FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MORFOFUNCIONAIS

JOHNATAN ALISSON DE OLIVEIRA SOUSA

EFEITO GASTROPROTETOR DO LASSBi0-596 EM MODELO
EXPERIMENTAL DE GASTRITE AGUDA INDUZIDA POR ETANOL

FORTALEZA
2018



JOHNATAN ALISSON DE OLIVEIRA SOUSA

EFEITO GASTROPROTETOR DO LASSBi0-596 EM MODELO
EXPERIMENTAL DE GASTRITE AGUDA INDUZIDA POR ETANOL

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais do Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias
Morfofuncionais da  Universidade
Federal do Ceara, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Morfofuncionais.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Marcos
Gomes Soares
Co-orientador:  Prof. Dr. Carlos

Eduardo da Silva Monteiro

FORTALEZA
2018



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria

Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S697e

Sousa, Johnatan Alisson de Oliveira.

EFEITO GASTROPROTETOR DO LASSBIi0-596 EM MODELO EXPERIMENTAL
DE GASTRITE AGUDA INDUZIDA POR ETANOL / Johnatan Alisson de Oliveira
Sousa. — 2018.

81f. :1il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de
Medicina, Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias Morfofuncionais,
Fortaleza, 2018.

Orientacéo: Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes

Soares. Coorientagdo: Prof. Dr. Carlos Eduardo da

Silva Monteiro .

1. Oxido Nitrico. 2. LASSBIi0-596. 3. Gastrite Aguda. I. Titulo.

CDD 611




JOHNATAN ALISSON DE OLIVEIRA SOUSA

EFEITO GASTROPROTETOR DO LASSBi0-596 EM MODELO
EXPERIMENTAL DE GASTRITE AGUDA INDUZIDA POR ETANOL

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais do
Programa de Pd4s-Graduacdo em Ciéncias
Morfofuncionais da Universidade Federal
do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Morfofuncionais.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes Soares (Orientador)

Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dra. André Luiz dos Reis Barbosa
Universidade Federal do Piaui — UFPI

Prof. Dr. Emmanuel Prata de Souza

Universidade Federal do Cearda — UFC


http://lattes.cnpq.br/1674590681546363
http://lattes.cnpq.br/5421965627684351

A pessoas especiais, pela compreenséo de
qgquando minha presenca nao foi possivel e
quando minha preocupacdo e atencédo
pareciam se voltar exclusivamente para este
trabalho: meus pais (Elias e Maria), minha

familia e amigos.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Ceara. A Fundacdo Cearense de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (FUNCAP), a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES) e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo apoio

financeiro e técnico.

Ao Laboratério de Avaliacédo e Sintese de Substancias Bioativas, pelo apoio em
ceder a substancia LASSBio-596.

Ao meu orientador Prof. Dr. Pedro Marcos Gomes Soares, pelo incentivo e apoio
cientifico desde a iniciacdo cientifica. Obrigada pela oportunidade, por me

aceitar, pela paciéncia e por toda ajuda.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Carlos Eduardo da Silva Monteiro, pelo incentivo,

apoio cientifico e amizade.

Aos professores participantes da banca examinadora de qualificacdo e de

defesa, pelo tempo, pelas valiosas colaboragfes e sugestdes.

Aos professores e demais funcionarios do Programa de Pdés Graduagdo em

Ciéncias Morfofuncionais da Universidade Federal do Ceara.

Aos amigos do Laboratorio de Estudos da Fisio-Farmacologia Gastrintestinal
(LEFFAG) (Ronaldo Farias, Kaira, Victor, Fabricia, Rafael, Deysen, Cecilia,
Samara, Patricia, Renan, Marielle, Athayde, Lorena, Renata, Paulo, Ruan,
Priscilla, Alvaro, Jodo Victor, Tiago Menzes, Tiago Santos, Lucas Nicolau,
Marcos Aurélio, Ronaldo Fonteles, Vania, Jean e Humberto) que me acolheram,

ensinaram e incentivaram durante toda a pesquisa;

Aos meus amigos(as) de graduacao, Priscila Furtado, Allan Kennedy, Gleicyane

Sousa e Barbara Saraiva, pelo apoio e torcida na minha jornada.



Ao meu companheiro Victor Tabosa por toda paciéncia e incentivo
principalmente no final do mestrado.

Enfim, agradeco a todos que de forma direta ou indireta, embora nao citados
acima, contribuiram nesta etapa importante em minha vida.



“O que for teu desejo, assim sera tua vontade.
O que for tua vontade, assim serdo teus atos.
O que forem teus atos, assim sera teu
destino.”

Deepak Chopra



RESUMO

O prototipo LASSBi0-596 € um hibrido molecular da talidomida (farmaco anti-
TNF-a), sildenafil (inibidor de fosfodiesterase 5) e arilsufonamida (inibidor da
fosfodiesterase 4). Seus efeitos anti-inflamatérios ja foram demonstrados em
modelos experimentais de inflamacdo aguda do pulméo e inflamacéo alérgica
cronica. No presente estudo avaliou-se o efeito gastroprotetor de LASSBi0o-596
em modelo de gastrite aguda induzida por etanol. O pré-tratamento com
LASSBIi0-596 (0.1, 1, 10 e 20 mg/kg, v.0.) reduziu de forma dose dependente
(p<0,05) a percentagem de lesdo (0.1 mg/kg: 9,36%, 1 mg/kg: 49,18%, 10
mg/kg: 78,03% e 20 mg/kg: 88,92), quando comparado ao grupo etanol 50% pré-
tratado com DMSO. Nas analises microscopicas LASSBIio-596 (20 mg/kg)
reduziu a perda de células epiteliais e hemorragia. O composto restaurou o
sistema antioxidante através da diminui¢do dos niveis de malondialdeido (MDA)
e diminuicdo do consumo de glutationa reduzida (GSH). O pré-tratamento com
LASSBIi0-596 diminuiu os niveis das citocinas TNF-a e IL-13, somados a
diminuicdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e os niveis de
hemoglobina. Houve uma reducao significativa do efeito gastroprotetor quando
administrado o inibidor ndo seletivo da sintese de oxido nitrico (L-NAME-3mg/kg
i.p.) e seletivo para INOS (1400w-10mg/kg), antes do pré-tratamento com
LASSBIi0-596. O prototipo preservou ainda o conteddo de muco aderido a
mucosa e nao alterou a secrecdo gastrica e seu pH. Em suma, os resultados
encontrados elucidam o efeito gastroprotetor de LASSBio-596, com possiveis
mecanismos relacionados a inibicdo do estresse oxidativo e eventos anti-

inflamatorios, além de preservar a barreira muco protetora.

Palavras-chave: Gastrite aguda; etanol; 6xido nitrico; LASSBi0o-596.



ABSTRACT

The LASSBI0-596 prototype is a molecular hybrid of thalidomide (anti-TNF-a
drug), sildenafil (phosphodiesterase 5 inhibitor) and arylsufonamide
(phosphodiesterase 4 inhibitor). Their anti-inflammatory effects already have
been demonstrated in experimental models of acute inflammation of the lung and
chronic allergic inflammation. The present study evaluated the gastroprotective
effect of LASSBIi0-596 in a model of ethanol-induced acute gastritis. Pretreatment
with LASSBIio-596 (0.1, 1, 10 e 20 mg/kg, v.0.) reduced in a manner dose
dependent (p<0,05) the percentage of hemorrhagic lesion areas (0.1 mg/kg:
9,36%, 1 mg/kg: 49,18%, 10 mg/kg: 78,03% e 20 mg/kg: 88,92), when compared
to the 50% ethanol group pretreated with DMSO. In microscopic analyzes
LASSBI0-596 (20 mg/kg) reduced epithelial cell loss and hemorrhage. The
prototype restored the antioxidant system by decreasing the levels of
malondialdehyde (MDA) and reduced consumption of reduced glutathione (GSH).
Pretreatment with LASSBi0-596 decreased levels of the cytokines TNF-a and IL-
18, as well as a decrease in myeloperoxidase enzyme activity (MPO) and
hemoglobin levels. There was a significant reduction of the gastroprotective effect
when was given the inhibitor not selective of the synthesis of nitric oxide (L-
NAME, 3 mg/kg i.p.) and selective inhibitor for iINOS (1400w, 10 mg/kg i.p),
before pre-treatment with LASSBIi0o-596. The prototype also preserved mucous
content adhered to the mucosa and did not alter the gastric secretion and its pH.
This way, the results found elucidate the gastroprotective effect of LASSBio-596,
with possible mechanisms related to the inhibition of oxidative stress and anti-

inflammatory events, besides preserving the protective mucus barrier.

Keywords: Acute gastritis; ethanol; nitric oxide; LASSBIi0-596.
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1. INTRODUCAO

A gastrite aguda consiste na inflamagdo da mucosa que reveste o
estbmago, causada pelo desequilibrio entre os fatores agressores e protetores
(SHIN et al., 2013), com a participacdo de varios mediadores inflamatérios
liberados por células do epitélio e da lamina prépria, tendo como consequéncia
o desenvolvimento de les6es (DEN HOLLANDER; KUIPERS, 2012). Uma série
de doencas, condi¢cdes ambientais, genética e habitos estdo relacionados com
a incidéncia da gastrite. Nesse contexto, a etiologia da doenca € variada
(CARVALHO, 2000).

Os principais fatores etiolégicos para a gastrite sdo: o uso de cigarro,
farmacos anti-inflamatorios néo esteroides (AINES), infeccdo por Helicobacter
pilori, habitos de vida estressante e o uso em excesso de bebidas alcodlicas
(FEINSTEIN et al.,, 2010; THORSEN et al., 2013). Dentro do contexto dos
fatores causadores de lesdo gastrica, o etilismo se destaca ao ter grande
associacdo com o desencadeamento da gastrite. Em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, o uso de bebidas alcoolicas é bastante comum e licito e
tem crescido, especialmente entre jovens e adultos na faixa etaria de 18-40
anos (ARAB et al., 2015; SCHEIDT et al., 2015).

A terapéutica atual para a gastrite usa principalmente antagonistas de
receptores de histamina (Hz), analogos da prostaglandina, antiacidos e os
inibidores da bomba de prétons. Contudo, a presenca de efeitos adversos,
associada a refrataridade de alguns pacientes, instigam a busca de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento da gastrite (BRUNTON et al., 2010).

O Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, planejou e sintetizou o
prototipo LASSBIi0-596, um hibrido de talidomida e sildenafil, com atividades
anti-inflamatérias e imunomoduladoras. O composto foi planejado a partir da
modificacdo estrutural da talidomida (farmaco anti-TNF-a), otimizando as suas
propriedades farmacoterapéuticas e a eliminacdo dos seus efeitos
teratogénicos (remoc¢éo do anel ftalimida), e hibridacdo molecular com sildenafil
(inibidor de fosfodiesterase 5) e arilsulfonamida (protétipo seletivo de
fosfodiesterase 4) (LIMA et al., 2002).
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Levando em conta que LASSBIi0o-596 é um composto bioativo sintético
(LIMA et al., 2002; LIMA; LIMA, 2009) e levando em conta que a literatura ja
mostra a eficacia do composto em modelos experimentais de inflamacgéo aguda
do pulméo induzida pelo lipopolissacarideo de Escherichia coli (ROCCO et al.,
2003), microcistina-LR (CARVALHO et al., 2010), inflamacé&o alérgica crénica
(CAMPOS et al., 2006); e modelo de enfisema pulmonar (PADILHA et al.,
2015). Surgiu o interesse em estudar os efeitos de LASSBIi0-596 na inflamacéo
gastrica, uma vez que 0 composto apresenta efeitos anti-inflamatérios e

imunomoduladores.

2.0. Referencial teérico

2.1. Quimica medicinal

A Quimica Medicinal, segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), envolve o planejamento, descoberta, invencéo, identificacéo
e preparacdo de compostos biologicamente ativos (protétipos); o estudo do
metabolismo, interpretacdo do mecanismo de acdo a nivel molecular e a
construcdo das relagdes entre estrutura quimica e a atividade farmacolégica
(IUPAC, 1998).

No planejamento de novos farmacos, os estudos de reconhecimento
molecular em sistemas biolégicos assumem grande importancia, pois
constituem as bases fundamentais para o entendimento das propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade. O processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos (figura 1) é dividido em duas extensas fases, a
pré-clinica e a fase clinica dividida em trés estagios, onde € visto a toxicidade
do composto. Nos estagios iniciais da fase pré-clinica, as pesquisas se
concentram geralmente na identificacdo e otimizacdo de moléculas capazes de
representar novos protéticos, simbiéticos ou ndo (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010).

Entende-se por agente simbidtico, o protétipo desenhado para atuar no

minimo em dois alvos moleculares pertencentes a janelas bioquimicas
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distintas, porém, envolvidos em uma mesma resposta fisiopatoldgica (LIMA,
LIMA, 2009).

Figura 1 - Etapas do processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos (ADME - absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo; NDA —
solicitagdo para um novo farmaco, do inglés new drug application).

Concepgdo do projeto e Procosts e sitese de Avaliacdo das Patente da nova Sintese em larga escala,
abordagem do nztas Moldcuias ‘ propriedades biologicas ‘ moléculae proposta de - formulagiio e teste de
problema {sbria de com 5 105) das moléculas obtidas investigacdo de um estabilidade. Avaliagao
(In silico e In vitro) - por (In vitro e In vivo) novo farmaco em animais
Requisic3o e submissdo ssrx:::‘:;:;‘ Fase Clinica Il: Fase Clinica I:
Fase IV: - para aprovacio de um - ¢ . Estudos de eficiciae ’ Estudos de toxicidade
Farmacovigilncia novo farmaco (NDA) a SepNanca'e ADME seguranga (nimero em individuos
< o (numero elevado de Z X
agéncia regulatoria reduzido de pacientes) saudaveis

pacientes)

Fonte: (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Considerando tais conhecimentos, o Laboratorio de Avaliacdo e Sintese
de Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, tem planejado e desenvolvido novas moléculas bioativas com
inimeros efeitos bioldgicos, tais como: anti-inflamatodrios, analgésicos, anti-
protozoarios, cardioativos, vasodilatores, entre outros, para tratamento de
desordens cronicas degenerativas como: artrite, asma, cancer, doenca de
chagas e alzheimer (LIMA, 2007).

2.2. LASSBIi0-596

O LASSBIio® esta inserido no Programa de Desenvolvimento de Novos
Farmacos, e com intuito de desenvolver novos farmacos anti-inflamatorios para
o tratamento doencas cronicas, foi planejado e sintetizado um composto
simbidtico LASSBIi0-596. O efeito anti-inflamatério do acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-
ilsulfonil)fenilcarbamoil]lbenzéico ou LASSBIio-596 foi descrito em modelo de
inflamacé&o pulmonar aguda. O composto foi planejado a partir da modificacédo
estrutural da talidomida (farmaco anti-TNF-a), otimizando os seus efeitos

farmacoldgicos e eliminagdo do seu efeito teratogénico (remogdo do anel
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phtalimida), e hibridacdo molecular com o grupo farmacoférico do sildenafil
(inibidor de fosfodiesterase 5) e arilsulfonamida (protétipo seletivo de
fosfodiesterase 4). Apos processo de disseccdo molecular, com identificacdo
dos grupos farmacoforicos, procedeu-se a etapa de combinacdo dos
farmacoforos selecionados, empregando-se a estratégia de hibridacao

molecular (figura 2) (Lima et al., 2002).

Figura 2 — Planejamento e obtengdo do LASSBi0-596
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O potencial terapéutico de LASSBIi0-596 tém sido estudado em modelos
experimentais de inflamacdo aguda do pulmdo induzida pelo
lipopolissacarideo Escherichia coli (Rocco et al., 2003), microcistina-LR
(Carvalho et al., 2010), e inflamacao alérgica crénica (Campos et al., 2006). O
efeito anti-inflamatorio foi descrito ainda em modelo de enfisema pulmonar
(Calverley, 2014; Padilha et al., 2015).
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A talidomida constituinte da estrutura de LASSBio-596 é um potente
inibidor da resposta inflamatéria, principalmente através da inibicdo da
atividade de TNF-a (MOREIRA et al., 1993). Porém seu uso resultou no maior
desastre médico, ondem mais de 10.000 crian¢gas nasceram com uma série de
malformacgdes graves e debilitantes (WATKINS; STUBBS; LEWIN, 1961). Além
disso, houve também aumento das taxas de aborto espontdneo
(VARGESSON, 2009). Durante o planejamento de LASSBIi0-596 foi retirado da
estrutura quimica da talidomida o anel ftalimida, responséavel pelo efeito
teratogénico, na busca de encontrar um farmaco com ac¢éo similar a talidomida,
porém sem efeitos indesejados (LIMA et al., 2002).

Dentro deste contexto, no modelo de inflamacdo aguda do pulméo
usando toxina das microcistinas, LASSBIi0-596 reduziu os niveis de TNF-q,
uma citocina secretada por macrofagos durante a inflamagéo, que possui
atividades pro-inflamatoéria e imunomoduladora (CASQUILHO et al., 2011). Em
baixas concentracdes o TNF-a exerce sua funcdo através de acdes do tipo
paracrina e autocrina, regulando a ativacdo de células endoteliais e
migramento de leucdcitos, através da inducdo das moléculas de adesdo. Em
altas concentragcbes o TNF-a exerce agbes do tipo enddcrina, estando
associado a varios tipos de enfermidades, dentre elas a gastrite (BLACK et al.,
1997; TRACEY, M.D; CERAMI, PH.D, 1994).

Outro farmaco usado para a sintese de LASSBIio0-596 foi o sildenafil,
usado rotineiramente para tratar disfuncéo erétil e pulmonar, porém seu uso em
altas doses tem efeitos indesejaveis como o priapismo (EFREMOQV et al., 2017;
KERAVIS; LUGNIER, 2012). Contudo, foi retirado da estrutura quimica do
sildenafil o anel responsavel pelo aparecimento do priapismo em homens
(LIMA et al., 2002).

O mecanismo molecular de sildenafil é inibir de forma seletiva a
fosfodiesterase 5 (PDE-5), por sua vez catalisar a hidrélise de GMPc, levando a
um efeito relaxante nas células musculares lisa das arteriolas, melhorando o
fluxo sanguineo e promovendo vasodilatacdo (EFREMOV et al., 2017).
Medeiros et al. (2008) usou sildenafil para tratar danos na mucosa gastrica
ocasiondos pelo etanol ocasionados pelo etanol, onde foi possivel observar

uma diminuicdo da peroxidacéo lipidica e restauragédo dos niveis de GSH, bem
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como houve uma reducdo dos parametros hemorragicos. Todos esses efeitos
foram dependentes da sintese de Oxido nitrico, mostrando que parte dos
efeitos de sildenafil dependem dos niveis de NO (MEDEIROS et al., 2008).
Além disso, seu efeito anti-inflamatério do farmaco tem sido descrito, reduzindo
os niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-13 (CHEN et al.,
2017). Reduzindo assim, aderéncia e infiltracdo de granul6citos nos tecidos
lesados (SANTOS et al., 2005).

Rocco et al. (2010), constaram que LASSBIi0-596 apresentou auséncia
de efeito genotoxico e/ou mutagénico in vitro em diferentes linhagens de
células, baixa biodisponibilidade e curto tempo de meia-vida, quando
administrado pela via oral. Ndo induziu mortes em murinos nos ensaios de
toxicidade aguda (em dose 200 vezes superior a necessaria ao efeito anti-
inflamatorio) e toxicidade cronica (em doses até 25 vezes maior aquela
necessaria ao efeito antiasmatico), embora, alteracbes histopatolégicas e
hematolégicas pontuais tenham sido observadas com o uso crénico (90 dias
consecutivos) de LASSBI0-596 (ROCCO et al., 2010).

Araujo et al. (2014), avaliaram um numero maior de parametros
bioquimicos e imunoldgicos; e a variacdo de peso dos Orgaos, usando doses
de 5 e 25 vezes maior a dose habitual durante 90 dias. Nos parametros
imunologicos foi possivel notar apenas uma leve diminuicdo dos niveis de
granulécitos e plaquetas. Os pesos do coracdo, pulmao, rins e figado
reduziram levemente quando comparado ao grupo controle. Os parametros
bioquimicos na sua grande maioria se manteram intactos. Porém os niveis de
creatina quinase (frenquentemente aumentado em lesBes cardiacas)
aumentaram de forma significativa. Além disso, foram realizados testes com
embribes de peixe zebra onde demonstraram cardiotoxicidade, com o uso de
LASSBIi0-596 na agua do aquario (ARAUJO et al., 2014).

2.3. O estbmago: aspectos anatémicos e fisiolégicos
O estbmago é uma parte expandida do tubo digestorio que se situa
abaixo do diafragma e conecta o es6fago ao intestino delgado. Seu tamanho e

posicao variam consideravelmente, dependendo da posi¢ao do corpo, da fase
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da respiracéo e se esta vazio ou cheio (MOORE; DALLEY; AGUR, 2012). Sua
principal funcdo é a digestdo parcial dos alimentos, através de mecanismos
gue envolvem a liberacdo de secrecdo gastrica com baixo pH e pela liberacao
de enzimas e hormoénios (funcbes exocrinas e enddcrinas). O bolo alimentar
ao passar pelo estbmago € transformado em uma massa viscosa (quimo) por
meio da atividade muscular e quimica da mucosa gastrica. A digestdo quimica
se deve a adi¢do de acido gastrico (acido cloridrico - HCI) ao alimento ingerido
e digestéo parcial de proteinas (acao da pepsina) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

A anatomia macroscépica subdivide o estbmago em quatro regides: a
cardia, o fundo, o corpo e o antro pilérico (figura 3). A céardia circunda o 6stio
cardico, abertura superior ou entrada do estdmago, que contém glandulas
cardicas; o fundo é a maior parte do estbmago, situa-se a cima do nivel de uma
linha horizontal tracada através do orificio esofagico, que contém as glandulas
gastricas; o corpo situa-se abaixo dessa linha; e a parte antro-pilérica, regiao
afunilada que leva ao piloro e saida do estdbmago, que contém as glandulas
piléricas (ROSS; PAWLINA, 2012).

Figura 03 — Anatémia do estémago. (A) Incisura céardica, (B) Fundo gastrico,
(C), Corpo gastrico, (D) Antro pilérico.
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A inervacdo do estdbmago é realizada intrinsecamente pelo o sistema
nervoso entérico (SNE), constituido pelo plexo submucoso e plexo mioentérico,
e extrinsecamente pelo sistema nervoso auténomo (SNA), a partir do nervo
vago e pelo ganglio pré-vertebral celiaco (KOEPPEN; STANTON, 2009).
Fenbmenos fisiologicos tais como secrecdo &cida, motilidade, respostas
primérias a estimulos quimicos e mecanicos sao regulados pela liberacdo de
varios mediadores como acetilcolina (ACh), noradrenalina, purinas e oOxido
nitrico (NO) (WIDMAIER; RAFF; STRANG, 2013).

Histologicamente, o estdbmago é dividido em quatro camadas com base
no tipo de glandula que cada uma contém. Entretanto, o estdbmago tem o
mesmo plano estrutural em toda a sua extengdo, consistindo em mucosa,
submucosa, muscular externa e serosa (figura 4) (ROSS; PAWLINA, 2012). A
cardia e o antro séo revestidos principalmente por células foveolares secretoras
de mucina que formam as pequenas glandulas. As glandulas antrais s&o
similares, mas contém ceélulas endocrinas, tais como as células G, que liberam
gastrina para estimular a secrecdo luminal de acido pelas células parietais
dentro do fundo e do corpo gastrico. As glandulas bem desenvolvidas do corpo
e do fundo também contém células principais que produzem e secretam
enzimas digestivas, tal como a pepsina (KUMAR et al., 2010).

A mucosa gastrica é formada por epitélio glandular, cuja unidade
secretora € tubular e ramificada e desemboca na superficie, em uma éarea
denominada fosseta gastrica. Todo o epitélio gastrico (colunar simples) esta em
contato com tecido conjuntivo frouxo (lamina propia), que contém células
musculares lisas e células linfoides. Separando a mucosa da submucosa
adjacente, existe uma camada de mauasculo liso, a muscular da mucosa.
Quando observado em microscopio € possivel observar numerosas
invaginacdes do epitélio de revestimento (aberturas das fossetas gastricas). As
células epitéliais da superficie do estbmago secretam muco alcalino, composto
por agua (95%), glicoproteinas e lipideos. O bicarbonato, também secretado
por essas células, forma um gradiente de pH que varia de 1 (por¢éo luminal) a
7 (superficie celular). Na lamina propia e submucosa existe uma rede de vasos,
gue possibilita a nutricdo e a remocado de metabdlicos toxicos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).
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Figura 04 — Camadas que compdem a parede do estdmago. (a) Regides
gue compdem o Antro Pilérico; (b) Regides que compdem o corpo.
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Fonte: (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

2.4. Fisiologia da secrec¢éo gastrica

O estbmago é um importante 6rgdo na digestdo mecanica e quimica dos
alimentos. O principal mecanismo de digestdo se inicia na liberacdo de suco
gastrico. O suco gastrico acido atua como uma barreira contra 0s agentes
patogénicos ingeridos e torna possivel a digestdo enzimatica. Durante a
digestdo, o pH do lumen gastrico alcanca valores entre 1 a 2, 0 que requer
células especializadas para produzir e secretar grandes quantidades de ions de
ClI" e H*. Essas células sdo chamadas células parietais e estdo localizadas
principalmente na mucosa oxintica (SCHUBERT, 2010). A secrecdo de acido
gastrico deve ser rigorosamente regulada para ndo exceder os fatores de
protecdo e gerar uma lesdo gastrica. Dentro deste contexto existem varios
mecanismos que regulam a secrecdo gastrica, dentre eles, secrecdo de
gastrina (estimula a secrecdo) pelas células G do antro gastrico, células

enterocromafins (ECL) e somatostatina (inibicdo de horménios gastricos), além
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da estimulacdo neuronal e mecanica, participam de uma rede regulatéria que,
em ultima instancia, controla a secrecdo de &cido por células parietais. Um
desequilibrio em mecanismos de protecéo ou regulacdo da secrecdo de &cido
pode levar a hipersecrecdo e a doencgas gastrointestinais (EL-SERAG et al.,
2014).

As células parietais sdo células epiteliais altamente especializadas, com
caracteristicas morfolégicas distintas que autorregulam a secrecdo acida. Em
estado de repouso, a membrana plasmatica apical da célula parietal apresenta
pequenas invaginacdes que se desenvolvem em todo o interior da célula. A
membrana das células parietais apresentam receptores responsaveis pela
bomba de prétons H*/K*-ATPase, cuja funcédo é liberar ions de H* na secrecao
gastrica (DUMAN et al., 2002; FORTE; YAO, 1996).

A bomba H*/K*-ATPase troca um ion de hidrogénio intracelular para um
ion de potassio extracelular, acoplada a hidrolise de ATP no processo. Este
mecanismo ocorre juntamente com extrusao de Cl- via canais de cloreto e
potassio na membrana apical das células parietais, a formacdo do &acido
cloridrico se da no lumen gastrico, quando os ions H* se encontram com 0s
ions de CI. (PAN et al., 2008a; SIDANI et al., 2007).

As células parietais recebem estimulacdo vagal direta, geralmente
mediada por neurdnios colinérgicos do sistema nervoso entérico. ACh atua
através de receptores muscarinicos M3 (KAJIMURA; REUBEN; SACHS, 1992)
e induz a mobilizacdo de Ca?" do reticulo endoplasmatico liso através da
ativacdo de fosfolipase C e elevacao de inositol trifosfato (CHEW; BROWN,
1986; SCHUBERT, 2010). O Ca?' subsequentemente ativa varias cinases,
como a proteina quinase Il dependente do calcio/calmodulina (CaMK 1) e a
proteina quinase C (PKC), que juntas controlam a quantidade de intracelular de
Ca?* e sensibilizam a célula parietal para liberacdo de secrecdo gastrica
(FAHRMANN et al., 2002; TSUNODA et al., 1992).

Em resumo a secrecéo acida é regulada por uma rede de componentes
paracrinos (histamina, somatostatina), enddcrinos (gastrina, somatostatina) e
neurais (acetilcolina). Envolve a intercomunicacdo de células parietais com

células especializadas da mucosa gastrica (células ECL no corpo e fundo de



27

estdbmago, células G no antro e células D no antro, corpo e fundo de estdmago)
e neuronios (figura 05) (ARIN et al., 2017).

Figura 05. Principais mecanismos envolvidos na secrecdao acida no
estdmago. A secrecdo de acido cloridrico pela célula parietal requer trés
processos de transporte i6nico: uma troca mediada por H*/K*-ATPase de ions
H* intracelular por um ion de K* extracelular e secrecdo de cloreto e
reaproveitamento de K*, que sdo necessarios para manter a eletroneutralidade
e a deplecao de potassio luminal. A secrecao é principalmente regulada pela
ativacdo: (i) dos receptores de acetilcolina, histamina e gastrina que sé&o
principalmente segregados pelo sistema nervoso entérico, células ECL e
células G, respectivamente, e (ii) de receptores de somatostatina que inibem a
producdo da secrecao gastrica.
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2.5. Mecanismos de protecdo da mucosa gastrica

Em condicbes normais, a integridade da mucosa € mantida por
mecanismos de defesa, que incluem fatores pré-epiteliais (barreira de muco-
bicarbonato) como a primeira linha de defesa; e a barreira epitelial (camada
continua de células com junc¢Bes estreitas) como a segunda linha de defesa.
Outros mecanismos de defesa importantes da mucosa gastrica incluem a
renovacao constante das células epiteliais realizada pela proliferacdo de
células progenitoras (reguladas por fatores de crescimento, prostaglandinas e
sobrevivéncia das células epiteliais). O fluxo de sangue € continuo através dos

microvasos, formando uma "barreira" microvascular endotelial, inervacéo
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sensorial e geracao de 6xido nitrico e sulfeto de hidrogénio (Figura 6). A defesa
da mucosa também é regulada, em parte, pelo sistema nervoso central
(estimulag&o vagal, e melatonina), hormonios (gastrina, colecistocinina, grelina
e corticosteréides adrenais) e fatores de crescimento como fator de
crescimento endotelial (EGF) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008a).

Dentre os fatores epiteliais de protecdo da mucosa, a arquitetura do
tecido epitelial se destaca por possuir uma camada continua de células com
juncdes que impedem a difusdo de acido e pepsina. Além disso, o epitélio da
superficie secreta muco, bicarbonato, produz prostaglandinas, proteinas de
choque térmico e catelicidinas que aceleram a cicatrizacdo de Ulceras
(MONTROSE et al., 2006). Essa arquitetura ocorre devido ao rearranjo do
citoesqueleto que consiste em filamentos de actinas, microtubulos, filamentos
intermediarios e adeséo focal (SYAM et al., 2009).

As primeiras evidéncias experimentais associadas a barreira muco
bicarbonato foram relatadas ha quase quatro décadas, como um componente
fundamental dos mecanismos de protecdo da mucosa gastrica contra o acido
e pepsina, mostrando existir uma barreira muco bicarbonato in vivo e pH
proximo ao neutro na superficie epitelial (ROBERT et al.,, 1979, 1983). A
secrecdo de bicarbonato forma um gradiente de pH na superficie epitelial do
estdbmago e duodeno, fornecendo a primeira linha de defesa da mucosa contra
0 acido e pepsina luminal, e as evidéncias apontam como o principal
mecanismo de protecdo contra a digestdo proteolitica do epitélio da mucosa
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008a).

As prostaglandinas (PGs) sdo mediadores quimicos celulares similares
aos horménios, porém ndo entram na corrente sanguinea, atuando apenas na
prépria célula e nas células vizinhas. Na mucoca gastrica sdo encontradas em
altas concentracfes, sendo sua existéncia crucial para a manutencdo da
integridade da mucosa e protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrozantes.
Varios mecanismos de defesa da mucosa sdo estimulados e facilitados por
PGs. As PGs inibem a secrecdo de acido, estimulam a liberacdo de muco
bicarbonato e secrecdo de fosfolipideos, aumentam o fluxo sanguineo da
mucosa e acelera a reconstrucdo epitelial e a cicatrizacdo da mucosa. Assim,

as PGs, especialmente a PGE2, desempenham um papel importante na
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homeostase gastrica (BRZOZOWSKI et al., 2005). Os receptores ativados pela
PGE2 sédo subdivididos farmacologicamente em 4 subtipos EP1, EP2, EP3 e
EP4 (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).

Figura 6 — Diagrama representativo das defesas da mucosa gastrica. (1)
Camada de muco e bicarbonato; (2) Células epiteliais que secretam muco e
bicarbonato, produzem prostaglandinas e proteinas de choque térmico; (3)
Regido de renovacéo celular estimulada por fatores de crescimento (TGFa e
IGF-1); (4) Liberacdo de bicarbonato na vasculatura do estdomago; (5)
Microcirculacdo mantida pela continua producdo de prostaglandinas e Oxido
nitrico, (6) Nervos sensoriais que inervam a mucosa gastrica e 0S vasos
submucosos e (7) Prostaglandinas (PGE) estéo envolvidas nos mecanismos de
defesa da mucosa e interagem sinergicamente com o 6xido nitrico.
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As PGs podem promover a cicatrizagdo de feridas ndo s6 através de
aumentar as defesas da mucosa gastrica, mas também através de efeitos
sinalizadores para proliferagédo celular, angiogénese, reconstrucdo da matriz
extracelular e efeitos anti-inflamatorios, inibindo também a ativacdo de
mastécitos, adesdo de leucocitos e plaquetas ao endotélio vascular
(KOBAYASHI; ARAKAWA, 1995).

Além das barreiras pré-epiteliais e epiteliais da mucosa gastrica, a
terceira barreira € formada por microvasos que revestem a mucosa. A
microscopia eletrdbnica na microvasculatura da mucosa géastrica normal,
demonstra um entrelacamento capilar muito denso em toda a mucosa gastrica
e na lamina propria adjacente as células epiteliais glandulares. Ao redor da
camada muscular, os microvasos capilares se ramificam das artérias das
submucosas, avancam para a lamina propria na proximidade das glandulas
gastricas e convergem na regiao mais luminal da lamina prépria subjacente as
células da mucosa superficial (GANNON et al., 1984; ICHIKAWA et al., 1994;
TARNAWSKI, 1998).

A mucosa gastrica quando exposta a um fator irritante, como AINEs e
etanol, rapidamente o fluxo sanguineo da mucosa aumenta, na tentativa de
remover os agentes nocivos, promovendo também a reducao do pH estomacal.
A estimulacdo dos nervos sensoriais gastricos leva a liberacdo de
neurotransmissores, como o péptideo relacionado a gene da calcitonina e a
substancia P nos terminais nervosos. O peptideo relacionado ao gene de
calcitonina exerce uma acao protetora na mucosa, provavelmente através de
vasodilatacdo de vasos submucosos mediados pela geracdo de 6xido nitrico
(NO) (HOLZER, 2012; LAMBRECHT et al., 1993).

O NO é um mediador gasoso de sinalizacao autocrina e paracrina, sua
sintese acontece de forma fisioldgica através da reacdo do oxigénio com a L-
arginina, catalisado pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS) em meio que
forneca oxigénio, ou em condicdes de hipbxia a sua producdo acontece pela
reducdo de nitrato para nitrito (LUNDBERG; WEITZBERG, 2008). O NO
aumenta o fluxo sanguineo, através da ativacdo da enzima guanilato ciclase,
por sua vez aumenta os niveis de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)

gue promove a vasodilatacdo ao tecido gastrico (LIU et al., 2015).
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2.6. Fisiopatologia da Ulcera géastrica

A Ulcera péptica (UP) é uma doenca heterogénea, com multiplos fatores
envolvidos na sua etiologia e uma das doencgas crbonicas mais comuns do
adulto, ocorrendo em 5 a 10% da populacdo. O conceito fisiopatoldégico basico
€ de que a Ulcera péptica resulta da ruptura do equilibrio existente entre os
fatores agressivos (4cido e pepsina) e os de protecdo da mucosa
gastrointestinal (figura 7). A etiopatogénese da doenca ulcerosa agrupa fatores
genéticos, disturbios fisiopatoldégicos e fatores ambientais (DE CARVALHO,
2000).

Figura 7 - Mecanismos de lesao e histologia da ulcera gastrica. (a) A leséo
da mucosa gastrica aguda resulta em: (1) interrupcdo da camada de
muco/bicarbonato ndo ativada e hidrofobicidade superficial, (2) lesdo e perda
do epitélio superficial, (3) lesdo da mucosa gastrica mais profunda: (a) células
endoteliais microvasculares, (b) células da zona progenitora e (c) células
parietais. (4) O dano ao endotélio capilar leva a um congestionamento
microvascular dificultando o aporte de oxigénio, entrega de nutrientes, hipoxia e
(5) necrose da mucosa em forma de erosao e/ou Ulceras. A perca do epitélio
da superficie pode ser rapidamente restaurado dentro de minutos a horas por
processo de restituicdo, entretudo as lesbes microvasculares tém
consequéncias mais graves, uma vez que causa necrose das camadas mais
profundas da mucosa. (b) Histologia da Ulcera.

Ulcera gastrica

Margem da ulcera,

Congestdo
Microvascular

@ Necrose da
mucosa

Tecido de granulagao

Fonte: (TARNAWSKI, 1998, 2005)
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Histologicamente, uma UP consiste em duas estruturas principais, a
margem da Ulcera formada pela mucosa ndo necrética adjacente (a
composicao epitelial) e a base, formada por tecido de granulacdo (o
componente do tecido conjuntivo) constituido por fibroblastos, macrofagos e
células endoteliais proliferativas formando novos microvasos para
reestabelecer a homeostase (figura 7) (TARNAWSKI, 2005).

Inicialmente para a reparacdo da UP, células epiteliais e fibroblatos
migram para a base formada de tecido de granulagdo, induzindo a re-
epitelizagdo e formagdo de matriz extracelular respectivamente. A migracao
das células epiteliais e fibroblastos dependem de fatores de crescimento como,
fator de crescimento transformador beta (TGF-B), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF) e citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e
interleucina 1 (IL-1), liberadas por células inflamatorias, células endoteliais
ativadas e macrofagos (SYAM et al., 2009).

2.7. Radicais livres e defesas antioxidantes

Os radicais livres sdo espécies altamente reativas que possuem elétrons
nao emparelhados em sua camada mais externa, reagindo rapidamente com
as membranas causando degeneracao celular e finalmente a morte. As EROs,
incluindo radicais de superoxido (O2), radicais hidroxila (OH) e perdxido de
hidrogénio (H202) s&o gerados como subprodutos do metabolismo normal em
sistemas bioldgicos. Baixos niveis de EROs sdo essenciais para varios
processos fisioldgicos, incluindo a fosforilacdo de proteinas, ativacdo dos
fatores de transcricdo, diferenciacdo celular, apoptose, imunidade celular e
mensageiros secundarios na regulacdo do funcionamento das células
cardiacas e vasculares (RAJENDRAN et al., 2014).

A maioria dos tipos de células sdo capazes de gerar EROs, no entanto,
as principais fontes dessas moléculas reativas sado células fagociticas,
especialmente macrofagos, células de Kupffer, neutréfilos polimorfonucleares

(PMNs), células endoteliais e varios tipos de células epiteliais, incluindo
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enterdcitos, hepatocitos, células epiteliais alveolares e células epiteliais
tubulares renais (FINK, 2002).

O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio entre a formacao e a
remocdo de EROs é alterado, resultando assim no acumulo de biomoléculas
oxidativas. Os sistemas de defesa celular antioxidante desempenham um papel
fundamental na protecdo de sistemas bioldgicos, regulando a producdo de
radicais livres e seus metabolitos (DEPONTE, 2013).

O primeiro estagio mediado pelas EROs é a peroxidacdo dos
componentes das membranas celulares da mucosa gastrica, especialmente
lipidios da membrana, chamado peroxidacéo lipidica. Os peroxidos lipidicos
sdo metabolizados, para malondialdeido (MDA). Os produtos de peroxidacao
lipidica modificam as propriedades das membranas das células, inserindo
grupos polares na regido hidrofébica da membrana, localizada dentro da
bicamada lipidica; desta forma a membrana torna-se mais permeavel
(KWIECIEN et al., 2014).

Como forma de protecdo o organismo neutraliza as EROs liberando
moléculas antioxidantes (MATSUDA et al., 2013). Uma molécula antioxidante
em baixa concentracdo combate a oxidacdo de proteinas, carboidratos, lipidios
e DNA. As enzimas antioxidantes primarias contra os radicais superoxido
incluem, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (figura 8) (SINDHI et al.,, 2013). Como exemplo de moléculas
antioxidantes ndo enzimaticos temos a glutationa, o mais abundante tiol de
baixo peso molecular, que geralmente se apresenta na sua forma reduzida
(GSH), que exerce um papel muito importante no sistema antioxidante. Os
niveis celulares de GSH séo controlados por diversos mediadores enzimaticos
(KIMURA et al., 2001). Em condicdes de estresse oxidativo, os EROs sé&o
reduzidas pela GSH com formacédo de dissulfido oxidado (GSSG). Existem
altas concentracdes de GSH no tecido gastrico glandular, talvez conferindo
alguma protecao adicional dos efeitos do acido gastrico (BHATTACHARYYA et
al., 2014).

O trato gastrointestinal é fonte de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Fatores etiolégicos como maus habitos alimentares, injestdo de AINE’s,

consumo de alcool e patdogenos podem causar inflamacéo no epitélio, ativando
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os neutroéfilos polimorfonucleares (PMNs) e macrofagos para produzir citocinas
inflamatérias e outros mediadores que contribuem para o0 estresse
oxidativo. Vérias condi¢cdes patolégicas do trato gastrointestinal, incluindo
Ulceras gastroduodenais, doencas malignas e doenca inflamatéria intestinal
surgem, em parte, do estresse oxidativo (BHATTACHARYYA et al., 2014).

2.8. Mecanismos de leséo géstrica do etanol

O etanol é uma substancia lipofilica, portanto, penetra facilmente nas
células epiteliais da mucosa e células endoteliais. A absorcédo do etanol se da
por difusdo passiva através da parede do estdbmago (cerca de 20%), com 0s
restantes 80% absorvidos pelo duodeno e parede do intestino delgado
(NORBERG et al., 2003).

O mecanismo de acdo do etanol parece ser tanto topico, sobre a
mucosa, quanto sistémico, modificando a liberagcdo de hormdnios e a regulacéo
neuronal envolvidas na secrecdo acida. Estudos em humanos e animais
mostram que concentracdes alcodlicas superiores a 10% causam rompimento
da barreira da mucosa e aumentam sua permeabilidade (BODE; BODE, 1997;
FRANKE et al., 2004).

Altas concentracfes de etanol induzem lesdo vascular no endotélio da
mucosa gastrica, com a formacédo de edema, lesbes hemorragicas dispersas,
hemorragia focal, necrose e uUlcera. Ha também uma perda de células epiteliais,
acompanhadas de infiltracdo de leucdcitos difusos principalmente na mucosa e
submucosa (ARAB et al., 2015; DAMASCENO et al., 2013; PAN et al., 2008b).

A infiltracdo de neutrdéfilos na mucosa gastrica € marcada com aumento
da atividade da mieloperoxidase (MPQO) e contribui para o dano da mucosa. A
ativacdo de neutrofilos esta associada a uma resposta inflamatdria controlada
com aumento da expressdo gastrica do fator nuclear kappa B (NF-kB) que
controla a producdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF-a. Esses
eventos amplificam a cascata inflamatoria através da liberacdo de outros
mediadores pro-inflamatorios, como interleucina 1 beta (IL-1B) e aumento do
recrutamento de macrofagos e neutréfilos, contribuindo para a formacéo de

EROs, exacerbando assim a lesédo gastrica (ARAB et al., 2015).
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Figura 8 — Acao das enzimas antioxidantes. A imagem abaixo exemplifica a
formacao de espécies reativas de oxigénio e mecanismos antioxidantes nos
sistemas biologicos. O ambiente redox (oxidacdo-reducédo) do interior das
células impede os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox é
mantido pela acdo de enzimas antioxidantes enddgenas, como a catalase,
superoxido desmutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa
reduzida. A producdo excessiva ou a remocao inadequada de EROs resulta
em acumulo de radicais livres na célula que lesa os lipidios (por peroxidacao),
proteinas e DNA, resultando em lesé&o celular.
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Fonte: (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2016)

A lesdo por etanol é mediada principalmente pela liberacdo de
mediadores inflamatorios, devido ao aumento da producéo de radicais livres de
oxigénio que induzem vasoconstricio/isquemia, estresse oxidativo,
peroxidacdo lipidica e posteriormente morte celular (PAN et al., 2008b). A
intoxicacdo por etanol induz aumento dos produtos finais de MDA, aumento da
concentracdo de peroxido de hidrogénio, bem como atividades de enzimas
antioxidantes de deplecdo, como GPx, CAT e SOD, além de diminuicdo dos
niveis de GSH gastrica (DAMASCENO et al., 2013; SELMI et al., 2017).

2.9. Medicamentos utilizados na clinica

Os farmacos utilizados no tratamento das UPs ou disturbios &cido-
pépticos sdo usados isoladamente ou em associacfes, ajudando na
cicatrizacdo das lesdes gastricas. As terapias estdo diretamente ligadas a

diminuicdo da secrecéo &cida. Os farmacos mais ultilizados sdo antagonistas



36

de receptores H2, inibidores da bomba de prétons, antiacidos e analogos das
prostaglandinas (BRUNTON et al., 2010).

2.9.1. Antiacidos

A abordagem terapéutica para UP por um logo periodo foi direcionada
para compostos antiacidos, capazes de neutralizar a acidez géastrica como
bicarbonato de sédio, carbonato de célcio, hidréxido de aluminio e hidréxido de
magnésio ou associacdes. Porém, por alterar o pH gastrico e urinario, os
antiacidos tem a capacidade de interagir com uma variedade de farmacos
através de interacbes farmacocinéticas de dissolugdo e absorcéao,
biodisponibilidade e eliminacdo renal. Alguns podem também quelar farmacos
e micronutrientes no trato gastrointestinal, formando complexos insoluveis que
passam pelo TGI sem serem absorvidos (BRUNTON et al., 2010; SHI; KLOTZ,
2008).

2.9.2. Antagonistas de receptores de Histamina-2

A supressao da secrecao de acido gastrico comecou com a introducao
dos antagonistas dos receptores de histamina-2 na década de 1970. Com os
melhores resultados clinicos estes farmacos inibem a producédo acida por
competirem com a histamina pela ligacdo aos receptores H, na membrana
basolateral das células parietais. Atualmente existem quatro diferentes
antagonistas de receptores H., a cimetidina, a ranitidina, a famotidina e a
nizatidina (YUAN; PADOL; HUNT, 2006). Por outro lado, os efeitos colaterais
relacionados a essa classe de medicamentos, sdo cefaleia, sonoléncia, fadiga,
dor muscular e constipacdo. Em longo prazo, pode agir no SNC, causando
confucdo, delirio e aluncinacdes, principalmente em pacientes idosos.
(BRUNTON et al., 2010).
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2.9.3. Inibidores da bomba de prétons (H/K*ATPase):

Os IBPs sdo bases fracas lipofilicas que atravessam a membrana da
célula parietal, onde se acumulam nos canaliculos secretores de &cido, os IBPs
passam por um processo de protonacao (ocorre quando um préton H* liga-se a
uma molécula), produzindo sua forma ativa que se liga de forma covalente com
a enzima H*/K*ATPase que resulta em inibicdo da secrecdo acida pela bomba
de prétons (PLAYFORD; PODAS; MODLIN, 1999). O primeiro a ser
comercializado foi o omeprazol, com o decorrer dos anos, outros farmacos
seguiram o exemplo, como o lansoprazol (1995), o pantoprazol (1997), o
rabeprazol (1999) e esomeprazol (2001) (SHI; KLOTZ, 2008). No entanto, a
medida que o uso dos IBPs se expandiu, foi observado efeitos indesejaveis, os
mais comuns relatados sdo dores de cabeca, dor abdominal, e diarréia
(MCKEAGE et al., 2008). Estudos também ligaram seu uso a fratura do quadril
(YANG et al., 2006), deméncia (GOMM et al., 2016), problemas renais
(MALAVADE; HIREMATH, 2017), pneumonia (JOHNSTONE; NERENBERG;
LOEB, 2010), aléem de provocar dificuldade de absorcédo de varios ions como
magnésio (hipomagnesemia) e calcio (hipocalcemia) (EPSTEIN; MCGRATH,;
LAW, 2006).

2.9.4. Anélogos de prostaglandinas

Usado principalmente para atenuar os efeitos colaterais oriundos do uso
cronico de AINEs, misoprostol um analogo sintético de PGE-1, restaura em
partes os niveis de prostaglandina na mucosa gastrica, estimulando por sua
vez secrecdo de muco, bicarbonato e aumento do fluxo sanguineo no
estbmago (PARK et al., 2007; RASKIN et al., 1995). O misoprostol € bastante
eficaz para combater as UP, contudo, apresenta efeitos adversos como
diarreia, dor abdominal, nalseas e provoca também um aumento acentuado na
contracdo da musculatura lisa, principalmente no utero, podendo induzir o
aborto (BRUNTON et al., 2010).
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3. Justificativa

Estima-se que cerca de 4 milh6es de pacientes sdo diagnosticados com
gastrite por ano (FEINSTEIN et al., 2010). No Brasil, sédo elevados os custos
com servicos de saude associados ao diagndéstico, tratamento e internacfes
hospitalares envolvendo gastrite e doencas correlacionadas. De acordo com o
altimo boletim do sistema de informagBes do SUS, disponibilizado pelo
DATASUS, referente ao periodo de janeiro de 2016 a junho de 2017, foram
contabilizadas 53.509 internacdes por gastrites, duodenites, Ulceras gastricas
e/ou duodenais, com custos para o Governo Federal de R$ 12.505.006,09 em
servigos hospitalares (BRASIL, 2017).

Os estudos sobre citoprotecdo gastrica, que visam a descoberta de
substancias gastroprotetoras sdo extremamente relevantes, pois apesar dos
inimeros estudos nos ultimos anos, 0s mecanismos gastroprotetores ndo sao
completamente elucidados e é notério a necessidade de farmacos com acao
preventiva e terapéutica sobre as ulceras gastricas (YU et al., 2017). Embora
geralmente ndo apresentem condicdes de risco de vida, as complicacbes
relacionadas a ulcera promovem frequentemente perda na qualidade de vida e
produtividade do individuo acometido (WEN et al., 2014).

O alcool é considerado um dos agentes causais mais comuns da gastrite
aguda, causando dissolucdo do muco e do componente lipoprotéico da
membrana celular, afetando a capacidade protetora da mucosa e em seguida
comprometendo o fluxo sanguineo gastrito, levando a hemorragia o sinal
clinico mais comum da leséo (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008b; SELMI
et al., 2017).

Os inibidores de bomba de prétons, os anti-acidos e os antagonistas H2
sdo os principais farmacos utilizados no tratamento das Ulceras gastricas, mas,
apresentam acado gastroprotetora limitada e efeitos colaterais indesejados,
diminuindo ainda mais a qualidade de vida dos pacientes (BRUNTON et al.,
2010). Contudo, torna-se interessante atenuar a inflamacao e fluxo sanguineo
na gastrite alcodlica. Neste contexto, investigamos o efeito gastroprotetor do
LASSBIi0-596 na gastrite aguda induzida por alcool e participacdo do Oxido

nitrico no seu mecanismo de acao.
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4.0. Objetivo geral

Avaliar o efeito gastroprotetor de LASSBIi0-596 sobre lesdo gastrica
induzida por etanol em camundongos e o possivel mecanismo de acéo através

da inibicdo néo seletiva da NOS e seletiva da iNOS.

4.1. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de LASSBIi0-596 sobre lesGes macroscoOpicas e alteracdes
histopatolégicas do estdmago em modelo de gastrite induzida por etanol 50%;
e Investigar o efeito de LASSBIi0-596 sobre a hemorragia gastrica através da

dosagem de hemoglobina em modelo de gastrite induzida por etanol 50%;

e Avaliar 0 efeito de LASSBIi0-596 sobre a migracdo de neutrofilos através da
atividade da mieloperoxidase (MPO) em modelo de gastrite induzida por etanol
50%;

e Investigar o efeito de LASSBIi0o-596 sobre o estresse oxidativo através da
dosagem de malondialdeido (MDA) e de glutationa (GSH) em modelo de

gastrite induzida por etanol 50%;

e Mensurar os niveis de TNF-a e IL-18 no estdbmago de camundongos tratados

com LASSBIi0-596 em modelo de gastrite induzida por etanol 50%;

e Avaliar o efeito de LASSBIi0-596 sobre a producdo de muco protetor em modelo

de gastrite induzida por etanol 50%;

e Investigar o efeito de LASSBIi0-596 na secrecdo gastrica e pH, no modelo de

ligadura do piloro;

e Avaliar a participacdo do NO sobre o efeito gastroprotetor de LASSBIi0-596 em

modelo de gastrite aguda induzida por etanol 50%;
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5.0. Materiais e métodos
5.1. Animais

Para os ensaios in vivo, foram utilizados camundongos (Mus musculus)
Swiss machos (20-25g) procedentes do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceard (UFC). Os animais foram acondicionados em caixas plasticas de
polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 17 cm de altura)
contendo maravalha, com 10 camundongos por caixa, em biotério com
exaustor de ar, com condi¢cdes adequadas de luz e temperatura (22-25°C), e
receberam agua e racéo ad libitum. As trocas das caixas foram realizadas duas
vezes por semana. Todos 0S principios éticos sobre experimentacdo e
manipulacdo animais foram respeitados conforme os principios regidos pelo
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), criado
em 2008 pela Lei n° 11.794/08 (Lei Arouca). O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), sob protocolo de n® 99/2017.

5.2. Inducéo da gastrite por Etanol

Utilizamos o modelo experimental de gastrite aguda induzida por etanol
em camundongos de acordo com metodologia descrita inicialmente por
(ROBERT et al., 1979) e adaptado mais tarde para diferentes concentracfes de
etanol como mostra o trabalho de Medeiros et al. (2008) usando etanol 50%.

Os camundongos foram submetidos a jejum de sélidos entre 18-24h e
pré-tratados com LASSBIi0-596 nas doses de 1, 10 e 20 mg/kg por via oral
(LASSBIi0-596 foi dissolvido em dimetilsulfoxido — DMSO 4%). Ap6s 30 minutos
do tratamento, os animais receberam etanol 50% (0,5 mL, v.0.) para inducéo
da gastrite aguda. Decorridos 1 hora da administracdo de etanol, os animais
foram eutanasiados por dose excessiva de anestésico, os estbmagos retirados,
abertos pela grande curvatura e lavados com solucéo salina (NaCl 0,9 %). Para
investigar a participacdo do NO frente a gastroprotecdo de LASSBIio-596,

administramos Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 30 minutos antes do



41

tratamento com LASSBIi0-596. Os animais foram divididos em 9 grupos de 7

animais cada, descritos a seguir:

- Salina (0,5 ml/25g, v.0.)

- DMSO 4% (0,5 ml/25g, v.0.) + etanol 50%

. Omeprazol (30 mg/kg - 0,5ml/25g, v.0.) + etanol 50%

. LASSBIi0-596 (0,1 mg/kg — 0,5ml/25g, v.0.)

- LASSBIi0-596 (1 mg/kg - 0,5ml/25g, v.0.) + etanol 50%

- LASSBIi0-596 (10 mg/kg - 0,5ml/25g, v.0.) + etanol 50%

- LASSBIi0-596 (20 mg/kg - 0,5ml/25g, v.0.) + etanol 50%

- L-NAME (3mg/kg, i.p.) + LASSBi0-596 (20mg/kg - 0,5ml/25g, v.0.) + etanol
50%

. 1400w (10mg/kg, i.p.) + LASSBIi0-596 (20 mg/kg — 0,5ml/25g, v.0.) + etanol
50%

5.3. Avaliacdo macroscopica

Os estdmagos foram estirados e fotografados com camera digital para
analise e medicOes das lesbes da mucosa gastrica. A area total e lesionada do
segmento glandular dos estdmagos foi determinada por analise planimétrica
das fotografias, através do programa de computador Image J. As areas de
lesdo foram expressas em valores de percentagem em relacdo a area total do
corpo gastrico (MEDEIROS et al., 2008).

5.4. Avaliacédo histopatolégica

As amostras de estdmago foram fixadas em soluc¢do de formol 10% por
24 horas. Em seguida foram transferidas para uma solucao de alcool 70% até a
realizacdo dos procedimentos histolégicos. O material biolégico foi seccionado
e embebido em parafina, seguidos de cortes de cinco micrometros, transferidos
para a lamina e corados com hematoxilina-eosina para o0 estudo no
microscopio Optico. As laminas foram avaliadas de acordo com os critérios de

Laine e Weinstein, sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de 0-
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3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de
0-4) e infiltracdo de células inflamatérias (escores de 0-3). Toda a avaliacdo
histopatolégica foi realizada por um avaliador experiente (SOARES, PMG) sem
0 conhecimento dos tratamentos (LAINE; WEINSTEIN, 1988).

5.5. Avalia¢gdes bioquimicas

5.5.1. Mensuragédo dos niveis de Malondialdeido (MDA)

Para a dosagem de MDA, foi utilizado o método do Thars adaptado por
Lee et al. (2012). A mistura 100mg de tecido para 1mL de dodecil sulfato de
sodio ficou em banho-maria por 30min a 37°C. Em seguida foi adicionado
200mL do &cido tiobarbitarico (0,6%) nos tubos e esta solucdo permanecera
em banho-maria por mais 50min a 100°C. Como padréo foi utilizada o 1,1,3,3
tetrahetoxipropano. O sobrenadante foi mensurado em espectrofotdmetro na
faixa de 535nm (LEE et al., 2012).

5.5.2. Mensuracéao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para analise de
glutationa nas amostras de tecido do estdmago. Para determinacédo dos niveis
de grupos sulfidrilicos ndo-proteicos, uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa
gastrica dos animais foi homogeneizada em 1 ml de (acido etilenodiamino tetra-
acético) EDTA 0,02 M para cada 100 mg de tecido. Aliquotas de 400 uL do
homogeneizado foram misturadas a 320 yL de agua 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 400 pyL do sobrenadante
foi adicionado 800 pL de tampéo Tris 0,4 M (pH 8,9) e 20 yL de DTNB 0,01 M
(reagente de Ellman). A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a
absorbancia lida a 412 nm em espectrofotometro. As concentracdes de grupos

sulfidrilicos ndo-proteicos foram expressas em ug de NPSH/g de tecido.
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5.5.3. Quantificagéo de hemoglobina

A presenca de hemorragia na mucosa gastrica foi determinada pelo
ensaio de hemoglobina, utilizando o método da cianometogemoglobina (Bioclin,
Belo Horizonte, MG, Brasil). Este kit padrédo de hemoglobina (Bioclin) contém o
reagente de cor para deteccdo de hemoglobina (reagente de Drabkin). Um
segmento glandular do estdmago foi homogeneizado no reagente de Drabkin
(100 mg de tecido por 1ml de reagente). Pouco depois, as amostras foram
centrifugadas a 10.000rpm durante 10 min. Os sobrenadantes foram ent&o
removidos, filtrados utilizando um filtro de 0,22 uym e centrifugados a 10.000
rpm durante 10 min. A absorvancia foi medida a 540 nm, e a concentragéo de
hemoglobina foi lida com uma curva padrao e expressa como Hb (mg por g de
tecido umido).

5.5.4. Avaliacao da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima encontrada predominantemente
em granulos azurdéfilos de leucécitos polimorfonucleares e tem sido usado
como indice quantitativo para avaliar a inflamacdo em varios tecidos. Esse
experimento foi realizado utilizando 1 cm do estdémago, por animal, onde a
amostra foi coletada e incubada com 200 pyL de tampao gelado (NaCl 0,1 M,
NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos foram
homogeneizados com o auxilio de um triturador. Para tanto, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Foi
realizado, um choque hipotdnico no sedimento celular (pellet) com 1000 ul de
NaCl 0,2%. ApoOs nova centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o
“pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamonio e novamente homogeneizado. A seguir, 0
homogeneizado foi centrifugado a 10.000rpm por 15minutos a 4°C. Apés
centrifugagcado, 50uL do sobrenadante do homogenato do estdbmago foram
colocados em placa de 96 pocos para o ensaio. Em cada poco, adicionaram-se
25uL de TMB (3, 3, 3, 3-tetramethylbenzidina; 1,6mM) e 100 uL de H202

(0,5mM) e posteriormente a placa foi incubada por 5min a 37°C. A seguir, a
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reacao foi interrompida com acido sulfurico 4M. Foi realizada a quantificacdo
dos neutrdéfilos a partir de uma curva padrao de neutréfilos (1x 105 neutrofilos/
pogo/ 50uL). Foi determinada a absorbancia em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos como unidade
de MPO/ 5mg de tecido (BRADLEY et al., 1982).

5.6. Quantificacao de citocinas

Para mensuracdo de citocinas, os fragmentos do estbmago foram
retirados dos animais para dosagem de IL-1B e TNF-a. Os fragmentos foram
adicionados em um tampé&o inibidor de protease (500 pyL de tampé&o para cada
100 mg de tecido) e depois processados em um homogenizador de tecido e
centrifugado a 3000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi coletado e incubado com 2 ug/ml de anticorpo (anticorpo de
captura) diluido em tamp&o de bicarbonato (pH 8.2), 100 uL por pogo por 24
horas a 4 °C. A placa foi lavada com PBS -Tween20 a 0,1%. A reacao foi
bloqueada com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100 uL por
poco por 2 horas a temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada
usando a mesma solucéo. A placa foi agora incubada com a curva padréo das
citocinas (TNF-a, IL-1B) diluidas em tamp&o de lavagem e com as amostras de
tecido, 100 uL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi nhovamente lavada e
depois incubada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluido em tampé&o de
lavagem contendo 1% de soro por 1h a temperatura ambiente. Novamente a
placa foi lavada e depois incubada com avidina-peroxidase (DAKO) diluida
1:5000 em tampao de lavagem, 100 pL por pogo por 15 minutos a temperatura
ambiente. A placa foi lavada e incubada com o-fenilenediaminadiidrocloreto
(OPD) em tampéao substrato, 100 yL por pogo, no escuro a temperatura
ambiente por um periodo que varia de 5 a 20 minutos. A reacédo foi parada com
150 pL por pogco de H2SO4 1M. A intensidade da coloragao foi medida em
espectrofotdmetro a 490 nm e os resultados foram expressos como média *
EPM da quantidade de IL-1B e TNF-a (TAVARES-MURTA et al., 2008).
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5.7. Quantificacdo da secrec¢do e pH gastrico

Para avaliar a acdo antissecretéria e possivel alteracdo do pH gastrico
de LASSBI0-596, utiizamos a técnica de ligadura do piloro adaptada de
(VISSCHER et al., 1954). Os camundongos foram anestesiados com cetamina
(100 mg/Kg, i.p.) e xilazina (20 mg/Kg, i.p.), fixados em decubito dorsal para
realizacdo de uma incisdo de 2 cm na regido epigastrica. O estbmago foi
identificado e o piloro amarrado. As seguintes doses foram administradas por
via intraduodenal, LASSBIi0-596 (20 mg/Kg), histamina (20 mg/Kg) ou salina,
em volume de 0,5 ml/Kg, logo apés a ligadura do piloro. Apés 4 h da cirurgia,
os animais foram eutanasiados, a cardia amarrada, para evitar perda do
material secretado, e o estdbmago removido. O estdmago foi lavado em agua
destilada, seco em papel filtro e mantido em béquer sobre placa de gelo. Este
foi seccionado ao longo da grande curvatura e 0 suco gastrico removido em
tubo de ensaio imerso em gelo. Os tubos foram centrifugados (3500 rpm, 10
minutos). O sobrenadante do suco gastrico foi transferido para uma proveta e o
volume verificado. Foi retirado 0,1 ml de secrecéo gastrica, adicionado 2 gotas
de fenolftaleina a 1% (indicador) e 0,9 de agua destilada, o pH foi mensurado

através de titulagdo com hidréxido de sédio a 0,01N.

5.8. Determinacéo do conteudo de muco gastrico

A determinacéo do conteudo de muco, que forma a barreira protetora da
mucosa gastrica, foi realizada nos estdbmagos de camundongos, seguindo
metodologia descrita por Corne e Morrissey (1974). Para isso, a regiao
glandular do estébmago foi pesada, segmentada e transferida imediatamente
para solucéo de azul de alcian 1% (solucdo de sacarose 0,16 M com 0,05 M de
acetato de sodio, pH 5) onde ficou por 2h. Em seguida o excesso de azul de
Alcian (1%) dos segmentos foi removido deixando-os em uma solucdo de
sacarose (0,2 M) por 15 minutos, e por mais 45 minutos em uma nova solucao
de sacarose (0,2 M). Apds as lavagens os segmentos foram colocados em
solucdo de cloreto de magnésio (0,5 M) e 4 mL dessa solucdo foram

misturados em igual volume de éter dietilico. Essa mistura foi centrifugada a
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3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e a absorbancia
mensurada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 598 nm. A
guantificacdo do azul de alcian foi calculada através da equacdo da reta de
regressao linear da curva de calibracdo com diferentes concentracdes de azul
de alcian. Os resultados foram expressos como micrograma de azul de alcian

extraido por grama de tecido gastrico.

5.9. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando Software Prisma
versao 5.0. Os dados foram seréo expressos como média + E.P.M (SEM). Para
comparacao multipla dos dados paramétricos dos testes comportamentais e
farmacologicos foi utilizado a analise de variancia (one way - ANOVA) e o nivel
de significancia entre os grupos foram determinados pelos testes Bonferroni e
Dunn para detectar as diferencas entre o grupo controle e tratados. Para
histologia foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn. Dados com significancia de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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6.0. Resultados

6.1. Efeito protetor de LASSBio0-596 na lesdo gastrica induzida por etanol

em camundongos: curva dose-resposta.

As avaliagbes macroscopicas demonstraram que 0s grupos pré-tratados
com LASSBIi0-596 na dose de 0.1, 1, 10 e 20 mg/kg, com excessao da dose de
0,1 mg/kg e omeprazol reduziram significativamente as lesdes gastrica, quando
comparado ao grupo etanol 50% tratado apenas com o veiculo (DMSO
4%). Nao foi observada nenhuma lesdo no grupo salina. O LASSBIi0-596 nas
doses de 1, 10 e 20 mg/Kg reduziu significativamente as lesées em 49,18%,
78,03 e 88,92%, respectivamente, em comparacdo com o grupo etanol 50%
pré-tratado com DMSO. Porém, a dose de 0,1 mg/kg ndo apresentou efeito
gastroprotor signicativo, reduzindo apenas em 9,36% a lesdo gastrica induzida
por etanol 50%. Omeprazol (30 mg/kg) também produziu efeito gastroprotetor
significativo em 57,12%. A dose de 20 mg/Kg de LASSBIi0o-596 mostrou
atividade gastroprotetora maior em comparacdo com 0.1, 1 e 10 mg/Kg.
Portanto, a dose de 20 mg/Kg foi escolhida como a dose efetiva para os
estudos posteriores (figura — 9 e 10).

Figura 9: Representacdo macroscopica do efeito gastroprotetor de
LASSBIi0-596.

SAL Et 50% + DMSO 4% | OME 30 mgrkg | L-596 - 0,1 mg/Kg |

-

L-596 — 1 mg/kg L-596 — 10 mg/kg | L-596 — 20 mg/Kg |

3
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Figura 10: Efeito de LASSBio-596 sobre a macroscopia no modelo de
gastrite induzida por etanol 50%. O pré-tratamento ocorreu com LASSBio-
596 nas doses de 0,1, 1, 10 e 20 mg/Kg v.o. (L-596) e omeprazol 30 mg/Kg
(v.0.), 30 minutos antes da inducdo da gastrite com etanol 50% (0,5 ml/25 g). O
grupo que recebeu apenas salina (0,5 ml/25g). O indice de lesdo gastrica foi
analisado 1 h apd6s a inducdo. Média £+ EPM (n=7). (*) p <0,05 versus grupo
SAL; (#) p < 0,05 versus grupo DMSO 4%; (A) versus LASSBi0-596 0,1 mg/kg;
(B) versus LASSBI0-596 1 mg/kg; (C) versus LASSBIio-10 mg/kg (One-way
ANOVA seguida do teste de Bonferroni).
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6.2. Avaliacdo histopatoldégica da mucosa gastrica de camundongos
tratados com LASSBi0-596

Os resultados referentes a analise histopatolégica da mucosa gastrica
dos camundongos estdo demonstrados na Tabela 1. A referida tabela
apresenta 0 somatorio dos parametros histopatoldgicos avaliados, a saber,
hemorragia (0-4), edema (0-4), perda de células (0-3), infiltrado neutrofilico (0-
3). A administracdo de etanol 50% (v.0.) aumentou (p<0,05) todos os
parametros avaliados, em relacdo ao grupo controle (salina - SAL). O pré-
tratamento com LASSBIi0o-596 (L-596) reduziu de forma significativa a

hemorragia e a perda de células.
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Quadro 01 — Escores das altera¢gdes histopatolégicas na mucosa gastrica
de camundongos submetidos as lesGes géstricas induzidas por etanol e
pré-tratadadas com LASSBio-596

Grupos Hemorragia  Edema Perda de Infiltrado Total
(0-4) (0-4) células  neutrofilico  (0-14)
(0-3) (0-3)
SAL 0 (0-0) 1(0-1) 0,5(0-1) 0(0-1) 0(0-3)
Et 50%+ 3(2-4)* 2(2-3)* 3(2-3)* 1(1-2)* 9(8-10)*
DMSO
OME 1(0-2)* 1,5(0-2) 1(0-2)* 1(0-1) 4,5(0-7)*
L-596 1(0-1)# 1,5(1-2) 1(0-1)# 1(1-2)* 4,5(3-7)#
20 mg/kg

Os dados apresentados sdo as medianas com pontuacdes minimas e maximas mostradas
entre parénteses. Cada grupo foi representado para 7 animais. Teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. * p<0,05 vs grupo SAL; # p<0,05 vs Et 50% +
DMSO.

Na figura 11, observamos a representacdo das alteracdes
histopatolégicas na mucosa gastrica de camundongos submetidos as lesbes
gastricas induzidas por etanol 50% e pré-tratados com LASSBIio-596 e
Omeprazol. Podemos observar uma significativa destruicdo da arquitetura da
mucosa epitelial representada na figura 11-B, com significativa perda de células
epitéliais, hemorragia e edema. Desarranjo esse que ndo foi observado no
grupo controle salina como demonstrado na figura 11-A. No grupo pré-tratado
com LASSBI0-596 na dose de 20 mg/kg representado na figura 11-D, p6de-se
observar uma parcial recuperacdo da arquitetetura da mucosa epitelial. O
grupo pré-tratado com omeprazol (30 mg/kg) também preservou a arquitetura

do estdbmago como demonstrado na figura 11-C.
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Figura 11 - Fotomicrografias de um segmento da mucosa gastrica de
camundongos submetidos as les@es géastricas induzidas por etanol 50% e
pré-tratados com LASSBio0-596. (A) Salina, (B) Etanol 50% + DMSO, (C)
Omeprazol 30 mg/kg, (D) LASSBIio-596 20 mg/kg. As setas em vermelho

indicam edema, hemorragia e perda de células.
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6.3. Efeito gastroprotetor de LASSBio-596 sobre a atividade de

mieloperoxidase (MPO) e os niveis de hemoglobina

O grupo etanol 50% tratado com o veiculo DMSO 4% mostrou um
aumento significativo (p<0,05) a atividade da enzima mieloperoxidase (19,11+
0,76 UMPO/mg tecido) quando comparada ao grupo salina (3,68 + 0,30
UMPO/mg tecido). O grupo controle tratados com omeprazol (30mg/Kg), a
atividade foi revertida em 56,7% (8,27 + 1,04 UMPO/mg de tecido). No grupo
que recebeu o tratamento com LASSBIi0-596 (20 mg/Kg) também houve uma
reversao significativa de 49% (9,811 + 0,60 UMPO/mg de tecido) (Figura 12).

Figura 12 - Efeito de LASSBIi0-596 sobre a atividade da MPO na mucosa
gastrica. O pré-tratamento ocorreu com LASSBio-596 20mg/Kg (v.0.) e
omeprazol 30 mg/Kg (v.0.), 30 minutos antes da inducdo da gastrite com etanol
50% (0,5ml/25g). Grupo néo-tratado recebeu salina (0,5 ml/25g - v.0.). A
atividade da MPO foi analisada 1 h ap6s a inducdo a partir no macerado do
estbmago. Média £ EPM (n=7). *p <0,05 versus grupo SAL. #p < 0,05 versus
grupo etanol 50% pré-tratado com DMSO (One-way ANOVA seguida do teste
de Bonferrini).
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A figura 13 refere aos niveis de hemoglobina na mucosa gastrica dos

camundongos. O grupo etanol, pré-tratado com DMSO teve um aumento
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significativo dos niveis de hemoglobina (44,71 + 3,74 mg/g de tecido, p<0,05)
guando comparado ao grupo salina (15,41 + 0,79 mg/g de tecido, p<0,05). O
grupo tratado com omeprazol (30 mg/Kg), teve reducéo significativa dos niveis
de hemoglobina (26,10 £ 1,159 mg/g de tecido). O grupo tratado com LASSBio-
596 reduziu significativamente os niveis de hemoglobina (30,10 + 2,67 mg/g de

tecido), quando comparado ao grupo etanol 50%.

Figura 13 - Efeito de LASSBi0-596 sobre os niveis de hemoglobina na
mucosa géstrica. O pré-tratamento ocorreu com LASSBIi0-596 20mg/Kg (v.0.)
e omeprazol 30mg/Kg (v.0.), 30 minutos antes da inducdo da gastrite com
etanol 50% (0,5ml/25g). Os niveis de hemoglobina foram analisados 1 h apés a
inducdo a partir no macerado do estbmago. Média + EPM (n=7). *p <0,05
versus grupo SAL. #p < 0,05 versus grupo etanol 50% pré-tratado com DMSO
(One-way ANOVA seguida do teste de Bonferrini).
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6.4. Efeito gastroprotetor de LASSBio-596 sobre a peroxidacéo lipidica
por dosagem de molondialdeido (MDA) e no estresse oxidativo por

dosagem de glutationa (GSH)

A administracdo oral de etanol 50% causou a peroxidacéo lipidica da
mucosa gastrica, avaliada pela determinacdo dos niveis de MDA (1411 +

143,5, p<0,05) quando comparado ao grupo salina (253,9 + 17,93, p<0,05).
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Nesse parametro, LASSBi0o-596 na dose de 20 mg/Kg previniu a peroxidacéo
lipidica (115,1 + 12,35, p<0,05). O grupo controle omeprazol (165,8 + 19,15),
também reverteram a peroxidagéo lipidica (figura 14).

Etanol a 50% (0,5ml/25g; v.0.) reduziu significativamente a concentracao
de glutationa reduzida (183,4 + 21,28 pug/g de tecido, p<0,05) quando
comparado ao grupo salina (409,5 £ 49,12 ug/g de tecido, p<0,05). O grupo
pré-tratado com LASSBIi0-596, na dose de 20 mg/Kg previniu a reducdo da
glutationa (314,7 + 29,66 ug/g de tecido, p<0,05). O grupo omeprazol, também
atenuou a reducdo dos niveis de GSH, (285,1 + 15,70 ug/g de tecido, p<0,05).
(Figura 15).

Figura 14 — Avaliacdo de LASSBIi0o-596 na peroxidacao lipidica. O pré-
tratamento ocorreu com LASSBio-596 20mg/Kg (v.0.) e omeprazol 30mg/Kg
(v.0.), 30 minutos antes da inducdo da gastrite com etanol 50% (0,5ml/25g). A
avaliacdo da peroxidacéo lipidica foi realizada 1 h apos a inducdo a partir do
macerado do estbmago. Média + EPM (n=7). *p <0,05 versus grupo SAL. #p <
0,05 versus grupo etanol 50% pre-tratado com DMSO (One-way ANOVA
seguida do teste de Bonferrini).
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Figura 15 — Avaliacdo da acdo gastroprotetor de LASSBio-596 nos niveis
de glutationa reduzida na gastrite aguda induzida por etanol. O pré-
tratamento ocorreu com LASSBIi0o-596 20mg/Kg (v.0.) e omeprazol 30mg/Kg
(v.0.), 30 minutos antes da inducdo da gastrite com etanol 50% (0,5ml/25g). A
avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida foi realizada 1 h ap6s a indugéo a
partir do macerado do estbmago. Média + EPM (n=7). *p <0,05 versus grupo
SAL. #p < 0,05 versus grupo etanol 50% pré-tratado com DMSO (One-way
ANOVA seguida do teste de Bonferrini).
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6.5. Avaliacdo do efeito de LASSBi0-596 sobre citocinas pro-inflamatorias

Os animais com lesdo gastrica pré-tratados com DMSO tiveram um
aumento significativo dos niveis de TNF-a (270,1 + 57,60), quando comparado
ao grupo salina (73,07 + 11,58). O pré-tratamento com LASSBIi0o-596 (20
mg/kg, v.0.) reduziu significativamente os niveis de TNF-a em 58,12% (113,1 +
8,717). O grupo pré-tratados com omeprazol, também reduziu
significativamente os niveis de TNF-a em 49,9% (135,3 + 6,915).

A figura 16B mostra que os niveis de IL-18 na mucosa gastrica de
camundongos submetidos as lesGes gastricas induzidas por etanol e pré-
tratados com DMSO 4% estdo aumentados significativamente (317,1 + 67,10),
guando comparados ao grupo salina (80,88 = 15,91). Porém, o pré-tramento
com LASSBI0-596 reduziu em 73,86% (82,86 + 13,30), os niveis de IL-1B3. O

grupo pré-tratado com omeprazol também reduziu significativamente os niveis
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de IL-1B8, sendo essa diminuicdo em 56,92% (136,6 = 36,49), quando
comparado ao grupo etanol 50%.

Figura 16 - Avaliacdo do efeito de LASSBi0-596 sobre os niveis de TNF-a
e IL-1B na gastrite induzida por etanol em camundongos. O pré-tratamento
ocorreu com LASSBIi0-596 na dose de 20mg/Kg (v.0.) e omeprazol (30 mg/Kg
v.0.), 30 minutos antes da inducao da gastrite com etanol 50% (0,5ml/25g). A
lesdo nédo foi induzida no grupo controle (SAL), que recebeu apenas salina
(0,25ml/25q). A avaliacdo dos niveis de TNF-a e IL-1( foi realizada 1 h apdés a
inducdo em amostras de estbmagos. Média + EPM (n=5). *p <0,05, versus
grupo SAL. #p < 0,05 versus DMSO (One-way ANOVA seguida do teste de
Bonferroni.
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6.6. Efeito de LASSBIi0-596 sobre o conteddo de muco gastrico

Na figura 17 observamos que o0s animais com lesdes gastricas
apresentaram reducgdo significativa do conteiddo de muco aderido a mucosa
gastrica (153,5 + 6,123 pg de Azul de Alcian/g de tecido) quando comparados
aos animais do grupo salina (264,9 + 12,35 ug de Azul de Alcian/g de tecido).
Ao passo que, 0s animais pré-tratados com LASSBIio-596 apresentaram
preservacao significativa do conteddo de muco gastrico (228,1 + 13,46 ug Azul

de Alcian/g de tecido), quando comparados aos animais do grupo DMSO.

Figura 17- Efeito de LASSBi0-596 sobre o contelldo de muco na mucosa
gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de lesGes gastricas
induzidas por etanol. Os resultados sao apresentados como média + E.P.M.
(n=7 animais) (*) p<0,05 vs grupo SAL, (#) <0,05 vs grupo DMSO (ANOVA “one
way”, seguida do pos-teste de Bonferroni).
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6.7. Efeito de LASSBIi0-596 sobre alteracdes da secrecdo e pH gastrico

A analise de secrecao gastrica utilizou como controle os grupos salina e
histamina. Procuramos observar a acao direta de LASSBIi0-596, influenciando
ou ndo a secrecao do suco gastrico. Os resultados mostram que a histamina,
utilizada como droga controle para aumento no volume de secrecdo, mostrou
aumento em torno de 3,4 vezes (250,0 + 43,63 uL) em relagéo ao grupo salina
(71,43 £ 11,64 pL), como observado na figura 18-A. O uso de LASSBIi0-596
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ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo ao grupo salina (155,0 +
26,86 uL), porém apresentou-se menor (p<0,05) que o grupo histamina.

Na figura 18B observamos que o grupo histamina quando administrado
via intraduodenal, diminuiu o pH da secrecdo gastrica (1,730 * 0,03659,
p<0,05) em comparagdo com o grupo salina (3,190 + 0,09076, p<0,05). O uso
de LASSBI0-596 ndo apresentou diferencas estatisticas comparado ao grupo
salina (3,090 + 0,05491, p<0,05), porém houve diferenca de forma significativa

com o grupo histamina.

Figura 18 - Avaliagdo da acdo de LASSBIi0-596 sobre alteragbes na
secrecao e pH gastrico. Foram utilizados salina, histamina (20 mg/Kg ) e
LASSBIi0-596 (20 mg/Kg) por via intraduodenal, em volume de 0,2 ml/Kg. A
avaliacdo do volume de secrecdo e pH foi realizada 4 h apos a ligadura do
piloro. Média + EPM (n=7). ANOVA t-Teste. (*) p < 0,05 vs grupo SAL; (#) p <
0,05 vs grupo HIS.

B 4
400-
A 00
* 3.
300
E
e T2
2 200
E
(o]
> 1004 11
— —
C T O L
SAL HIS L-596 SAL HIS L-596

6.8.1. Influéncia do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor de LASSBi0-596,

nos parametros macroscopicos

O pré-tratamento com um inibidor ndo seletivo da NOS (L-NAME - 3
mg/Kg, i.p.) 30 min antes do LASSBIi0-596 reduziu significativamente (59,48 +
1,975, p<0,05) o efeito gastroprotetor de LASSBIio-596 (20 mg/Kg) (4,766 *
0,9953). Ademais, o0 grupo pré-tratado com um inibidor especifico da éxido
nitrico sintase induzivel (iINOS) 1400w (35,16 * 2,272), também apresentou
reducdo da gastroprotecao exercida por LASSBIi0-596. O grupo controle salina

exibiu uma macroscopia intacta do tecido gastrico. Em contraste, a
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percentagem de lesédo foi aumentada no grupo etanol 50% pré-tratado com
DMSO 4% (47,16 + 4,469).

Figura 19 — Participacdo do o6xido nitrico no efeito gastroprotetor do
LASSBIi0-596, avaliando o indice de lesdo. O indice de lesdo gastrica foi
analisado 1 h apo6s a indugéo, usando software Image - J. Média £ EPM (n=7).
(*) p <0,05 versus grupo SAL; (#) p < 0,05 versus grupo etanol 50% pré-tratado
apenas com DMSO; (&) versus L-596 20 mg/Kg; (One-way ANOVA seguida do
teste de Bonferroni).
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6.8.2. Influéncia do oxido nitrico sobre o efeito de LASSBio-596 na
peroxidacao lipidica (MDA), estresse oxidativo (GSH), hemoglobina e
mieloperoxidade (MPO).

Os animais tratados com DMSO 4% antes da inducdo da gastrite com
etanol 50%, tiveram os niveis de malondialdeido aproximadamente 4 vezes
maiores (225,9 + 10,23 nmol/mg de tecido), quando comparado com 0 grupo
salina (51,28 £ 6,114 nmol/mg de tecido). Contrario a isso, animais pré-tratados
com LASSBI0-596 (20 mg/kg, v.0.) apresentaram reducado significativa dos
niveis de MDA (50,17 + 5,795 nmol/mg de tecido) no tecido gastrico, porém
guando administramos L-NAME (3 mg/Kg) e 1400w (10 mg/kg) 30 minutos
antes do LASSBI0-596, o efeito gastroprotetor do composto foi reduzido em
(158,3 = 38,81 nmol/mg de tecido) e (196,8 = 10,59 nmol/mg de tecido),
respectivamente (figura 20A).
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Na avaliacdo dos niveis de GSH no tecido gastrico, observamos que nos
animais tratados com DMSO 4% antes da indug&o da gastrite com etanol 50%,
tiveram uma reducéo significativa dos niveis de GSH em 57% (183,4 + 21,28
Hg/g de tecido), quando comparado ao grupo salina (427,0 £ 38,28 ug/g de
tecido). Contrapondo a isso, o tratamento com LASSBIi0-596 aumentou os
niveis de GSH para 375,1 + 45,92 ug/g de tecido, por outro lado, a
administracdo do L-NAME (3 mg/Kg) e 1400w, 30 minutos antes do pré-
tramento de LASSBIi0-596, reduziu os niveis de GSH em (210,8 + 22,52 ug/g
de tecido) e (187,9 £ 32,56) quando comparado ao grupo LASSBIi0-596
sozinho, revertendo assim o efeito anti-oxidante do composto (figura 20B).

Na analise dos niveis de hemoglobina, os animais tratados com DMSO
4% antes da inducdo da gastrite com etanol 50%, tiveram um aumento dos
niveis de Hb (44,71 + 3,747 Hb por mg/g de tecido) comparado ao grupo salina
(14,67 = 1,027). Os niveis de hemoglobina foram significativamente reduzidos
pelo pré-tratamento com LASSBIi0-596 (26,61 + 2,017 Hb por mg/g de tecido).
Entretanto, os niveis de hemoglobina foram significativamente aumentados
apos a administracdo de L-NAME (37,33 + 2,355 Hb por mg/g de tecido) e
1400w (37,75 £ 2,248), os quais foram injetados 30 min antes do pré-
tratamento com LASSBIi0-596 (figura 20C).

A atividade enzimatica da mieloperoxidase nos animais tratados com
DMSO 4% antes da inducao da gastrite com etanol 50%, foi aumentada em 5,1
vezes (19,11 £ 0,7674 U/mg de tecido), quando comparado ao grupo salina
(3,687 + 0,3038 U/mg de tecido). Enquanto os animais tratados com LASSBio-
596 tiveram uma reducdo da atividade de MPO (9,811 + 0,6022 U/mg de
tecido). Em contra partida, a administracdo de L-NAME, 30 minutos antes do
pré-tratamento com LASSBIi0-596 (19,39 + 1,012 U/mg de tecido) reduziu o

efeito do composto (figura 20D).
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Figura 20 — Efeitos da inibicdo da NO sintase sobre a gastroprotecao de
LASSBio-596, através das avaliagdbes dos niveis de MDA, GSH,
hemoglobina e MPO. Reducéo dos efeitos de LASSBIio-596 (20 mg/Kg, por
v.0.) nas avaliacbes de malondialdeido (MDA — figura 20A), glutationa reduzida
(GSH - figura 20B), hemoglobina (figura 20C) e mieloperoxidase (MPO - 20D).
Os animais foram colocados em jejum de sdlidos por 18h, foram pré-tratados
com L-NAME e 1400w, 30 minutos antes do LASSBIi0-596 e seguidos mais 30
minutos, foi administrado etanol por via oral. Média £+ EPM (n=7). *p <0,05
versus grupo SAL. #p < 0,05 versus grupo DMSO. &p <0,05 versus grupo L-
596 (20 mg/Kg). (One-way ANOVA seguida do teste de Bonferrone).
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7.0. Discussao

Os achados do presente estudo demonstram com expressivo ineditismo
gue o uso de LASSBI0-596 reduz as alteracdes inflamatdrias, morfofuncionais
e 0 estresse oxidativo no modelo de gastrite aguda induzida por etanol em
camundongos. Os efeitos gastroprotetores de LASSBi0-596 estdo associados a
reducdo das lesGes macroscopicas e microscopicas, diminuicdo dos niveis de
TNF-a e IL-1B, reducédo dos niveis de hemoglobina, atenuacdo do infiltrado
neutrofilico (atividade de MPO), prevencdo do consumo de glutationa reduzida
(GSH), reducédo dos niveis de malondialdeido (MDA), preservacdo do muco
protetor, e assim protegendo a integridade da mucosa gastrica. Além disso,
nossos dados demonstram que o efeito gastroprotetor de LASSBIi0-596,
dependem da sintese de NO, uma vez que ao administrar um inibidor néao
seletivo da sintese de NO e outro seletivo para INOS, os efeitos
gastroprotetores de LASSBIi0-596 foram reduzidos.

Nos ultimos anos o modelo de lesdo gastrica induzida por etanol tem
sido bastante explorado na pesquisa experimental, para avaliagdo pre-clinica
de agentes com atividade anti-Ulcera, uma vez que o etanol foi considerado um
dos principais fatores etiol0gicos para Ulcera gastrica em seres humanos. As
lesdes iniciais causadas pelo etanol acontecem por solubilizacdo da barreira
muco protetor, tornando a mucosa suscetivel ao acido gastrico e pepsina
(TARNAWSKI, 2005). Além disso, o etanol estimula a producdo de secrecéo
acida e prolonga o tempo de esvaziamento gastrico, desta forma, aumentando
o contato do etanol na mucosa, levando a alteracdo da rede vascular local e
rompimento dos vasos sanguineos (FRANKE et al., 2004; OATES; HAKKINEN,
1988; SCHUBERT, 2010).

A administracdo de etanol causa lesdes hemorragicas difusa na mucosa
gastrica, devido ao aumento da peroxidacéo lipidica, a um consumo de GSH e
GPx, a diminuicdo de oxido nitrico, a aumento de citocinas pro-inflamatdrias, a
reducdo de citocinas anti-inflamatorias, a infiltracdo de leucécitos e aumento
dos marcadores de apoptose e diminuicdo dos niveis de PGE-2. Desta forma
escolhemos o modelo de gastrite aguda induzida por etanol e avaliamos 0s
possiveis efeitos gastroprotetor de LASSBIi0-596, frente as caracteristicas das

lesbes encontradas nesse modelo experimental (ARAB et al., 2015).
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No presente estudo, quatro doses de LASSBIio-596 (0.1, 1, 10 e 20
mg/kg) foram testadas no modelo de gastrite aguda induzida por etanol, no
intuito de determinar possiveis doses efetivas para causar efeito gastroprotetor.
A curva dose resposta foi determinada a apartir da dose de 10 mg/kg de
LASSBIi0-596, utilizada em estudos de inflamac&o aguda em estudos anteriores
(PADILHA et al., 2015; SILVA et al., 2016). Nossos resultados demonstraram
que os animais pré-tratados com LASSBIi0-596 (0.1, 1, 10 e 20 mg/kg — v.0.),
diminuiram as lesdes gastricas induzidas por etanol 50%, tendo o grupo com
20 mg/Kg apresentado uma maior gastroprotecdo e o grupo 0.1 mg/kg nao
apresentou diferenca estatistica entre o grupo etanol 50%. Em posse dessa
informacé&o, decidimos por utilizar a dose de 20 mg/kg nas investigacdes
consecutivas. Como esperado, omeprazol na dose de 30 mg/kg usado como
controle positivo protegeu 0 dano a mucosa, porém vale ressaltar que este
farmaco apresenta muitos efeitos colaterias (HUANG et al., 2017).

O efeito gastroprotetor foi confirmado através da analise histopatologica
da parte glandular dos estdbmagos, onde a administracdo de etanol 50%
intensificou todos os parametros histopatoldégicos analisados, tais como
hemorragia, infiltrado de células inflamatorias, perda de células epiteliais e
edema na superficie da mucosa gastrica. No entando, apdés administrar
LASSBio-596 (20 mg/kg v.0) foi observado reducdo dos escores
histopatolégicos (atenuacdo da perda de células do epitélio da mucosa e
hemorragia), comparados ao grupo etanol.

O uso em excesso de etanol causa dano hemorragico observado
principalmente nas endoscopias, a qual pode ser resultante da lesdo vascular
provocada pelo etanol. Diante desse conhecimento, avaliamos o dano
hemorragico utilizando um ensaio comercial de hemoglobina. Observamos que
0 grupo com lesdo gastrica pré-tratado com o veiculo DMSO, apresentou
aumento dos niveis de hemoglobina. Esse perfil se apresenta pelo contato do
etanol com a mucosa, gerando necrose das células endotéliais, marcado por
contracdo das vénulas e dilatacdo das arteriolas. Outro fator que leva a
hemorragia, € a contracdo da musculatura gastrica que leva a compressao dos

vasos sanguineos quando em contato com o etanol (MAGIEROWSKI et al.,
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2017; OATES; HAKKINEN, 1988). O pré-tratamento com LASSBIi0-596 reduziu
0s niveis de hemoglobina, ficando préximo aos niveis do grupo salina.

Medeiros et al., (2008) demonstraram o efeito gastroprotetor do sildenafil
em modelo experimental de gastrite aguda induzida por etanol 50%, sendo
reduzidos os escores histopatoldgicos: edema, perda de células e hemorréagia,
somados a diminuicdo dos niveis de hemoglobina presentes no tecido gastrico.
O efeito gastroprotetor de sildenafil est4d atrelado aos efeitos do NO
(MEDEIROS et al., 2008; SANTOS et al.,, 2005). Na literatura, trabalhos
descrevem que o Oxido nitrico exerce um papel importante na regulacdo do
fluxo sanguineo da mucosa gastrica promovendo vasodilatacdo e melhorando
o aporte sanguineo (WALLACE; MILLER, 2000). Assim corroborando com os
achados do LASSBIi0-596 nos parametros hemorragicos na macroscopia,
microscopia e 0s niveis de hemoglobina.

A Ulcera gastrica é resuldado de um processo de necrose e isquemia da
mucosa. As areas de necrose da mucosa passam a nao receber mais
nutrientes e oxigénio por conta do dano a microvascular, com constricdo e
consequente oclusdo dos vasos. Além disso, o tecido com necrose libera
leucotrienos que ativam as células residentes, estes fagocitam as areas de
necrose e produzem citocinas pro-inflamatorias responsaveis pela migracao de
PMNs (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2012).

Os neutréfilos desempenham um papel vital no processo de lesédo e
inflamacédo gastrica, principalmente ao liberar substancias altamente lesivas a
mucosa, como a liberacdo das EROs (ARAB et al., 2015; KOBAYASHI et al.,
2001). A infiltracdo de neutréfilos na mucosa gastrica pode ser estimada pela
atividade de MPO, uma enzima presente nos granulos azurdéfilos dos
neutrofilos, que causa lesdo ao DNA, proteinas e lipideos (LI et al., 2013;
NISHIDA; OHTA; ISHIGURO, 1998).

Neste estudo, a infiltracdo de neutréfilos na mucosa gastrica foi
evidenciada pelo aumento da atividade de MPO no grupo etanol, e o pré-
tratamento com LASSBIi0-596 reduziu a atividade da enzima, revelando assim
seu efeito anti-inflamatorio e gastroprotetor através da diminuicao do infiltrado
de neutrdfilos. Carvalho et al. (2010) utilizou LASSBIio-596 na dose de 10

mg/kg (i.p.) em um modelo de inflamacao aguda induzida por microcistinas de
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cianobactérias, onde também houve uma diminui¢do significativa na atividade
da mieloperoxidase. Prosseguindo a investigacdo, decidimos avaliar os niveis
das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1p presentes no tecido gastrico apés
inducdo da gastrite por etanol e pré-tratamento com LASSBio-596.

A migracdo neutrofilica estd associada ao aumento da producdo de
citocinas proé-inflamatérias tais como TNF-a e IL-18 (BAMIAS et al., 2012;
YAMAGUCHI et al.,, 2000). Os niveis de TNF-a e IL-13 s&o rapidamente
aumentados na mucosa intestinal apés a ativacao inicial das células imunes,
frente a uma inflamacéo (NICOLAU et al., 2017; VERMA; KUMAR, 2016). Além
disso, o TNF-a é responsavel por iniciar a liberacdo da cascata de outros
mediadores pré-inflamatérios, que resultam na adesdo e migracdo de
neutrofilos (APPLEYARD et al.,, 1996). Contudo, a auséncia ou inibicdo da
atividade de TNF-a melhora a progressdo da inflamacdo, ao diminuir a
migracdo de neutrofilos. A IL-1B é sintetizada por muitas células, mas,
sobretudo por macrofagos, neutrofilos e células endoteliais. Além disso, a
citocina IL-1B8 pode induzir a liberacdo de histamina a partir de mastocitos no
local da inflamacédo, em seguida, promovendo vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular (LICHTMAN et al., 1988).

Nés demonstramos nesse estudo que as citocinas IL-18 e TNF-a
encontram-se elevadas no estbmago de animais com gastrite alcoodlica. Por
outro lado, a dose de 20mg/kg de LASSBI0-596 reduziu de forma significativa
os niveis de IL-18 e TNF-a. Assim, pode-se considerar que a reducdo da
atividade da mieloperoxidase no foco inflamatério, foi decorrente da reducéo
dos niveis das citocinas TNF-a e IL-13 na mucosa gastrica.

Casquilho et al. (2011) usou a dose de 50mg/Kg (i.p.) de LASSBIio-596 e
relatou uma diminuicdo significativa dos niveis de TNF-a e IL-18 no pulméo e
figado de camundongos, em um modelo experimental de inflamac¢do aguda
induzida por microcistinas de cianobacterias. Amirshahrokhi e Khalili (2015)
utilizando o mesmo modelo experimental que 0 nosso, usou a dose de 60mg/kg
(v.0.) de talidomida e observou uma reducdo dos niveis das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-1B8. Moustafa et al. (2013) observaram aumento dos
niveis de TNF-a e IL-18, no modelo de gastrite aguda induzida por

indomentacina, onde o pré-tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir de
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forma significativa os niveis dessas citocinas pro-inflamatorias. Os nossos
resultados experimentais estdo alinhados com dados anteriores que mostram
que o uso de LASSBI0-596, talidomida e sildenafil diminuem os niveis das
citocinas proé-inflamatorias IL-138 € TNF-a.

Dentro deste contexto, o tratamento com talidomida em varias patologias
€ baseado em sua capacidade para inibir a producdo de TNF-a. A talidomida
inibe a sintese de TNF-a ao induzir a degradacdo do RNA mensageiro
responsavel pela producdo da citocina, além disso, existem evidéncias que a
talidomida suprime a libertacdo desta citocina pro-inflamatéria por macréfagos
e monacitos, exibindo, assim, atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora
(MOREIRA et al., 1993). Fundamentando em partes a gastroprotecédo exercida
pelo LASSBi0-596, tendo em vista que a talidomida faz parte da composicéo
guimica deste prototipo.

O aumento do estresse oxidativo também desempenha um papel
importante no recrutamento de neutréfilos e quando ativados, séo fonte de
EROs (WINTERBOURN; PICHORNER; KETTLE, 1997). Esta bem
estabelecido, na literatura, que a geracado de radicais livres associados a
patogénese de lesdes gastricas induzidas por etanol, medeiam a injuria no
tecido estimulando a peroxidacdo dos lipidios, consequéncia da reacdo dos
EROs contra a membrana celular, detectados pelo acimulo de MDA (ARAB et
al., 2015; MARQUES, 2017; MEDEIROS et al., 2008; VARGESSON, 2015).
Carvalho et al. (2010) foi Unico a relatar os efeitos de LASSBio-596 atuando
como uma molécula capaz de controlar o estresse oxidativo, ao demonstrar
gue os niveis de super 60xido desmutase e catalase foram restaurados apos o
tratamento com LASSBI0-596, ao utilizar um modelo experimental de leséo
aguda pulmonar. Desta forma, decidimos avaliar o efeito de LASSBio-596 na
via do extresse oxidativo, dosando MDA.

No presente estudo, observou-se que o0 etanol aumentou
significativamente os niveis de MDA, comparados ao grupo salina. Por outro
lado, o pré-tratamento com LASSBIi0-596 reduziu por total os niveis de MDA.
Contudo, é provavel que a reducéo total dos niveis de MDA por LASSBIio-596,
em partes esteja atrelada a diminuicdo do infiltrado neutrdfilico e

consequentemente uma menor producdo de EROs por estes. Uma segunda
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explicacdo para os possiveis efeitos de LASSBIio-596 pode se fundamentar
pela via oxidativa, onde os niveis aumentados de MDA estimularia a acéo de
substancias endbégenas antioxidantes, onde um possivel efeito do protético
estaria em aumentar os niveis destas substancias antioxidantes.

A fim de elucidar o possivel efeito de LASSBio-596 atuando como uma
molécula antioxidante no dano gastrico induzido por etanol, dosamos 0s niveis
de GSH. Como esperado, o grupo etanol apresentou aumento do consumo de
GSH quando comparado ao grupo salina. O pré-tratamento com LASSBio-596
foi capaz de diminuir o consumo de GSH, quando comparado a grupo etanol,
porém essa revercdo nao se deu por total, ou seja, parte dos efeitos de
LASSBIi0-596 estdo atrelados ao aumento do GSH e possivelmente para que
aja a reversao total da peroxidacao lipidica de acordo com nossos achados,
outras moléculas antioxidantes podem também estar envolvidas como
catalase, superéxido desmutase, glutationa peroxidase glutationa redutase ou
substancias nao enzimaticas como ubiquinona, melatonina, tioredoxina (TxR) e
acido lipéico, ainda podem ser investigadas (BHATTACHARYYA et al., 2014;
KWIECIEN et al., 2014).

O farmaco omeprazol (inibidor da bomba de prétons) foi adicionado ao
atual estudo por ser um farmaco amplamente utilizado na clinica (HUANG et
al., 2017; NANDY et al., 2016). Uma das caracteristicas dos efeitos do
omeprazol € o aumento do pH gastrico (entre 4-6); essa mudanca de pH leva a
uma ndo absorcédo de alguns sais minareais ou vitaminas que necessitam do
pH acido para serem ativados e absorvidos. Além disso, o uso de omeprazol
causa uma disbiose uma vez que o pH acido do estdbmago € uma barreira da
imunidade inata para combater microorganismos (BAVISHI; DUPONT, 2011;
BOUWKNEGT et al., 2014). De posse dessa informacédo, um tratamento eficaz
frente as lesbes gastricas, ndo pode elevar tanto o pH gastrico, mas sim
modular os eventos inflamatorios e/ou oxidantes presentes na maioria dos
modelos de lesdes gastricas.

A secrecdo acida é regulada por agentes hormonais, fatores paracrinos
e neurais representados respectivamente pela gastrina, histamina e acetilcolina
(ARIN et al., 2017). Compostos que podem inibir qualquer um desses fatores

poderia diminuir substancialmente o conteddo acido. A fim de elucidar o
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possivel efeito antissecretério e de possiveis mudancas do pH gastrico de
LASSBIi0o-596, foi realizado o experimento da ligadura de piloro. A
administracdo de LASSBIi0-596 ndo modificou o pH e o volume de secrec¢ao
gastrica. Demonstramos assim que 0 composto ndo tem acdo protetora por
essas vias, desta forma, LASSBio-596 nado ir4 interferir na absorcédo de
nutrientes vindos da alimentacéo e ndo modificara a microbiota intestinal.

Diversos estudos demonstram que o etanol reduz o pH gastrico (PALLE;
KANAKALATHA; KAVITHA, 2017; SCHUBERT, 2010). Desta forma, as lesdes
iniciais causadas pelo etanol acontecem por solubilizacdo da barreira muco
protetora, tornando a mucosa susceptivel ao &cido gastrico e pepsina
(TARNAWSKI, 2005). Em busca de justificar melhor os efeitos pelos quais
LASSBIi0-596 exerce gastroprotecdo, decidimos investigar se o protoétipo teria
algum efeito frente aos niveis de muco protetor aderido a mucosa.

O muco é um dos principais constituintes da barreira protetora da
mucosa gastrica, que é a primeira linha de defesa da mucosa contra agentes
agressores, como acido e pepsina (SCHUBERT, 2010). A barreira muco-
bicarbonato-fosfolipideos também é atua como um antioxidante, e assim pode
reduzir o dano da mucosa mediada por EROs. As propriedades protetoras da
barreira do muco dependem néo apenas da estrutura do gel, mas também da
guantidade ou espessura da camada que cobre a superficie da mucosa
(PENISSI; PIEZZI, 1999). O pré-tratamento com LASSBio-596 na dose de 20
mg/kg preservou o conteudo de muco da mucosa gastrica, quando comparado
ao grupo etanol 50%.

No presente trabalho, avaliamos também o0 mecanismo de acao
gastroprotetor de LASSBI0-596 através da inibicdo ndo seletiva da NOS,
utilizando L-NAME. A administracdo de L-NAME antes do pré-tratamento com
LASSBI0-596, reduziu o efeito gastroprotetor nas avaliacdes macroscoépicas, na
peroxidacéo lipidica, no infiltrado neutrofilico (atividade de MPO) e nos niveis
de hemoglobina e consumo de GSH. Santos et al. (2005) mostraram que 0 uso
de sildenafil em um modelo de leséo gastrica induzido por AINES, execeu efeito
gastroprotetor ao inibir a atividade da mieloperoxidade e adeséo de neutréfilos
na mucosa gastrica. Contudo, o uso de L-NAME antes do pré-tratamento com

sildenafil, reverteu o efeito gastroprotetor do farmaco inibidor da PDE-5
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(SANTOS et al., 2005). Medeiros et al. (2008) também demonstrou que o efeito
gastroprotetor de sildenafil no modelo experimental de lesdo géastrica induzida
por etanol, foi revertido com a administracdo de L-NAME. Em seguida,
investigamos a inibicdo seletiva da isoforma da enzima NOS induzivel, aos
efeitos protetores do LASSBIi0-596. Utilizamos o inibidor seletivo para iNOS,
1400W e observamos que o efeito gastroprotetor foi reduzido significativamente
guase ao nivel do controle. Em contrapartida, o papel da iNOS no processo de
defesa da mucosa ainda € uma questao de controvérsia, existem achados na
literatura que o NO gerado apartir da iINOS, contribui para protecdo da mucosa
durante a fase adaptativa da citoprotecdo a0 mesmo tempo que aumenta a
leséo tecidual na fase cronica (YAMAMOTO et al., 1999).

Silva et al. (2014) demonstraram que a inibicdo seletiva da iINOS com
1400w, agravou a extensao da lessdes gastrica induzidas pelo alendronato.
Contrapondo com os nossos achados, Sousa et al (2004) demonstraram que
a inibicdo farmacolodgica utilizando (1400W e L-NAME) inibiu o dano gastrico
induzido por indomentacina, desta forma tendo um papel gastroprotetor.
Porém, na lesdo gastrica induzida por etanol, o papel do éxido nitrico pode ser
ainda mais importante uma vez que 0 comprometimento vascular é maior
(CORUZZI et al., 2002; SOUZA et al., 2004).

Diante dos resultados obtidos, evidenciou-se o efeito gastroprotetor do
LASSBIi0-596, frente aos danos a mucosa gastrica causado pelo etanol. Seus
efeitos gastroprotetores envolvem mecanismos relacionados com aumento de
fatores protetores da mucosa gastrica, como a preservacdo do muco gastrico,
envolvimento de defesas antioxidantes e seu efeito € dependente da sintese de
oxido nitrico. O efeito de LASSBIi0-596 também cursou em dimuicdo dos niveis
de citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e TNF-a), o que resultou na reducao da
migracdo de neutrofilos, marcada pela diminuicdo da atividade da
mieloperoxidase. Por fim, os achados com expressivo ineditismo apresentam o
LASSBIi0-596 como potencial farmaco antiulcerogénico e fornecem novas
perspectivas para estudos mecanisticos e de toxicidade mais aprofundados

desse prototipo.
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8. Concluséao

Concluimos que a hibridagcdo molecular dos grupos farmacoféricos
manteve os efeitos gastroprotetores dos farmacos sildenafil e talidomida no
hibrido molecular (LASSBi0-596), elencando-o como um possivel e
interessante protétipo para a prevencdo e tratamento da Ulcera gastrica.
Contudo, estudos posteriores precisam ser conduzidos em busca de entender
melhor os mecanismos de acdo envolvidos no efeito gastroprotetor de
LASSBIi0-596.
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