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RESUMO

A Ulcera gastrica representa um disturbio gastrointestinal ulcerativo e inflamatorio que
figura como um grave problema de saude publica mundial. O surgimento desta
condicéao é resultado do desbalanco entre agentes agressores e protetores da mucosa
gastrica, dentre eles exacerbacdo do consumo de alcool. Flavonoides como a
troxerrutina (TRX) cabe destaque no meio farmacoldgico, pelas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e citoprotetora. presente estudo objetivou determinar
o efeito gastroprotetor da TRX na Uulcera gastrica induzida por etanol em
camundongos, e seu papel nos mecanismos antioxidantes e anti-inflamatérios. Apos
a inducdo de lesdes gastricas por etanol, realizou o tratamento com TRX (100 mg/kg.,
p.0), N- acetilcisteina (NAC). Para determinacdo do efeito gastroprotetor da TRX na
lesdo gastrica utilizou-se as seguintes avaliacfes: percentual de area ulcerada,
analise histopatolégica, dosagem glutationa (GSH), malondialdeido (MDA),
mieloperoxidase (MPO), imunohistoquimica para TNF-a e iINOS, e docagem
molecular para INOS. Nossos resultados demostraram que a Troxerrutina na dose
100mg/kg administrada antes do etanol foi eficaz na gastroprotecéo, demonstrado por
meio de analise macroscopica e microscopica onde evidenciamos a regressao da
perda das células do epitélio, do edema, de infiltrado inflamatério, e diminuicdo do
namero de mastdcitos. Observamos também que (iNOS e Indometacina) foram
capazes de reverter o efeito gastroprotetor da troxerrutina na dose 100mg/kg,
mostrando que estas substancias atuam nas vias citadas. Nossos achados sugerem
que a Troxerrutina tem a capacidade de suprimir a liberacdo da citocina proé-
inflamatéria TNF-a e iINOS, através da imunomarcacdo do fator de necrose tumoral
(TNF-a) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Evidenciamos em nossos estudos
gue a troxerrutina aumentou significativamente os niveis de GSH e reduziu os niveis
de Malonaldeido (MDA), e reduziu a atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO).
Nossos resultados demonstram que a troxerrutina na dose 100mg/kg possui atividade
gastroprotetora contra lesdo gastrica induzida por alcool absoluto, e esta acdo
aparentemente envolve a participagdo do 6xido nitrico e prostaglandinas, além de

termos evidenciado o potencial efeito antioxidante da Troxerrutina.

Palavras-chave: Ulcera gastrica, Etanol, Inflamagdo, Estresse oxidativo e

Troxerrutina.



ABSTRACT

Gastric ulcer represents an ulcerative and inflammatory gastrointestinal disorder that
appears as a serious public health problem worldwide. The appearance of this
condition is the result of an imbalance between aggressive and protective agents of
the gastric mucosa, including exacerbation of alcohol consumption. Flavonoids such
as troxerutin (TRX) are highlighted in the pharmacological environment, due to their
antioxidant, anti-inflammatory and cytoprotective properties. The present study aimed
to determine the gastroprotective effect of TRX on ethanol-induced gastric ulcer in
mice, and its role in antioxidant and anti-inflammatory mechanisms. After the induction
of gastric lesions by ethanol, treatment with TRX (100 mg/kg., p.o.), N-acetylcysteine
(NAC) was performed. To determine the gastroprotective effect of TRX in the gastric
lesion, the following evaluations were used: percentage of ulcerated area,
histopathological analysis, glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA),
myeloperoxidase (MPO), immunohistochemistry for TNF-a and iNOS, and Molecular
docking for iNOS. Our results showed that Troxerutin at a dose of 100mg/kg
administered before ethanol was effective in gastroprotection, demonstrated through
macroscopic and microscopic analysis where we evidenced the regression of the loss
of epithelial cells, edema, inflammatory infiltrate, and decrease in the number of mast
cells. We observed that (INOS and Indomethacin) were able to reverse the
gastroprotective effect of troxerutin at a dose of 100mg/kg, showing that these
substances act in the mentioned pathways. Our findings suggest that Troxerutin can
suppress the release of the pro-inflammatory cytokine TNF-a and iNOS, through
immunostaining of tumor necrosis factor (TNF-a) and inducible nitric oxide synthase
(INOS). We showed in our studies that troxerutin significantly increased GSH levels
and reduced Malondialdehyde (MDA) levels, and reduced myeloperoxidase (MPO)
enzymatic activity. Our results demonstrate that troxerutin at a dose of 100mg/kg has
gastroprotective activity against ethanol-induced gastric injury, and this action
apparently involves the participation of nitric oxide and prostaglandins, in addition to
the potential antioxidant effect of troxerutin.

Keywords: Gastric ulcer, Ethanol, Inflammation, Oxidative stress, and Troxerutin.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Anatomia e fisiologia da secrec¢ao &cida

O estdbmago € um 6rgao muscular localizado na regiédo superior do abdome, entre
0 esbfago e o intestino delgado. Ele é responsavel por armazenar e digerir alimentos.
A anatomia do estdbmago € dividida em quatro camadas: a mucosa, a submucosa, a
camada muscular e a serosa. A camada mucosa é a camada interna do estbmago e
€ composta por células glandulares que produziram muco e enzimas digestivas, como
a pepsina e tripsina. A camada submucosa é composta por tecido conjuntivo e vasos
sanguineos e linfaticos. A camada muscular € composta por fibras musculares lisas
que permitem que o estdbmago se contraia e misture os alimentos com 0sS sucos
digestivos.

A camada serosa é a camada externa do estbmago e é composta por tecido
conjuntivo e uma camada fina de tecido epitelial. O estdbmago é uma parte importante
do sistema digestivo, localizada entre o es6fago e o intestino delgado. Ele é dividido
em quatro regides anatbmicas: cardia, fundo, corpo e antro. (BORM et al., 2018). A
cardia € a regido gque se conecta com o es6fago e contém as valvulas cardiacas que
impedem o refluxo géastrico. O fundo é a regido superior do estdmago que se projeta
para cima (Figura 1). O corpo é a regido central e maior, onde ocorre a maioria da
digestdo e mistura dos alimentos. O antro é a regido inferior que se conecta com o
duodeno. O estdmago é revestido por uma camada de muco, que protege a parede
gastrica dos gases gastricos. Ele também contém glandulas géastricas que produziram
enzimas digestivas e acido cloridrico. O estbmago também contém musculos lisos que
permitem a mistura e a propulsao dos alimentos para o intestino delgado. (BELL et al.,
2018; PEMBERTON et al., 2018).

Figura 1: Representacao anatdmica do estdbmago.
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Fonte: TORTORA, Gerard. J.; DERRICKSON, Bryan. Principios de Anatomia e fisiologia. 14. ed. Rio

de Janeiro: Guanabara Koogan, 2016.

A secrecao acida do estdbmago € um processo complexo que envolve a ativacao
de varios mecanismos neuroendocrinos e celulares. Essa secrecdo acida € iniciada
pela liberacao de histamina, grelina e acetilcolina pelas células parietais do estdmago.
A histamina ativa os receptores H2 nas células parietais, aumentando a producédo de
acido cloridrico. A grelina ativa os receptores ha musculatura lisa do estdémago,
aumentando a motilidade gastrica e a secrecdo acida. O acido cloridrico é produzido
pelas células parietais do estbmago e € secretado na luz gastrica através de canais
de cloreto de hidrogénio (H+/Cl-). O acido cloridrico € importante para a digestdo dos
alimentos, pois ajuda a inativar bactérias e a desnaturar as proteinas. Além disso, o0
acido cloridrico também atua como um agente de defesa contra a entrada de
microrganismos no trato gastrointestinal. Além dos mecanismos mencionados
anteriormente, a secrecdo acida do estdbmago também é controlada por outras
substancias como o pepsinogénio, o gastrina e a somatostatina (MARTINSEN et al.,
2019; ENGEVIK et al., 2020).

O pepsinogénio é produzido pelas células parietais do estbmago e € convertido
em pepsina, uma enzima responsavel pela digestdo das proteinas. O gastrina € um
horménio produzido pelas células G do estdbmago e estdbmago antro, que estimula a
producdo de acido cloridrico e a motilidade géastrica. A somatostatina € produzida
pelas células D do pancreas e do estdbmago e inibe a secrecao acida e a motilidade
gastrica. Além disso, varios estudos recentes tém identificado a importancia do
sistema nervoso entérico (SNE) na regulacédo da secrecdo acida gastrica. O SNE é
composto por neurbnios entéricos e nervos que controlam a motilidade e a secrecao
gastrica através da liberacdo de neurotransmissores como a acetilcolina e a
serotonina. Em resumo, a secrecdo acida gastrica é regulada por uma variedade de
mecanismos neuroenddcrinos e celulares, incluindo a liberacdo de histamina, grelina,
acetilcolina, pepsinogénio, gastrina e somatostatina, além do SNE (SMOUT et al.,
2017; GEBHART et al., 2018).
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Figura 2 — Modelo esquematico da regulacédo da secrecdo acida pelas células

parietais das glandulas do fundo gastrico.
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1.2 Etiologia e Epidemiologia da Ulcera Gastrica

A etiologia das doencas do trato gastrointestinal é diversa e de ordem mundial
(WU et al., 2018). Em 2010, 60 a 70 milhdes de pessoas nos Estados Unidos sofriam
de alguma doenca digestiva (AVRAMIDOU et al., 2018). No Brasil, a prevaléncia de
doencas do diagnosticada na populacdo adulta no ano de 2018 chega a 19%
(STATISTA, 2019). Dentre algumas doencas do TGI, podemos citar a Ulcera gastrica.
Doenca comumente relatada por uma significativa parcela da populacao brasileira e
de grande importancia clinica que chega a afetar de 10-15% da popula¢cdo mundial
(SELMI et al., 2017). Nos Estados Unidos aproximadamente 10% da populagéo sofre
ou ja sofreram com Ulcera gastrica ao longo da vida (WAN et al., 2020) e ja na Arabia
Saudita esse percentual sobe para 16,2% (ALBAQAWI et al., 2017).
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De acordo com um estudo publicado por Curado et al (2019) a prevaléncia de
infeccdo por H. pylori na América Latina varia de pais para pais, mas geralmente é
elevada. Ainda de acordo com Curado et al (2019) na Argentina, cerca de 50% da
populacédo é infectada com H. pylori, enquanto na Colémbia, a taxa de infeccéo é de
aproximadamente 80%. E importante notar que esses dados podem variar
significativamente entre diferentes regides e paises da América Latina, e podem ser
afetados por varios fatores, como acesso ao tratamento e niveis de infec¢do por H.
pylori.

A JUlcera gastrica trata-se de uma afeccdo heterogénea e multifatorial,
geralmente causada por agentes etiolégicos como infecgéo pelo H. pylori, uso crénico
de alcool, anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) e estilo de vida, entre outros (LI
et al., 2017). Promovem isquemia, retardo no transito gastrointestinal, diminuicéo na
microcirculacdo local e tem como caracteristica um processo inflamatério bem
estabelecido. Também é caracterizada pelo aumento da secrecéo de acido gastrico
e/ou a reducao da defesa da mucosa, além da reducéo do fluxo sanguineo, infiltracao
de neutrdfilos, aumento de citocinas pré-inflamatérias IL-13, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e
fator de necrose tumoral (TNF), o aumento desses mediadores acarretam o aumento
da producédo de proteinas de fase aguda, alteram a permeabilidade vascular, e leséo
tecidual e promovem inducdo de estresse oxidativo (TOURANI et al., 2018; ZHAO.,
2015).

A manifestacao clinica em paciente com Ulcera gastrica é caracterizada por dor
epigastrica que piora com a ingesta de alimentos e esta relacionada ao surgimento de
nauseas leves e saciedade precoce. Os pacientes acometidos por essa doenca
geralmente descrevem a dor como um tipo de dor aguda ou queimacdo que
normalmente é local e que néo irradia podendo surgir até mesmo sangramento. Um
exame fisico se faz necessario para o diagnostico da uUlcera gastrica, sendo a
sensibilidade epigastrica o achado mais comum. O profissional médico deve perguntar
ao paciente se ele esta tendo fezes pretas, hematémese, vdmito com sangue e se tem
excretado sangue vermelho vivo pelo reto. E importante salientar que até 15% dos
pacientes que apresentam sangramento retal vermelho vivo apresentam sangramento
epigastrico também.

Um exame como uma endoscopia também se faz necessario para o diagnostico

preciso da Ulcera gastrica. As Ulceras gastricas sdo graduadas usando o esquema de
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classificacdo de Forrest, com o intuito de fornecer o risco estimado de sangramento
da ulcera e ajudar a distinguir quais Ulceras precisam como terapia de injecao,

cauterizacdo ou colocacédo de metal ou clipe absorvivel (BARCHI et al., 2018):
Classificacdo dos niveis de Ulcera gastrica por Forrest:
la - Sangramento arterial a jato com risco de ressangramento de 90%
Ib — Sangue escorrendo com risco de ressangramento de 50%
lla — Coagulo visivel com risco de sangramento de 25 a 30%
IIb- Coagulo aderente, risco de ressangramento de 10 a 20%
llc- Mancha preta na Ulcera, risco de ressangramento de 7 a 10%

lll- base limpa, risco de ressangramento de 3 a 5%

Figura 3: Esquema da Ulcera géstrica
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Figura 4: Marcadores inflamatérios expressos na Ulcera gastrica
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1.3 Defesa da Mucosa Gastrica

Para entender como surgem as Ulceras pépticas, primeiro é importante
entender os inuUmeros mecanismos de defesa e reparo gastrico que devem ser
ultrapassados por agentes ulcerogénicos e patdgenos. Os mecanismos de defesa da
mucosa gastrica favorecem a uma maior resisténcia a uma gama de condicfes
degradantes da estrutura estomacal. Dentre essas condi¢des deletérias podemos citar
por exemplo alteragbes no pH, na osmolaridade, variagbes de temperatura e a
infiltrados bacterianos capazes de gerar infecgcéo local e ou sistémica. Essas defesas
sdo divididas em 3 fases, compreendidas por pré-epitelial, onde é formado uma
barreira muco-bicarbonato-fosfolipidica que promove um aumento da secrecao de
bicarbonato gerando uma protecdo estrutural que ocorre concomitantemente a
liberacdo do acido cloridrico, neutralizando assim o acido por intermédio de uma
corrente alcalina que é formada (FORSSELL et al., 1988).

A protecdo gerada pela fase epitelial tem a ver diretamente com a producéo
das prostaglandinas, que por sua vez estéo relacionadas com os fatores defensivos
da mucosa gastrica aumentando a secre¢do de bicarbonato e a citoprotecdo. A
secrecao destes compostos ocorre pelas células epiteliais superficiais, que por serem
hidrossoluveis e conterem fosfolipidios em sua superficie, repelem agentes nocivos.

A terceira fase e ndo menos importante, tem relacdo direta com a microcirculacéo
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local, que por sua vez promove um melhor transporte e absorcdo de oxigénio e
nutrientes, assim bem como, aumenta o fluxo sanguineo para remocéao de substancias
toxicas geradas pelo processo inflamatério local (SAENZ et al., 2018; GUZMAN-
GOMEZ et al., 2023)

Figura 5: Representacao dos fatores protetores da mucosa gastrica

(@ Camada estavel de Muco e Bicarbonato

(@) Células epiteliais superficiais secretam muco e
bicarbonato e geracdo de PGs, Proteinas de choque
térmico e catelicidinas

@ Renovagao celular continua do células progenitor da
mucosa € estimulada por fatores de crescimento como
TGFa e IGF-1

(@ “Corrente alcalina”

Mastdcitos (® Microcirculagao permite a geragéo continua de PGs, NO

e H2S para protegao de lesdo das células endoteliais.

Muscular da\mucosa

" = (® Nervos sensoriais. A mucosa gastrica e os vasos
Vasos submucososg submucosos sao inervados por neurdnios sensoriais
aferentes primarios e nervos do plexo denso na base da

mucosa

0] Prostaglandinas (PGE2 e PGI2)
mantém e exacerbar todos os mecanismos de defesa
da mucosa que trabalham sinergicamente com o NO.

Fonte: TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2012, adaptado

7

A linha de frente da defesa contra agressores gastricos é uma camada
semelhante a um gel constituida principalmente de agua (aproximadamente 95%),
mas também glicoproteinas mucinas, anions bicarbonato e fosfolipidios surfactantes,
todos secretados pelas células epiteliais superficiais. A superficie luminal do gel de
muco tem uma camada hidrofébica de fosfolipidios tensoativos, tornando o gel de
muco praticamente imiscivel com o fluido géastrico luminal (YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).

A barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio formada é uma camada protetora
encontrada na superficie de muitos tecidos corporais, incluindo o trato respiratério,
gastrointestinal e geniturinario (ALLEN; FLEMSTROM, 2005). Ela é composta de uma

camada de muco, que € produzido pelas células epiteliais, e uma camada de
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bicarbonato, que é produzido pelas células caliciformes (FAHMI et al., 2019). Essas
duas camadas juntas formam uma barreira fisica e quimica contra a entrada de
microorganismos e outros agentes estranhos (HILL et al., 2022). Ela é formada por
ions de bicarbonato e cloreto que séo secretados pelas células, esses ions formam
um pH alcalino na superficie, que € indspito para muitos microorganismos
patogénicos, impedindo sua proliferacdo e aderéncia (CHOI et al., 2009). Por fim, a
barreira também contém uma camada de fosfolipidios, que é uma camada lipidica que
cobre a superficie da célula. Essa camada é composta principalmente de
fosfatidilcolina e esfingomielina, que séo tipos de gordura que ajudam a proteger a
célula contra a perda de agua e a entrada de substancias estranhas. Em resumo, a
barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio € uma estrutura complexa que desempenha
um papel importante na defesa do organismo contra microorganismos e outros
agentes estranhos, mantendo a superficie dos tecidos hidratada e indspita para
patdgenos. (ZOU et al., 2021).

A barreira epitelial € a segunda linha de defesa, renovada constantemente por
células progenitoras da mucosa e capaz de ser completamente substituida em um
periodo de 3 a 7 dias (LAINE et al., 2008) (Figura 5). A camada consistente de células
epiteliais externas € outra importante medida protetora da mucosa devido a producao
de muco e bicarbonato, além da geracdo de Prostaglandinas (PGs), Proteinas de
choque térmico, Peptideos da Familia do Fator Trifélio (TFFs) e Catelicidinas
(CORNICK et al., 2015). As células possuem fosfolipidios em sua superficie, o que as
torna hidrofébicas, ou seja, repelem substancias acidas e solUveis em agua que
possam causar danos. As proteinas geradas em resposta ao estresse térmico, as
catelicidinas e as TFFs, respectivamente, promovem a protecdo da mucosa através
da prevencdo da desnaturacdo das proteinas, atuam no sistema de defesa imune e
aceleram a cicatrizacdo (MALEKI et al., 2016).

As arteriolas na submucosa se diferenciam em capilares que permeiam a
lamina propria, transportando os metabolitos resultantes da alimentagéo e fornecendo
as células mucosas os nutrientes essenciais e oxigénio requeridos (Figura 5). O
estresse gerado na mucosa € identificado por neurbnios sensoriais aferentes,
resultando em dilatagdo dos vasos sanguineos da mucosa devido a liberagéo de PGI2

e NO pelas células vasculares do endométrio. Isso promove o aumento da perfusao
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sanguinea na mucosa para efetuar a eliminacdo oportuna de agentes patogénicos e
diluir o acido gastrico retrodifundido (HOLZER et al., 2012)

Os gases enddgenos NO e H2S sdo mediadores com propriedades anti-
apoptoticas/antinecroticas e pro-angiogénicas. Eles impedem a aderéncia de células
brancas a parede dos vasos sanguineos, evitando danos causados pela falta de
circulacao sanguinea durante lesGes ha mucosa gastrica, gracas a sua acao inibidora,
assim como a do PGI2. (YANDRAPU, et al., 2015).

As funcgbes géstricas sao fortemente reguladas pelo sistema nervoso central
(SNC) e SNE. A liberacdo central e periférica do fator liberador de corticotropina
(CRF), apos estresse agudo, causa inibicdo da motilidade e esvaziamento gastrico e
efeitos antiapoptoticos mediados pelo receptor CRF-21 tipo 2 em células epiteliais
gastricas (CZIMMER et al., 2017). Vérios outros peptideos hormonais estimulados por
nervos aferentes sensoriais ou NO fornecem gastroprote¢cdo aumentando os niveis de

PGE2 (hormonio liberador de tirotropina), sangue da mucosa gastrica.
1.4 Tratamento da Ulcera gastrica induzida por etanol

A Ulcera péptica é vista como uma das afeccdes digestivas mais frequentes na
era atual (KARAMPOUR et al., 2019). Para o tratamento das Ulceras causadas pela
ingestdo de etanol séo utilizadas drogas antagonistas da histamina (H2), como a
ranitidina por exemplo. A droga bloqueia competitivamente o receptor H2 de histamina
diminuindo as secrecdes acidas. Drogas antagonistas da histamina (H2) podem levar
a um aumento da acidez apés um curto periodo de administracdo causando recidiva
da Ulcera, baixa tolerancia ao tratamento e efeitos colaterais adversos (DINIZ, 2016;
KHAYYAL et al. 2006). Os sintomas mais comuns em pacientes com Ulcera gastrica
incluem a perda de peso ndo intencional, nauseas, vomitos e sangramento,
geralmente a manifestacao clinica desses sintomas se da em individuos com idade
acima de 50 ano.

N&o podemos deixar de falar que o tratamento da Ulcera gastrica pode se valer
de dois ou mais farmacos de classes diferentes como os inibidores de bomba de
prétons por exemplo, com o intuito de tratar a lesdo por varios mecanismos da doenca
e que por conta dessa pluralidade de farmacos, os possiveis efeitos adversos sao
também uma realidade na vida de quem faz uso dessas substancias farmacolégicas
para tratar a Ulcera gastrica (TUSKEY; PEURA, 2013; FOX; MUNIRAJ, 2016;



21

GRAHAM et al. 2019). Com base no exposto acima, pesquisadores tém concentrado
seus esforcos para investigar novos medicamentos antiulcerogénicos mais seguros e
com maior eficicia e buscam também fontes naturais a partir das plantas medicinais
com potencial terapéutico expressivo no tratamento da Ulcera géstrica (KHAYYAL et
al. 2006; MOTAWI et al. 2012; ABD-ALLA et al. 2016; FAHMI et al. 2019).

1.5. Produtos naturais

Os produtos naturais sdo uma fonte importante para a prevencao e tratamento
da Ulcera gastrica (KARAMPOURET al., 2019). Investigacdes arqueoldgicas
apontaram para a utilizacdo de plantas como recursos terapéuticos por parte da
humanidade h&a aproximadamente 50.000 anos, durante o periodo Paleolitico, estes
achados sugeriram uma compreensao sobre o uso medicinal das plantas naquela
época (HARDY, 2019). Aproximadamente, setenta por cento das comunidades rurais
em paises em crescimento econdmico recorrem as plantas medicinais ancestrais para
atender suas principais demandas de saude (WALI et al., 2022).

Com o advento da producdo dos medicamentos, uma grande variedade de
compostos, oriundos das plantas medicinais foram descobertos e estudados com o
intuito de se desenvolver novos farmacos e ou melhorar os medicamentos ja
existentes. A ingestdo alimentar de legumes e frutas demonstraram ter efeitos
benéficos para a saude humana por conta da presenca de compostos naturais
bioativos com varias acfes farmacoldgicas ja estudadas, como por exemplo a acao
antioxidante, antiinflamatoéria, antitumoral, antidiabético a antiobesidade. Um
excelente exemplo de como os produtos naturais tém se destacado no cenério do
tratamento dos distlrbios gastrointestinais € o relatado por Sistani Karampour N, e
colaboradores 2019, onde, foi demonstrado que o gengibre (Zingiber officinale) teve
efeito gastroprotetor em modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por etanol.
Por sua vez, os flavonoides dietéticos compreendem um vaso (GHOSH et al., 2014;
JOSE et al., 2014).

Oriundos do metabolismo secundario das plantas medicinais os flavonoides
compreendem muitos compostos bioativos polifendlicos encontrados exclusivamente
em frutas, vegetais, graos, ervas e frutos (ERDMAN et al., 2007). Os flavonoides tem

em comum uma estrutura benzopirona comum que sao sintetizadas em resposta a
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infeccdo microbiana através da via fenilpropanéide (MAHOMOODALLY et al., 2005).
Sabe-se por intermédio de relatos cientificos que o consumo de flavonoides como por
exemplo a Rutina acontece em uma faixa de 20 a 1.000 mg/dia e que sua
biodisponibilidade é difere de individuos para individuos. Estudos mecanisticos
mostraram que a quercetina foi eficaz na reducdo da producéo de espécies reativas
de oxigénio, diminuindo a atividade da mieloperoxidase e aumentando GPx (glutationa
peroxidase). Também foi observado neste estudo que a quercetina foi eficaz na
reducdo da lesdo da mucosa gastrica induzida por HCI mais etanol e na reducdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico na mucosa lesada em ratos (ZHANG et
al., 2020). A absorcédo dos flavondides acontece no intestino delgado e sabe-se que
uma grande parcela desses compostos esta exposta na microbiota intestinal. Para
uma melhor compreenséo, o microbioma intestinal digere os flavonoides convertendo-
0s em acidos fendlicos e aromaticos para facilitar sua absor¢cdo (SCALBERT, 2020;
WILLIAMSON, 2010).

Os flavonoides foram isolados pela primeira vez na década de 1930, sdo uma
familia grande e diversificada de compostos que ocorrem naturalmente em uma
variedade de plantas. Formulacfes a base de flavonoides, como a troxerutina, tem
demonstrado eficacia na cicatrizacdo de Ulceras venosas (SCALLON et al., 2013).
Com pouca toxicidade e alta eficacia se usados de forma correta, 0s compostos
bioativos obtidos dos produtos naturais tem despertado na comunidade cientifica um
grande interesse como agentes terapéuticos que podem ser utilizados pela sociedade
de forma complementar ou integrativa (JIN et al., 2019). As moléculas
farmacologicamente ativas oriundas dos produtos naturais que por sua vez Sao
derivados das plantas medicinais jA sdo consideradas fontes expressivas para a
descoberta de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, et al., 2016).

Com isso, ensaios clinicos realizados em pacientes com Ulcera gastrica
submetidos a utilizacdo de determinadas plantas medicinais, demonstraram ter tido
excelentes resultados quando avaliado a acédo antioxidante, antiinflamatoria e anti-
histaminica de acao inibitéria (CALOU et al., 2014). Assim, pesquisadores afirmam
gue uma grande parcela dos trabalhos cientificos em modelo de Ulcera gastrica tem
tido como objetivo investigar as possiveis acdo farmacoldgicas dos produtos naturais
com o foco na acdo gastroprotetora desses compostos observando parametros
antioxidantes e antiflamatorios por exemplo (AMIRSHAHROKHI et al., 2016).
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1.6 Troxerrutina

A Troxerrutina (TRX), € um flavondide oriundo da rutina, e denominada de
vitamina P4. A rutina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-rutinosideo) um glicosideo
flavonoide nao téxico oriundo de alimentos comuns na mesa da maioria da populacéo
brasileira como por exemplo em tomates, nas furtas citricas como a exemplo a laranja,
em cenouras, na batata doce, em cha preto e na casca de maca, mas, também, é
extraida da Dimorphandra gardneriana, conhecida popularmente como Fava d’anta,
Favela, Fava de arara, Falso-barbatiméo ou faveira encontrados no cerrado dos
estados do MA, PI, CE e BA (FABJAN et al., 2003; WANG et al., 2003; PANAT et al.,
2016; BAYANDOR et al., 2018; BIANCHI et al., 2018).

A TRX é composta por uma mistura de mono, di, tri e tetrahidroxietil-rutosideos,
onde 80% de sua composicdo é trihidroxietilado da rutina, um flavondide oriundo do
metabolismo secundérios das plantas medicinais (MURI et al., 2010; AZARFARIN et
al., 2018) (Figura 6). A TRX tem alta solubilidade em agua, boa absorcéo pelo sistema
gastrintestinal e acdes importantes como antiflamatoria e antioxidante (MATHESIUS,
2018; PANCHE et al., 2016). Outras propriedades biolégicas tém sido reportadas a
troxerrutina como por exemplo, antioxidante, anti-inflamatéria (SHAN et al., 2018),
antiapoptotica (GEETHA et al., 2017, BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017),
antiedematogénico (NGEOW et al., 2008; MURI et al., 2010) e potente agente
terapéutico para dor neuropatica (GUI et al., 2015).

A troxerrutina obteve efeito satisfatério em modelo experimental de colite
ulcerativa em camundongos, evidenciando sua promissora acado antiflamatoria
(WANG et al., 2021) Ja em outro estudo realizado com o objetivo de inibir a inflamacéo
na sindrome do ovario policistico (SOP) em modelo animal, demonstrou que a TRX
foi eficiente em diminuir o processo inflamatorio instalado nessa sindrome conforme
GAO et al.,2020). Além disso, a administracdo de troxerrutina em um modelo de lesdo
renal verificou-se que houve diminuicdo do nivel de citocinas inflamatérias como IL-
10, TNF-a e IL-6 (YARIBEYGI et al., 2019).
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Figura 6. Estrutura quimica da Troxerrutina e a Dimorphandra gardneriana no habitat

natural.

HO

Fonte: Azarfarin et al., 2018.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito gastroprotetor da Troxerrutina em modelo agudo experimental
de lesdo gastrica induzida por etanol.

2.2 Objetivos Especificos

o Analisar as alteracdes histopatolégicas na mucosa gastrica apés leséo
gastrica promovida por etanol;

o Averiguar o efeito da Troxerrutina no estresse oxidativo induzidos por
etanol na Ulcera gastrica através da mensuracdo dos niveis de MDA e GSH;

o Avaliar o efeito da Troxerrutina na atividade da enzima da
mieloperoxidase;

o Mensurar o efeito da Troxerrutina na contagem de mastdcitos teciduais
na Ulcera gastrica;

. Investigar o efeito protetor da Troxerrutina na Ulcera gastrica, por meio
de imunohistoquimica para marcadores inflamatérios como o iINOS e TNF-q;

. Investigar o envolvimento das prostagladinas, 6xido nitrico e GMPc no

efeito gastroprotetor da Troxerrutina no modelo de lesédo gastrica.
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3. CAPITULO

REGIMENTO INTERNO

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, o projeto de pesquisa referente a esta
tese foi submetido & apreciacio da Comiss&o de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara, tendo sido aprovado sob numero de protocolo
2349251021/2022. (Anexo A). Esta Tese de Doutorado baseia-se no Artigo 37° do
Regimento Interno do Programa de Pds-Graduagéo em Ciéncias Morfofuncionais da
Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o formato alternativo para
dissertacbes de Mestrado e teses de Doutorado. Os resultados obtidos estdo
apresentados na forma de 1 artigo cientifico, redigidos de acordo com as normas da
revista cientifica escolhida para publicacdo. (European Journal of Pharmacology;
ISSN: 0014-2999; Fator de impacto: 5.195; Al).

Potential anti-ulcerogenic effect of troxerutin in ethanol-induced gastric lesions
in mice: anti-inflammatory and antioxidant mechanisms and possible action

pathways.

Francisco Rafael Oliveira da Silva 2, Conceicdo da Silva Martins &, Paulo Victor de
Souza Pimentel 2, Jodo Francisco Camara Neto ?, Maria Elenir Nobre Pinho Ribeiro °,
Nagila Maria Pontes Silva Ricardo °, Matheus da Silva Campelo ?, icaro Gusm&o Pinto
Vieira ¢, Carlos Eduardo S. Monteiro 29, Pedro Marcos Gomes Soares 29, Maria Luana
Gaudéncio dos Santos Morais, Cassio Silva Sousa ¢, Jefferson Almeida Rocha €,
Gilberto Santos Cerqueira 2, Gerly Anne de Castro Brito 2, Jodo Anténio Leal de

Miranda 2f*, Francisca Cléa Lourenco de Sousa
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Resumo
A Ulcera gastrica representa um distarbio gastrintestinal ulcerativo e inflamatorio que
€ um grave problema de saude publica mundial. O surgimento dessa condi¢do é
resultado de um desequilibrio entre agentes agressores e protetores da mucosa
gastrica, dentre eles a exacerbacdo do consumo de alcool. Os flavonoides como a
troxerutina (TRX) destacam-se no campo farmacologico por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e citoprotetoras. O presente estudo teve como
objetivo determinar o efeito gastroprotetor do TRX na Ulcera gastrica induzida por
etanol em camundongos e seu papel nas vias de acdo do Oxido nitrico (NO),
prostaglandinas (PGs) e mecanismos antioxidantes e anti-inflamatorios. Apés induzir
lesdes géastricas com etanol, o tratamento foi realizado com TRX (100 mg/kg, p.0), N-
acetilcisteina, L-Arginina, L-NAME [N(G)-nitro-L-arginina], indometacina e misoprostol
(MISO). Para determinar o efeito gastroprotetor do TRX nas lesbes gastricas, foram
utilizadas as seguintes avaliacbes: porcentagem de area ulcerada, andlise
histopatoldégica, dosagem de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA),
mieloperoxidase (MPO), imunohistoquimica para TNF-a e iNOS, e medigao molecular.
Evidenciou-se que o TRX tem efeito gastroprotetor na concentracdo de 100mg/kg, e
foram determinados os possiveis mecanismos de acao envolvidos para esse efeito

protetor.

Palavras-chave: Flavondide. Rutina. Citoprotecdo. Inflamacéo. Gastrite.

1 Introducéo

O trato gastrointestinal (GI) humano é critico para a digestao e absorcéo de
alimentos e a eliminacao de produtos residuais, e devido sua importancia funcional,
lesGes em sua mucosa tecidual correspondem a disturbios gastrointestinais de grande
relevancia clinica e epidemiologica. A Ulcera gastrica, por exemplo, trata-se de um
distarbio gastrointestinal mundial cujo surgimento é resultado da sobreposicédo de
agentes agressores da mucosa gastrica como acido, drogas anti-inflamatoérias néo
esteroidais (AINES), infec¢cbes por Helicobacter pylori e alcool, & agentes protetores
da mucosa como muco, secrec¢ao de bicarbonato, prostaglandinas, 6xido nitrico, fluxo
sanguineo e capacidade antioxidante (MINAIYAN et al., 2021). As Ulceras gastricas,

representam uma condicdo médica séria devido grau de comprometimento a saude
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humana, bem seu grau de acometimento na populacdo mundial, que gira em torno de
10-15% (SELMI et al., 2017).

O consumo excessivo de alcool é um dos principais desencadeadores de lesédo
gastrica, por sua vez, precedida pela reducdo da producdo de muco e circulagédo
sanguinea na mucosa, geracdo de estresse oxidativo, exacerbacdo resposta
inflamatoria evidenciado pela infiltracdo leucocitaria (neutrofilia e mastocitose), e
diminuicdo da proliferacéo celular, que levam a ulcerogénese e por fim, culmina na
desregulacéo da barreira epitelial do trato gastrointestinal (FAHMI, et al., 2018,
MONTEIRO et al, 2019; SHAMS; ELISSA, 2022).

Por outro lado, o processo de regeneracado tecidual na Ulcera gastrica inclui
varios eventos (proliferacdo, migracao, reepitelizacdo, angiogénese e interacdes entre
varias células e a matriz, e remodelacdo tecidual). E diversos sdo os agentes
envolvidos na regeneracdo tecidual, como citocinas, fatores de crescimento,
prostaglandinas e agentes antioxidantes (SHAMS; ELISSA, 2022). Drogas
antiulcerosas sintéticas podem causar graus variaveis de efeitos colaterais e, portanto,
a busca por estratégia terapéuticas com boa compatibilidade e baixa toxicidade ainda
se fazem necessario. Neste contexto, pesquisas com compostos bioativos oriundos
de plantas medicinais podem fornecer drogas eficazes no tratamento de leséo
gastrica. Flavonoides, como a troxerrutina (TRX), um flavonoide trihidroxietilado da
rutina cabe destaque no meio farmacolégico, por ser um composto com grande
abordagem terapéutica (MURI et al., 2010; AZARFARIN et al., 2018). Para este
flavonoide semissintético oriundo da rutina ha relatos de propriedade farmacoldgicas
como antioxidantes, anti-inflamatérias (SHAN et al., 2018), antiapoptéticas (GEETHA
et al.,, 2017; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017), antiedematogénico (NGEOW et
al., 2008) e potente protetor na mucosite intestinal (DE MIRANDA et al., 2020).
Portanto, o presente estudo objetivou determinar o efeito gastroprotetor da troxerrutina
na ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos, e seu papel nas vias de acao
do o6xido nitrico (NO), prostaglandina (PGs), mecanismos antioxidante e anti-

inflamatorios.

2 Materiais e métodos

2.1. Substancia quimicas
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A rutina utilizada na semi-sintese do TRX foi cedida pelo Parque de
Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC). A sintese de TRX foi realizada de acordo
com métodos previamente descritos com algumas modificacdes (COURBAT et al.,
1966), conforme relacionado em De Miranda et al. (2020). A troxerrutina foi
emulsionada com solucéo fisiolégica (NaCl a 0,09%) antes da administracdo. Para
inducao das lesdes gastricas foi utilizado etanol absoluto (Dindmica ®, Sao Paulo, SP,
Brasil). L-Arginina, um substrato para enzima oxido nitrico sintase, L-NAME [N(G)-
nitro-L-arginina éster metilico], um inibidor ndo seletivo de sintase de Oxido nitrico,
foram obtidos da Millipore Sigma (St Louis, MO, EUA). J& o N-acetilcisteina (NAC),
agente mucolitico e potente agente oxidante, foram obtidos da EMS ® (S&o Paulo,
SP, Brasil) e, Indometacina e Misoprostol, um anélago de prostagladina E1, foram
obtidos da Aspen ® (S&o Paulo, SP, Brasil) e Hebron ® (S&do Paulo, SP, Brasil)

respectivamente.

2.2. Animais

De acordo com o protocolo experimental, foram utilizados camundongos Swiss
machos pesando entre 25 e 35g, os quais foram divididos em grupos de seis animais
(n=6), com luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a racao e
agua antes de cada experimento. Os camundongos foram colocados em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha, que eram trocadas duas vezes por semana.
Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura de 23 £ 2°C em ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre acesso a dgua e
racao padrao. Antes da realizacdo dos experimentos, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em gaiolas metabdlicas em grupos de n=6 e foram submetidos a jejum

so6lido de 15 a 16 horas.

2.3. Design Experimental

Os experimentos foram conduzidos em quatro série de estudos experimentais,
todos realizados através de modelo experimental de lesdo géastrica induzido por etanol
determinado por Robert et al., (1979) com adaptacdes de Camara Neto et al. (2022).

A primeira série foi realizada para determinar a dose gastroprotetora ideal de TRX, e
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comparar os efeitos de TRX e NAC na reversao de lesdes gastricas, evidenciados
pelo percentual de éarea ulcerada (macroscopia) e escores histopatolégicos
(microscopia). Na segunda experimentacéo, realizou-se a determinacao do potencial
anti-inflamatorio e antioxidante da TRX em lesfes gastricas através de dosagem de
glutationa reduzida e malondialdeido (avaliagdo antioxidante) e dosagem de
mieloperoxidase, contagem de mastocitos, imuno-histoquimica para fator de necrose
tumoral alfa e éxido nitrico sintase induzivel (avaliacdo anti-inflamatéria). Na terceira
experimentacdo determinou-se a influéncia do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor de
TRX em lesdes gastricas induzidas por etanol, e a quarta experimentacéo, foi avaliado
se o efeito gastropotetor de TRX envolve a via prostaglandina. Terceira e quarta
experimentacao foi determinado o efeito através da avaliacdo do percentual de area
ulcerada. E por fim, realizou-se avaliagéo in silico, por docagem molecular para avaliar
as possiveis interacdes moleculares de TRX com enzima o6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS).

Dessa forma, ao final da experimentagéo, e a depender do grupo experimental,
os camundongos receberam administragdo prévia de solugéo fisiologica (NaCl a
0.9%), TRX (100 mg/kg), NAC (300 mg/kg, p.o.), L- NAME [10 mg/kg,
intraperitonealmente (i.p)], indometacina (10 mg/kg, p.0), L- arginina (600 mg/kg, p.0),
misoprostol (70ug/kg, p.o). O etanol absoluto foi administrado (0,2 ml/animal, p.o.)
oralmente nos camundongos, 60 min apds a administracdo das demais drogas. Apés
0s protocolos experimentais, aos animais foram eutanasiados e amostras de tecido

gastrico foram coletadas para analises subsequentes.

2.4. Analise macroscopica

Os estdmagos foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura a fim
de fotografar a mucosa gastrica usando uma camera digital (Nikon L315). A area da
lesé@o gastrica foi quantificada usando Image J software (Instituto Nacional de Saude
Mental: Bethesda, MD, EUA) e os resultados expressos em porcentagem da area da
lesdo em relacao a total area de tecido. Este procedimento foi realizado no primeiro
experimento e avaliacédo das vias de agao conforme representado na terceira e quarta

etapa experimental.

2.5. Avaliacédo histopatologica da mucosa gastrica de camundongos
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Para o estudo histopatolégico, amostras de estdbmago foram fixadas em
solucéo tamponada de formaldeido a 10%, onde permaneceram por 24 horas. Em
seguida, as amostras foram transferidas para solucdo de &alcool 70%, onde
permaneceram até a realizacdo dos procedimentos histologicos. Logo apds, os
materiais bioldgicos foram seccionados e incluidos em parafina. Foram feitos cortes
de 5 pum, transferidos para laminas e corados com hematoxilina-eosina para estudo
em microscopio Optico. As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de
Lane e Weinstein (1988), avaliando a perda de células epiteliais (escores de 0-3),
edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracdo de células inflamatérias (pontuacées de 0-3), sendo 14 a pontuacao
méaxima. Toda a avaliacdo histopatolégica foi realizada através de um estudo cego.

2.6 Malondialdeido (MDA)

A determinacdo do MDA, pelo teste do acido tiobarbitirico - TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances), foi utilizada como estimativa da taxa de
lipoperoxidacdo da mucosa gastrica. Para este procedimento, as membranas
mucosas foram lavadas com soro fisioldgico gelado para minimizar a interferéncia da
hemoglobina com os radicais livres e para remover o sangue aderido a mucosa. As
mucosas dos tecidos macerados foram homogeneizadas a 10% com cloreto de
potassio (KCI) a 1,15%. Deste homogeneizado, 62,5 yL serdo adicionados em um
microtubo seguido da adicdo de 375 pL de &cido fosférico (1%) e 125 pL de acido
tiobarbitdrico (0,6%). Nesta reacdo, duas moléculas de TBARS reagem
estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um croméforo rosa.
Em seguida, as amostras foram imersas em banho-maria por 45 minutos a 100°C.
Apods esse tempo, 500 uL de n-butanol sdo adicionados a cada amostra e a mistura é
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, 200 pL do sobrenadante
foram inseridos na placa de 96 pocos e a absorbancia sera medida em um leitor de
microplacas a 535 nm (MIHARA; UCHYAMA, 1978). Os resultados foram expressos

como nmol MDA/mg de proteina.

2.7 Glutationa (GSH)
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A concentracdo de GSH na mucosa gastrica foi realizada de acordo com o
método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinar os niveis de grupos
sulfidrilas ndo protéicos (NP-SH), uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa gastrica
dos animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 0,02M para cada 100mg de tecido.
Aliguotas de 100uL do homogeneizado foram misturadas com 80uL de agua destilada
e 20uL de acido tricloroacético (TCA) 50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos
foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Um total de 100uL do
sobrenadante seré adicionado a 200uL de tampéao Tris 0,4M (pH 8,9) e 5 uL de 5,5-
ditioebis-(acido 2-nitrobenzéico) (DTNB, Sigma Aldrich, EUA) 0, 01M. A mistura foi
entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia lida a 412 nm. As concentragdes de
grupos sulfidrilas ndo proteicas serdo expressas em ug de GSH/mg de tecido a partir

da curva padrao.

2.8 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da atividade da MPO, por meio de amostras estomacais,
correspondentes aos animais dos grupos Salina, TRX 100, NAC e Alcool, foi
determinada pela técnica descrita por Bradley et al. (1982). Este experimento foi
realizado utilizando 50 a 100 mg de estébmago por animal, de cada grupo experimental.
A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos azurdfilos de
leucdcitos polimorfonucleares e tem sido utilizada como um indice quantitativo para
avaliar a inflamacao em varios tecidos. Para tanto, as amostras foram suspensas em
tampao hexadeciltrimetilaménio (pH 6,0; 50mg de tecido por mL de tampé&o) e
posteriormente moidas em homogeneizador de tecidos. Os niveis teciduais de
atividade de MPO foram determinados usando a técnica descrita por Bradley et al
(1982), usando 0,0005% de peréxido de hidrogénio como substrato para MPO. Uma
unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter 1 umol de
peréxido de hidrogénio em agua em 1 minuto a 25°C. No teste, a medida que o
peréxido de hidrogénio é degradado, é produzido o &nion superdxido, responsavel por
converter a o-dianisidina em um composto marrom. A variacdo da densidade Optica

da mistura das amostras com a solu¢do de o-dianisidina em funcdo do tempo de
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reacao foi medida por espectrofotometro a 450 nm. Os resultados foram expressos

em unidades MPO/mg de tecido.

2.9. Contagem de células da mucosa gastrica: mastocitos

Para determinar a quantificacdo de mastocitos da mucosa gastrica, os blocos
de parafina com amostras estomacais foram selecionados para a coloragédo com azul
de toluidina, segundo Michalany (2008). A coloracdo foi realizada apdés a
desparafinizacdo da lamina com xilol, hidratacdo com alcool absoluto e uma série de
alcool a 90%, alcool a 80%, alcool a 70% em seguidas as laminas foram lavadas com
agua destilada, coradas com azul de toluidina por 8 minutos, lavadas e secas. E apés
a secagem as laminas clareadas com uma série de xilol foram montadas. Foi utilizado
microscopio 6ptico acoplado a um sistema de aquisicdo de imagens (LEICA), e
realizou-se a captura de imagens digitais, para posterior contagem de no minimo 10
campos, com auxilio de software Image J (National Institute of Mental Health:
Bethesda, MD, USA), e com isso realizou-se a contagem de mastécitos na mucosa

gastrica.

2.10 Docagem Molecular e determinacéao de sitios-alvo de ligacdo datroxerrutina

As estruturas 3D de todos os possiveis alvos da iINOS, foram obtidas no banco
de dados de proteinas (PDB) (Protein Data Bank, 2017). Os calculos de docagem
molecular foram realizados com o programa Autodock 4.2® (GOODSELL et al., 1996;
GOODSELL, 2005; MORRIS et al., 2008). As proteinas e ligantes foram preparados
para docagem molecular utilizando o programa com Autodock Tools (ADT), versao
1.5.6. O receptor foi considerado rigido enquanto cada ligante foi considerado flexivel.
O algoritmo genético Lamarckiano (LGA) com busca global e pseudo-Solis e Wets
com busca local foram os métodos utilizados na docagem molecular, onde para cada
simulacéo foram realizadas 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012). O resto
dos parametros de docagem foi definido com os valores padrdo. As analises da
docagem molecular foram concentradas nos clusters de menor energia, e a
conformacdo de menor energia combinada com inspecao visual foi escolhida para

uma analise mais detalhada.
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2.11 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para deteccdo de iINOS TNF-a foi realizada pelo método
da estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Para a realizacdo da
imuno-histoquimica foram utilizados cortes histolégicos da mucosa gastrica do
primeiro protocolo experimental de Ulcera gastrica. Os cortes histologicos foram
colocados em laminas especiais revestidas com poli-L-lisina ou gelatina.

Inicialmente, as laminas foram deixadas em estufa a 66-88°C por 3 horas. Apos
esse tempo, a parafina foi retirada com banhos de xilol e em seguida as laminas foram
hidratadas em etanol e em seguida dgua. Logo apoés, as laminas serdo colocadas em
um recipiente contendo tampdao citrato pH 6,0 aquecido a 95°C por 15 min. ApGs
resfria-los por 20 minutos, a peroxidase tecidual foi bloqueada com dois banhos de 10
minutos em solucéo de peroxido de hidrogénio a 3%. Em seguida, as laminas foram
incubadas durante a noite com o anticorpo primério (anti-TNF-a de cabra, anti-IL-1[]
de coelho ou anti-NOSi de coelho) diluido em albumina bovina 5% (BSA 5%), na
diluicdo de 1:200.

No dia seguinte, o anticorpo primario foi removido por lavagem em tampéao PBS
e incubados por 30 minutos com o anticorpo secundario (anti-coelho ou anti-cabra,
diluido em BSA 5%, diluicao 1:400). Apés lavagem em PBS, houve nova incubacéo
com o complexo Estrepto-avidina peroxidase (complexo ABC). A coloragédo foi
realizada incubando as laminas por aproximadamente 2 minutos com uma solucao de
diaminobenzidina - peréxido de hidrogénio (DAB-peréxido). Este corante produz uma
marcacdo de cor marrom. Em seguida, foi realizada a contracoloracdo com
hematoxilina de Mayer por 5 minutos. As laminas foram desidratadas em graus de
etanol, seguido de xilol e depois montadas com entelan. Apés a secagem, as laminas
foram examinadas em microscopio 6ptico e fotografadas. Escores variando de 0 a 4
foram atribuidos por um examinador cego aos tratamentos, de acordo com a
intensidade da coloracdo marrom de cada corte e a densidade de células marcadas.
A pontuacdo O (zero) foi atribuida & auséncia de marcacdo; Pontuagdo 1 (uma)
marcacdo leve; Nota 2 (dois) marcagcdo moderada; escore 3 (trés) marcacao

moderada a intensa; Nota 4 (quatro) marcacéo de alta intensidade.
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2.12 Avaliacdo do mecanismo de acao gastroprotetora da Troxerrutina

2.12.1 Estudo do efeito das prostaglandinas (PGs) sobre o efeito gastroprotetor
da Troxerrutina em modelo de lesdo géstrica induzida por etanol em

camundongos.

Para avaliar a possivel participagdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do Troxertutina, utilizamos um grupo de (n=6) animais e todos foram
pré-tratados com indometacina (10 mg/Kg, p.o.), dose que inibe a sintese de
prostaglandinas, ou soro fisiologico 0,9%. Apds 2 horas, 0os animais receberam
solugéo salina 0,9%: TRX (100 mg/Kg) ou misoprostol (70 pg/Kg, p.o.), um analogo
sintético da prostaglandina E1. O etanol foi administrado uma hora depois, e foi feito

conforme descrito anteriormente quanto a analise do percentual de lesdo gastrica.

2.12.2 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Troxerrutina em

um modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos.

Para avaliar a possivel participacdo da via do Oxido nitrico no efeito
antiulcerogénico da Troxerrutina, utilizamos um grupo de (n=6) animais e todos foram
pré-tratados com solucdo salina 0,9% ou L-NAME (20 mg/Kg, s.c.), um inibidor da
sintese de NO. Ap6s 15 minutos, os animais receberam os seguintes tratamentos:
solucéo salina; TRX (100 mg/Kg, p.o.) ou L-arginina (600 mg/Kg, i.p.), precursor do
oxido nitrico. O etanol foi administrado uma hora depois e a porcentagem de area
ulcerada foi realizada conforme descrito anteriormente (CHANDRANATH; BASTAKI;
SINGH, 2002).

2.13. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do teste de andlise de variancia
(ANOVA). Foi realizado o teste de comparacg6es multiplas de Student-Newman-Keuls.
Para andlise das alteragBes histologicas foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdo multipla de dados. Os resultados

foram expressos como média + EP (variaveis com distribuicdo normal) ou mediana +
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minimo e maximo (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

3. Resultados

3.1 Efeito gastroprotetor de TRX na lesdo gastrica macroscoépica

A Figura 01 mostra que o pré-tratamento com TRX (100 mg/kg) e NAC (300

mg/kg) reduziram a porcentagem de lesGes gastricas para 6,35% e 1,90%,

respectivamente, conforme comparado ao grupo controle (18,31%).
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Figura 01. Efeito gastroprotetor de TRX na mucosa gastrica em um modelo de leséo gastrica induzida
por etanol em camundongos através da avaligdo macroscopica por percentual (%) de &area ulcerada.
(A) Salina; (B) Controle (Saline 0.9%+ etanol); (C) TRX 100 (TRX 100 mg/kg + 0,2uL de etanol
absoluto); (D) NAC (300mg/kg de N-acetilcisteina + 0,2uL de etanol absoluto); (E) grafico do percentual
de area ulcerada. Os resultados sao apresentados como média + S.E.M (n = 6). *P < 0,05 versus grupo

controle.

3.2. Analise histopatolégica

A Figura 02 e Tabela 1 mostram que o etanol levou a inducdo de hemorragias

(pontuacdo média: 3), edemas (2), perda de células epiteliais (3), neutrofilia infiltracéo
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(1) e pontuacéao total (9) em comparacdo com os tratados com solucdo salina grupo

(escore total 0). Em contraste, o tratamento com TRX foi capaz de prevenir

hemorragia, perda de células epiteliais, edema e infiltrado inflamatdério.

Figura 02. Andlise histopatolégica de TRX na lesdo gastrica. Os cortes histologicos estdo

representados em aumento de 100x (A-C) e 400x (D-F) dos trés grupos em estudo. (A e D) Controle
(Saline 0.9%+ etanol); (B e E) TRX 100 (TRX 100 mg/kg + 0,2uL de etanol absoluto); (C e F) NAC

(300mg/kg de N-acetilcisteina + 0,2uL de etanol absoluto). As setas pretas, vermelhas e azul indicam

a presenca de hemorragia, edema e perda de células epiteliais, respectivamente.

Tabela 01. Efeito gastroprotetor da troxerrutina e N-acetilcisteina em scores histopatologicos das

lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto. Os dados sao apresentados como valores medianos

com minimo e valores maximos entre parénteses. A significancia estatistica foi determinada por meio

do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (comparagbes mudltiplas). *

Valores de p-valor<0,05 foram considerados estatisticamente significativo.

Grupos Hemorragia  Edema Perda de Células Total

Experimentai  (score 0-4) (score O- células inflamatoria (score O-

S 4) epiteliais s 14)

(score 0-3)  (score 0-3)

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0
Controle 4 (3-4) 3(3-4) 3 (2-4) 1(0-1) 11
TRX 1(0-2) * 1(0-1)* 1(0-2)* 0 (0-0) *
NAC 1(1-2)* 1(0-2)* 1(0-2) * 0 (0-0) *
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3.3. Ensaio de Glutationa Reduzida (GSH)

A (Figura 3A) mostra a influéncia do pré-tratamento com Troxerrutina e NAC
no contetdo gastrico de GSH (ug/g de proteina) em Ulceras induzidas por etanol em
animais saudaveis. demonstra que a administragdo de etanol (20.71 + 1.63 ug/g de
tecido) reduziram os niveis gastricos de GSH em comparag¢ao com grupo salina, que
nao recebeu etanol (80.37 + 6.98 ug/g de tecido). Por outro lado, os grupos tratados
com TRX (50.82 + 4,18 ug/g de tecido) e NAC (63.98 + 5.58 ug/g de tecido) preveniram
a deplecao do antioxidante promovida pelo etanol. Nossos resultados indicam que, na
presenca de lesdes gastricas induzidas por etanol, os animais pré-tratados com
Troxerrutina apresentaram niveis mais elevados de GSH, quando comparados ao
etanol, reduzindo os efeitos do etanol e aproximando os valores do grupo salina, que

nao recebeu etanol.

3.4. Niveis de malondialdeido (MDA)

Nos resultados da peroxidacao lipidica (Figura 3B) observou-se que 0s niveis
de MDA gastrico aumentaram significativamente apds administracdo de etanol
(5537.0 £ 604.31 nmol/mg de tecido) em rela¢do ao grupo tratado com solucéo salina
(2391.0 = 99.67 nmol/mg de tecido). O tratamento com TRX promoveu reducéo
significativa (p<0.05) dos niveis de MDA (3919 + 11.27 nmol/mg de tecido). Esses
resultados sugerem a participacdo do estresse oxidativo e seu bloqueio no efeito
antiulceroso da troxerrutina. Os resultados observados indicam que o bloqueio da
producéo de radicais livres também pode estar envolvido na acdo antiulcerogénica da

troxerrutina.
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Figura. 03. Avaliacdo do efeito da troxerrutina no estresse oxidativo. A: Ensaio de
Glutationa Reduzida (GSH); B: Niveis de malondialdeido (MDA). Os resultados

representam médias + S.E.M. *p<0,05 vs. controle.

3.5. Mieloperoxidase (MPO)

A atividade enzimética da mieloperoxidase nos animais tratados com solucao
salina 0,9% antes da inducéo da gastrite com etanol 100% aumentou 5,9 vezes (3,63
*+ 0,93 U/mg de tecido) quando comparada ao grupo salina (0,61 £ 0,23 U/mg de
tecido). Ja os animais tratados com TRX 100 e NAC tiveram reducéo na atividade da
MPO (1,44 +0,31; 1,81 + 0,43 U/mg de tecido, respectivamente).
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Figura 04. Efeito do TRX na atividade da MPO na mucosa géastrica. O pré-tratamento foi realizado com
TRX 100mg/Kg (v.0.) e NAC 300 mg/Kg (v.0.), 30 minutos antes da indugéo da Ulcera géastrica com
etanol 100% (0,2 ml/30g). O grupo néo tratado recebeu solucédo salina (v.0.). A atividade de MPO foi
analisada 1 h apds a inducdo do macerado do estdémago. Média + SEM (n=6). *p<0,05 versus grupo

de controle. (ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferrini).

3.6. Contagem de células da mucosa gastrica: Mastocitos

Para avaliar o efeito do pré-tratamento TRX na mastocitose induzida por etanol,
0 numero de mastécitos no tecido gastrico foi investigado. O alcool (Figura 5B)
aumentou o numero de mastocitos por campo em relagdo ao grupo salina (Figura 7A)

(p<0,05). O pré-tratamento com TRX (100 mg/kg) (Figura 7C) preveniu de mastécitos
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em relacdo ao grupo alcool (p<0,05) (Figura 7B). O grupo NAC (Fig. 7D) apresentou
uma diminuicdo no nimero de mastocitos no estdbmago em relacdo ao grupo alcool
(p<0,05) NAC.
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Figura 05. Contagem de mastocitos estomacais. Em (B), demonstra-se que o
etanol promoveu aumento no nimero de mastécitos (setas pretas) quando comparado
ao grupo salina (A). TRX (100mg/kg) reverteu a mastocitose induzida por alcool (C).
Os painéis A, B, C e D correspondem a imagens obtidas com aumento de 400x. Os
valores sdo apresentados como média + SE do nimero de mastdcitos por campo.
Para analise estatistica, utilizou-se ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey, onde

p<0,05 versus grupo salina e *p<0,05 vs grupo TRX.

3.7. Imunohistoquimica para TNF-a e iNOS

Na imunomarcacdo da mucosa gastrica para INOS e TNF-a (Figura 06),
evidenciou-se que o etanol promoveu aumento significativo da imunomarcagao para
INOS (Figura 06B) e TNF-a (Figura 06G), quando comparado com o grupo salina
(Figura 06A e F). O tratamento com TRX promoveu diminuigdo significativa da
imunomarcacdo para INOS (Figura 06C) e TNF-a (Figura 06H), e NAC também
reverteu a imunomarcacao para iNOS (Figura 06D) e TNF-a (Figura 06l).
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Figura 06. Andlise imuno-histoquimica para avaliacdo da expresséo de iINOS e TNF-a. Grupos Salina
(A e F), Controle (B e G), TRX (C e H), NAC (D e I), % imunomarcada para iNOS e TNF-a (E e J). Os
valores foram expressos como média + S.E.M. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA one-way

seguida do teste de Tukey, onde * p < 0,05 vs. grupo salina, # p < 0,05 vs. Controle.

3.8. Docagem molecular de TRX com sitios de iINOS

Os resultados referentes a docagem molecular da troxerrutina e da iINOS sao
apresentados na Tabela 02. Os parametros de afinidade molecular foram obtidos a
partir da interacdo entre os sitios ativos. A afinidade foi observada com energia de
ligacdo igual a -9,2 kcal.mol-1 (Tabela 02; Figura 09). Nos ligantes foi possivel
observar a interacdo com os aminoacidos Arg260, Arg382, Tyr341, GIn257, Arg193,
Trp366, Pro344, Gly365, lle456 e Trp457 do sitio ativo via ponte de hidrogénio.

Tabela 02. Parametros de afinidade molecular da troxerrutina com a enzima iNOS.
Complexo (Ligante- AGiigacao Ponte de hidrogénio do

Proteina) (kcal.mol ) sitio ativo

Arg260, Arg382, Tyr341,

GIn257, Arg193, Trp366,

Pro344, Gly365, lle456,
Trpd57

TRX -iNOS -9.2
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Figura 07. Docagem molecular do complexo proteina-ligante com a proteina iNOS e
TRX, no sitio ativo, ilustrando o sitio ativo de ligacao (A) com as respectivas interacdes

ponte de hidrogénio (B e C).

3.9. Avaliacdo do papel do oOxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da

troxerrutina em modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol.

Os resultados obtidos para o efeito gastroprotetor da troxerrutina apés o pré-
tratamento de camundongos com L-NAME, um inibidor da atividade de sintese de NO,
sdo mostrados na Fig. 4. No grupo etanol (controle), as lesbes gastricas (18,31 + 3,31)
foram significativamente reduzidos pelo TRX 100 (6,35 + 1,20). A administracéo prévia
de L-NAME interferiu na gastroprote¢cdo do TRX 100 (14,82 * 2,48) em relacdo ao
grupo TRX, indicando que o sistema NO provavelmente esta envolvido com os efeitos

da troxerrutina.
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Figura. 08. Efeitos da inibicdo do oOxido nitrico sintase por L-NAME + L-Arg na
gastroprotecdo da troxerrutina em camundongos submetidos a ulceracdo gastrica
induzida por etanol. L-NAME (10 mg/kg, i.p) ou veiculo foram injetados 15 min antes
da administracédo de Troxerrutina (TRX, 100 mg/kg, p.0). Sessenta minutos depois, as
lesGes da mucosa gastrica foram induzidas com etanol (0,2 ml, p.o.) em todos os
grupos. Os resultados s&o apresentados como médias + S.E.M. ** p<0,05 vs. controle;
*p<0,05 vs. TRX 100.

3.10. Avaliacdo do papel da prostaglandina no efeito gastroprotetor da

Troxerrutina em modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol.

Os resultados do pré-tratamento com indometacina sobre o efeito
gastroprotetor da Troxerrutina sdo mostrados na (Figura 09). Conforme descrito
anteriormente, as Ulceras induzidas por etanol foram significativamente reduzidas pelo
pré-tratamento com TRX 100 (5,41 + 0,79) e misoprostol, um anélogo da PGE1 (8,13
+ 1,55), quando comparado ao controle (18,31 + 3,31). Este efeito foi
significativamente alterado e as Ulceras induzidas por etanol aumentaram pela
administragéo prévia de indometacina (14,26 + 2,51) em comparagdo com TRX 100
sozinho. Um resultado semelhante também foi demonstrado pela combinacdo de
indometacina mais misoprostol (17,63 + 2,28) em comparagdo com o grupo de
misoprostol sozinho. Esses resultados indicam que o efeito da Troxerrutina,
semelhante ao do misoprostol, € pelo menos em parte dependente da sintese de

prostaglandinas.
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Figura. 09. Efeitos do pré-tratamento com indometacina na gastroprotecdo da
troxerrutina em camundongos submetidos a ulceracdo gastrica induzida por etanol.
Os camundongos foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg, p.o.) ou veiculo,
2h antes da administracdo oral de TRX 100 ou solucédo salina para cada grupo.
Sessenta minutos depois, as lesdes gastricas foram induzidas com etanol absoluto
(0,2 ml, p.o.). Os valores sdo expressos como médias + S.E.M. *p<0,05 vs. controle;
** p<0,05 vs. TRX; #p<0,05 vs. MISO.

4 Discusséo

A Ulcera gastrica € uma doenca ulcerativa de natureza inflamatéria que pode
se desenvolver no duodeno e no estbmago e que tem prevaléncia ao longo da vida
de 5 a 10% dos pacientes, onde boa parte dessa lesdo é gerada pela ingestdo de
alcool e vale ressaltar que um numero relevante de pacientes permanece
assintomatico até a descoberta da doenca (WOOLF et al., 2022). Dentre os efeitos
lesivos promovidos pelo &lcool na mucosa gastrica, pode-se relacionar lesdo da
membrana celular, esfoliacéo, citotoxicidade direta ou induzida pelo estresse oxidativo
e inflamacéo, aumento da permeabilidade ao &cido gastrico, infiltragdo de mastécitos
e macréfagos e neutrdfilos e liberagcdo dos seus granulos intracitoplasmaticos de
produtos vasoativos, que culminam em necrose e formagéo de ulcera (RUBAB et al.,
2022; SHAMS; EISSA, 2022). Por esta razdo, o etanol é geralmente usado para
induzir lesdes gastricas em animais experimentais, devido a possibilidade de leséo
direta ou indireta através da instauracdo do estresse oxidativo e do processo
inflamatorio (FAHMI et al., 2018).
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Os flavonoides, por sua vez, representam uma classe altamente diversa de
metabdlitos secundarios, com diversas atividades bioldgicas, muitas delas no trato
gastrointestinal, como propriedades antisecretora, antidiarreicas e antiulcerosas
(MOTA et al., 2009; ROKAYA et al., 2014). Em nossos ensaios pré-clinicos, utilizamos
um modelo experimental de lesdo gastrica induzido por etanol determinado por Robert
et al. (1979) com adaptacGes de Camara Neto et al. (2022), onde foi avaliado o efeito
do TRX em lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto e mostramos que a
troxerrutina na dose de 100 mg/kg preveniu os efeitos nocivos ulcerativos induzidos
pelo etanol. Esses resultados corroboram os demonstrados por Abdel-Raheem et al.
(2010), que observou em seus estudos diminuicdo do dano histoldgico, do infiltrado
inflamatoério e melhora do estresse oxidativo alterado e dos parametros bioquimicos.

Flavonoides, ja foram indicados como detentores de atividade citoprotetora por
diversos mecanismos, como aumento do fluxo sanguineo da mucosa, estimulacdo da
sintese de muco e dos niveis de PGs (RUIZ-CRUZ et al., 2017), bem como devido
suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (AHMAD et al., 2014; HIGUCHI
et al., 2014). Para TRX também é creditado efeito gastroprotetor, que possivelmente
envolva multiplos mecanismos de acdo. Dessa forma, avaliamos o potencial
antioxidante de TRX, e observou-se eficacia na reversdo dos niveis de MDA e
aumento de GSH, promovidos pelo etanol, o que se encontra em conformidade com
relatos do efeito antioxidante de TRX (BADALZADEH et al., 2015; PANAT et al., 2016;
BADALZADEH et al., 2017; XIN et al., 2018).

O alcool ao estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio e
instauracao do estresse oxidativo desempenha um papel importante no aparecimento
e desenvolvimento de lesdes gastricas (SELMI et al., 2017), bem como induz a
producédo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
@), que por sua vez exacerba a resposta inflamatéria aguda ja instalada. Quando
avaliamos a expressao do TNF-a, evidenciamos que o tratamento de lesdes gastricas
com TRX apresentou menor percentual de area de imunomarcacao tecidual, ou seja,
menor numero de células imunomarcadas, para esta citocina. Um estudo realizado
com o flavonoide Bryophyllum pinnatum refor¢ca os achados de nossas analises e 0
potencial antiulcerogénico da troxerrutina (ARAUJO et al., 2021). Esses dados
reforcam o efeito protetor do TRX no dano gastrico induzido pelo etanol. Aliado os

achados anti-inflamatorios ja relatados, evidenciou ainda no presente estudo que TRX
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promoveu a diminuicdo da atividade de mielopreoxidase (MPO) e diminuiu a
degranulacdo de mastocitos teciduais. Miranda et al. (2020), obteve dados
semelhantes do efeito anti-inflamatério da TRX em modelos experimentais de
inflamag&o na mucosite intestinal.

Os mastécitos sdo poderosos moduladores imunoldgicos do microambiente
tecidual, onde contribuem para a homeostase gastrointestinal, seja pela protecéo
imunoldgica ou pela regulacédo da arquitetura e permeabilidade da barreira epitelial
(HAMILTON et al., 2014). Todavia, de forma paradoxal, a depender da natureza de
seus receptores de superficie e dos mediadores secundarios liberados de seus
granulos, os mastocitos podem ser agentes criticos na patogénese dos processos
inflamatorios, devido a amplificacao da resposta inflamatdria, que se deve a liberagcéo
de mediadores inflamatérios contidos em seus granulos (DE WINTER et al., 2012;
THEOHARIDES et al., 2012). A TRX conseguiu reverter significativamente a
mastocitose, 0 aumento do nimero de mastécitos, promovida pelo etanol, todavia,
além de evitar a instauracao da degranulacdo como visto no grupo tratado somente
com etanol.

Corroborando, evidenciou-se que TRX diminuiu a atividade enzimética da
mieloperoxidase (MPO) promovida pelo etanol. Sabendo que a liberacdo dos granulos
primarios dos neutréfilos detentores de MPO é precedida pela ativacao neutrofilica
através de citocinas pro-inflamatdrias (JOHNSON et al., 2011), e que este evento
desencadeara a liberacao e ativacdo da enzima MPO, que culminardo na liberacéo
de espécies reativas de oxigénio, ativacdo de citocinas inflamatorias, ao
evidenciarmos diminuicdo da atividade de MPO (RYMASZEWSKI et al.,, 2014),
determinamos um importante mecanismo anti-inflamatorio que TRX atua para preveni
a lesdo géstrica induzida por etanol.

Além da potente atividade anti-inflamatoéria e antioxidante de TRX, diversos
mecanismos de agcdo podem estar envolvidos neste efeito protetor da troxerrutina.
Dessa forma, na tentativa de elucidar o mecanismo de acéo do efeito protetor da
troxerrutina nas lesdes gastricas, descobrimos que o TRX parece atuar tanto na via
do o6xido nitrico (NO) quanto nas prostaglandinas (PGs), ambas fundamentais na
protecdo da mucosa gastrica. O NO € um importante agente de protecéo e defesa
gastrica, e encontra-se envolvido na modulacéo da secrec¢éo gastrica, fluxo sanguineo

da mucosa gastrica e adesao de neutrofilos (RIOS et al., 2010). Para investigar o
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envolvimento de TRX na via do NO, o inibidor da NO sintase (L-NAME) foi usado para
avaliar o efeito protetor de TRX na lesédo gastrica induzida por etanol. Observamos
que o pré-tratamento com L-NAME interferiu na gastroprotecdo de TRX. O NO é um
mediador gasoso, tem sido apontado como um mediador crucial na defesa da mucosa
gastrointestinal (NISHIO et al., 2006; WALLACE, 2019), sendo um dos principais
agentes envolvidos na regulacdo do fluxo sanguineo gastrico e da microcirculacédo
gastrica, ambos, conhecidamente séo fatores protetores essenciais para regulacéo da
homeostase gastrintestinal (MOUSA et al., 2019). A geracdo continua de
prostaglandinas (PGs) também representa um mecanismo crucial de protecao
gastrica. As PGs presentes em todo o trato gastrointestinal desempenham um papel
fundamental na manutencédo da integridade da mucosa modulando vérias fun¢des do
trato gastrointestinal (BRZOZOWSKI et al., 2005; TAKEUCHI et al., 2018). Ao avaliar
o efeito da TRX nesta via, usamos misoprostol (MISO), um analogo de prostaglandina
E1l (PGE1), e indometacina, um inibidor da sintese de PGs, que atua pelo bloqueio
reversivel da via mediada pelas ciclooxigenases (COX), demostramos que o efeito
gastroprotetor da TRX no dano gastrico induzido por etanol, possivelmente envolva
atuacao pela via das PGs, pelo fato que o efeito protetor da TRX na lesdo gastrica
diminui significativamente quando a indometacina foi administrada.

Além da eliminacéo de radicais livres, inibicdo do estresse oxidativo e quelacéo
de metais pesados, os mecanismos de agdo dos flavonoides, envolvem sua
capacidade de interacdo com receptores de membrana, produtos génicos visando a
inibicdo de acbes especificas e, dessa forma, inibicdo da quinases e modular
diretamente uma resposta limitada. O flavonoide epigalocatequina-3-galato (ECGC),
por exemplo, atua como ligante ao receptor EP1 (receptor de prostaglandina)
ocupando os sitios de ligacdo do ATP (SAFE et al., 2021). Todavia, os flavonoides
podem aumentar, diminuir ou ndo afetar os niveis de enzima inflamatérias como a
COX-2 (LOPEZ-POSADAS et al., 2010), e por consequéncia a interferir ou ndo na
producdo de PGs, a depender do flavonoide envolvido (HAMALAINEN et al., 2011).

Diante disso, realizou-se a docagem molecular para avaliar a interacao entre
TRX e enzima iNOS. Como esperado, observou-se que TRX se liga com grande
afinidade a sitios ativos para ligacdo existente na enzima iINOS. Docagens
moleculares entre TRX e sitios ligantes de outras enzimas inflamatorias também foram

evidenciados em MIRANDA et al. (2020). Assim como os demais flavonoides, as
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atividades biologicas de TRX em patologias ulcerativas e inflamatérias como Ulcera
gastrica, encontram-se pautadas pela modulacéo das diversas fases dos processos
inflamatoérios (RIBEIRO et al.,, 2015), desde a transcricdo e expressdo génicas a
inibicdo de atividade enzimatica e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio.
Nossos resultados demonstram que a troxerrutina na dose 100mg/kg possui atividade
gastroprotetora contra lesdo gastrica induzida por alcool absoluto, e esta acéo
aparentemente envolve a participagdo do 6xido nitrico e prostaglandinas, além de

termos evidenciado o potencial efeito antioxidante da Troxerrutina.
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4. CONCLUSAO GERAL

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstraram que a troxerrutina
tem efeito gastroprotetor significativo em modelos de Ulcera induzida por etanol, que
podem ser mediados por Oxido nitrico e prostaglandinas. Esses efeitos
gastroprotetores foram confirmados por dados histopatolégicos e imuno-
histoquimicos para TNF-a. Além disso, a substancia possui propriedades
antioxidantes, observadas pelo aumento do teor de GSH e pelo blogueio da
lipoperoxidacdo (MDA) e da producdo de radicais livres. Estudos ainda sao
necessarios para elucidar melhor o exato mecanismo de acdo da troxerrutina,
provavelmente a participacéo da via NO/PG também esteja envolvida em seu efeito

gastroprotetor.
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ANEXO A - Certificado de aprovacdo na Comisséo de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da UFC.

UNIVERSIDADE Comissao de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA E MECANISMO DE A(;flO DA TROXERRUTINA: UM
FLAVONOIDE SEMISSINTETICO DA RUTINA", protocolada sob o CEUA n? 2349251021 (o c0z2074), sob a responsabilidade de Francisca
Cléa Florenco de Sousa e equipe; Francisco Rafael Oliveira da Silva - que envolve a produgdo, manutencgao e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 20/01/2022.

We certify that the proposal "ANTIULCEROGENIC ACTIVITY AND MECHANISM OF ACTION OF TROXERUTIN: A SEMIS-SYNTHETIC
FLAVONOID OF RUTIN", utilizing 48 Heterogenics mice (48 males), protocol number CEUA 2349251021 (o ocozo7s), under the
responsibility of Francisca Cléa Florenco de Sousa and team; Francisco Rafael Oliveira da Silva - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 01/20/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2022 a 12/2022 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacologia
Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a5 semanas N: 48
Linhagem: Swiss Peso: 25a35¢

Local do experimento: A manutencdo e alojamento dos animais serdo realizadas no Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia (DFF) localizado na Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 - Rodolfo Tedfilo, Fortaleza -CE. O protocolo experimental sera
realizado em salas de experimentagao adequadas para o manuseio de animais, sem ruidos e devidamente higienizadas, mantendo
as condigdes de temperatura e ciclo claro/escuro anteriormente descritos. A eutanasia sera executada em sala separada, isolada
do ambiente de alojamento dos animais, impedindo a passagem de ruidos e odores provenientes da referida sala.

Fortaleza, 20 de janeiro de 2022

Y Rmcans Ko

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara
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