidas (RAMOS, 2019). Essa formacgéo
de hidrogel é descritas por terem caracteristicas absortivas de fluidos
biologicos e agua, tais estruturas porosas sao importantes para crecimento
de novos tecidos, adesdo celular e absorcdo de nutrientes (YAN et 2016).
Uma vez que, as galactomananas formem uma camada de protecdo
viscoelastica ao tecido gastrico, essa formacdo de poros presente nos geis,
tornaria aplicavel e seguro na absor¢do de agua e alguns nutrientes, nao

causando problemas vitaminergicos.

Buscando entender a curva de doses-respostas efetiva de

polissacarideos, estudos demonstraram a auséncia de padrdo da curva
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dose-resposta, para obtencdo da dose efetiva. E relatado que alguns
polissacarideos em concentracBes maiores demostraram acdes diferentes,
visto que, podem apresentar efetividade ou ndo quanto a anibicdo do
processo inflamatorio (PEREIRA et al. 2012; NASCIMENTO et al,
2018).

PEREIRA et al, (2012), evidenciou que o tratamento com
polissacarideos das sementes de Azadirachta indica, em modelos de
edema de pata e peritonite em ratos mostrou que as altas concentracfes
do tratamento foram mais efetivas para reducdo do quadro inflamatorio,
com isso, € possivel observar uma variagdo quanto as doses para
obtencdo do efeito. No presente estudo as doses efetivas ndo mostraram

um padréo de dose dependente nos parametros avalidos.

Os polissacarideos podem promover agdo  gastropotetora
(PRAJAPATI et al, 2013). Estudo promovido por LIAN et al (2020),
destacou que o polissacarideos obtidos do Lycium barbarum, no qual
eram semelhantes estruturalmente as GMs, apresentaram agdo protetora do
tecido estomacal a nivel macrocoscOpico e microscopico. De fato, o0s
polissacarideos podem desempenhar acOes terapéuticas em diferentes
patologias. Dentre 0s beneficios destacam-se aces antioxidantes,
analgésicas, anti-hemorragicas, anti-inflamatorias (ABBOUD et al., 2019;
CARLOTTO et al,, 2019; LAJILI et al., 2019; LUZ et al., 2019). Durante
0 estudo da gastroprotecdo € pertinente a avaliagio macroscopica e
histologica do tecido Para melhor entendimento da agdo dos

polissacarideos.

A macroscopica é essencial, porém, avaliada de forma isolada ndo
se torna aplicavel para confirmagdo de uma dose com acdo gastoprotetora,
assim, algumas lesbes tornam-se visiveis apenas a nivel histoldgico.
Estudos que avaliaram a gastoprotegdo sobre gastrite induzida por AINES
mostraram que 0s indices macroscopicos e histologicos foram divergentes
(MARQUES et al., 2019, PANTOJA et al., 2015). A pesquisa que utilizou
a galactomanana de Caesalpinia pulcherrima na gastrite induzida AINE,
mostrou que em todas as doses estudadas (3, 10 e 30 mg/kg) foram

efetivas quanto a gastoprotecdo a nivel macroscépico, entretendo, quanto
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ao estudo das amostras histoldgicas, nenhuma das doses foi efetiva em
reverter todos os parametros (MARQUES et al., 2019).

Outro tratamento usando fracdo polissacaridica hidrossolavel da
casca de Ximenia americana na lesdo gastrica induzida por indometacina,
demonstrou que apenas a dose de 30 mg/kg foi capaz de melhorar os
pardmetros histoldgicos, j& a dose maxima (90 mg/kg), ndo mostrou
diferecas ao grupo indometacina (PANTOJA et al, 2015). Tais achados
confirmam um ndo padra de curvas de doses. Porém nesse estudo, todas as
doses utilizadas de GM-DR e GGD demonstraram-se efetivas na
diminuicdo quanto aos percentuais macroscopicos hemorragicos, sendo
entdo, corroborados com o0s achados histologicos. Essa reversdo de
parametros pode esta ligado em relagdo a maior acdo hidrocoléide por
meio da razdo de G/M, onde hd uma maior acdo viscoelastica formando
assim, uma barreira proterora contra as agdes do EToH.

A gastroprotecdo provida por polissacarideos pode esta
relacionada a inibicdo da migracdo e infitracdo de neutrofilos,
podendo servir como suporte para estudos de novos compostos para o
tratamento de doengas gastricas. A migracdo neutrdfilica esta
correlacionada a uma producdo aumentada de citocinas pré-inflamatorias.
A TNF-a e IL1-B séo recrutadas durante o estresse ulcerativo, possuindo
um papel critico na lesdo gastrica (YAMAGUCHI; IWAKURA; ENDO,
2000 e THIEBAUD et al, 1997; ZHANG et al., 2019). Uma pesquisa
que objetivou avaliar os efeitos da Goma Guar parcialmente hidrolisada,
durante a colite experimental induzida por dextrano sulfato de sdédio em
ratos, ratificou a atenuagdo da inflamacdo por meio da diminuicdo de
TNF-a e IL1-B (NAITO et al., 2006).

Contribuindo aos achados, Nicolau et al (2013) demostraram o
aumento de citocinas em modelo de gastrite induzida por alendronato em
ratos. Tais estudos corroboram os resultados encontrados nesta pesquisa,
uma vez que, durante a injuria tecidual estomacal ocasionada pelo EToH,
sucedendo a quimiotaxia e infiltracdo de células polimorfonucleares. Os
animais que foram pré-tratados com GM-DR e GGD, apresentaram

diminuicdes dos niveis de citocinas TNF-a, IL-13, bem como diminuicdo

58



da atividade de MPO, tal fato pode esta novamente ligado a diminuicao
das acOes lesivas do EtoH na mucosa gastrica, onde 0 mesmo, ndo entra
em contato difereto a mucosa, promovendo uma diminuicdo da migragédo

neutrofilica e citocinas pro-inflamatoérias ao tecido.

Em relacdo ao indicador de estresse oxidativo provindo do tecido
gastrico foi obeservado que o agente nocivo EtOH induz o consumo de
GSH e um aumento dos niveis de MDA. A GM-DR e GGD
proporcionou prevencdo do consumo de GSH em todas as doses,
contudo, apenas a concentracdo de 30 mg/kg proporcionou uma
diminuicdo dos niveis de MDA. A GSH é uma sulfidrila endégena
antioxidante, estando presentes em maior quantidade no estdmago, sendo
seu consumo ligado ao fator estressante presente a fim de diminuir os
efeitos das EROs. O MDA ¢é um marcador presente durante a
peroxidacdo lipidica, o que o torna um importante marcador utilizado
como registro em trabalhos de gastroprotecdo e capacidade antioxidante
de produtos naturais (AVERY, 2019SOUZA et al. 2016).

PINTO (2019) demonstrou em seus estudos uma melhora nos
niveis de estresse oxidativo com atenuacdo do consumo de GSH, SOD e
elevacdo de MDA, ap6s o pré-tratamento com Goma Guar original e a
galactomanana de Dimorphandra gardneriana, na gastrite induzida por
EToH. Em outra pesquisa experimental, dessa vez utilizando o modelo
de feridas cutaneas excisional em camundongos, destacou que a GM-DR
foi capaz de reduzir os marcadores de estresse oxidatico quando aplicada
topicamente, essa por sua vez, reduziu significativamente o consumo de
GSH no segundo dia de tratamento (LIMA et al., 2022). Esse estudo
corrobora a nossa pesquisa, apesar da diferenca na massa molar da
Goma Guar, a GGM, ainda promoveu seus efeitos antioxidantes, assim
como a GM-DR, ainda que haja uma mudanca de massa molar de pico na
GGD, esse fator ndo foi determinante na ndo reverscdo dos parametros

oxidantes.

Esses estudos orientam as hipoteses frente a utilizacdo da GM-DR
e GGD como agentes gastroprotetores, que podem estar exercendo seus

efeitos preventivos mediante a formacdo coloidal de geis, formando uma
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camada protetora sobre o tecido estomacal, podendo estes, promovendo
uma atenuacdo das acBes de células inflamatorias e em agentes
antioxidantes. Para pespectivas futuras, € pretendido avaliar de forma
sisttmica a acdo das GMs, sua metabolicdo e tempo de acdo, para melhor

entendimento das ac¢Oes gastroprotetoras da GM-DR e GGD.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo demostrou que o pré-tratamento com galactomanana

de Delonix regia:

v

Promoveu a melhora nos indices lesivos na mucosa gastrica a nivel
macroscopico em todas as doses, sendo evidente que a dose 1 e 10 mg/kg

foi mais significtiva que o Omeprazol

Promove uma melhora na estrutura histologica da mucosa epitelial, por
meio da reducdo dos parametros de hemorragia, edema, perda einfiltrado

celular;

Reduziu dos niveis enzimaticos de MPO, bem como a expessdo de
citocinas TNF-o e IL-1;

Promove feitos antioxidantes, diminuicdo de MDA e aumento dos niveis
de GSH.

O pré-tratamento com Goma Guar despolimerizada promoveu um efeito

gastroprotor por:

v

outros

Melhorar os indices hemorragicos a nivel macroscopico em todas
a s concentragdes (1, 3, 10 e 30 mg/kg);

Melhoram os indices histologicos, de hemorragia, edema, perda e
infiltrado celular;

Reduziu os niveis da atividade da MPO e a expressaode TNF-a. e IL-1;
Promoveu efeitos antioxidantes pela diminuicdo de MDA e aumento de
GSH.

Entretanto, ainda € necessaria a realizacdo de mais estudos utilizando

modelos indutivos de lesdo gastrica experimental, para compor com

veracidade a gastroprotecdo das galactomananas de Delonix regia e Goma Guar

despolimerizada.

61



Figura 18- Modelo hipotética do efeito gastroprotetor da galactomanana Delonix
regia e Goma Guar despolimerizada diante da gastrite aguda induzida por etanol.
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ANEXOS

ANEXO A
o UNIVERSIDADE s Comissao de Etica no
{M¢} FEDERAL DO CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *AVALIACAO DO EFEITO GASTROPROTETOR DA GOMA GUAR (Cyamopsis
tetragonolobus) E GOMA FAVA DANTA (Dimorphandra gardneriana) MODIFICADAS UMA VEZ USADAS EM MODELO DE
GASTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ALCOOL E POR INDOMETACINA®, protocolada sob o CEUA n® 5372171221 o
0a2142), Sob a responsabilidade de Pedro Marcos Gomes Soares e equipe; Marfa de Fathima Felipe de Souza - que
envolve a producao, manutencao efou utilizacao de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - esta de acordo com os preceltos da Lel 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Naclonal de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e fol APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animals da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 24/03/2022.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE GASTROPROTECTIVE EFFECT OF GUAR GUM {Cyamopsis
tetragonolobus) AND FAVA BAVA GUM (Dimorphandra gardneriana) MODIFIED ONCE USED IN AN ALCOHOL AND
INDOMETACIN-INDUCED EXPERIMENTAL GASTRITIS MODEL®, utilizing 516 Heterogenics mice (516 males), protocol
number CEUA 5372171221 (o eax142), under the responsibility of Pedro Marcos Gomes Soares and team, Marla de
Fathima Felipe de Souza - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is In
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 03/24/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Acadeémica)

Vigéncla da Proposta: de 02/2022 a 12/2022  Area: Departamento de Morfologia

Origem: Blotério Central da UFC
Espédie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos kacde: 6 a 8semanas  Quantidade: 516
Linhagem: Swiss Peso: 20a25q

Fortaleza, 26 de maio de 2023
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Profa. Dra. Camila Ferrelra Roncan Profa. Dra. Karuza Mania Alves Pereira

Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenadora damf&o de Etica no Uso de

Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara



75

ANEXO B

" '.1.;“,‘ ' UNIVERSIDADE » Comissao de Etica no
" FEDERAL po CEARA Uso de Animais
sy
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DO POSSIVEL EFEITO GASTROPROTETOR DA GALACTOMANANA DE
Delonix regia EM MODELO DE GASTRITE EXPERIMENTAL: INDUCAO POR ETANOL versus INDUCAO POR
INDOMETACINA.", protocolada sob o CEUA n® 8271171221 (o oez148), Sob 2 responsabllidade de Pedro Marcos
Gomes Soares e equipe; Franclsca Géssica Olivelra Silva - que envolve a produgao, manutencado efou utilizacdo de
animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou
ensing - esta de acordo com oS preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), e fol APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animals da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC)
na reuniao de 19/04/2022.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE POSSIBLE GASTROPROTECTIVE EFFECT OF DELONIX regia
GALACTOMANAN IN EXPERIMENTAL GASTRITIS MODEL: ETHANOL INDUCTION versus INDOMETACIN INDUCTION.®,
utilizing 72 Heterogenics mice (72 males), protocol number CEUA 8271171221 (o oe216%, under the responsibility of
Pedro Marcos Gomes Soares and team; Franclsca Géssica Ollvelra Silva - which involves the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for sclentific research purposes or teaching - is In accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Contral of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-
UFC) in the meeting of 04/19/2022.

Finalidace da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncla da Propasta: de 01/2022 a 0172024  Area: Departamento de Morfologia

Origem: Blotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie: Camundongos heterogénicos sex0: Machos Kade: 6 a Bsemanas  Quantidade: 72
Linhagem: Swiss Peso: 20a25¢g
Fortaleza, 26 de malo de 2023
L/ JAemcom
Profa. Dra. Camila Ferreira Roncarl Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira

Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenadora dam? de Etica no Uso de

Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara



