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RESUMO

Os tratamentos utilizados para Ulcera gastrica apresentam diversos efeitos colaterais
além de ndo conseguir evitar a recorréncia das lesfes. Dessa maneira ha uma
necessidade de se investigar novos compostos bioativos que oferecam uma
terapéutica mais segura, eficaz e que ajudem a diminuir a quantidade de efeitos
indesejaveis. O &cido galico (AG), composto fendlico, é reconhecido por apresentar
atividades terapéuticas benéficas, como atividade anti-inflamatéria, antioxidante e
gastroprotetora. O &cido usnico (AU), um metabdlito secundario de liqguens, também
apresenta relevante acdo anti-inflamatoéria, antiproliferativa e gastroprotetora. A
interacdo entre duas moléculas bioativas podem resultar em uma acao sinérgica,
além de permitir o aparecimento de um novo efeito antes ndo conhecido. Assim,
esse trabalho teve como objetivo estudar a propriedade gastroprotetora e antitlcera
do AG em modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por etanol e avaliar o
potencial efeito sinérgico com o AU. A citotoxicidade foi avaliada frente as linhagens
de macrofagos (J774) e células embrionarias de rim (HEK-293). A atividade
antiulcerogénica foi avaliada; o AG (50 e 100 mg/kg) e AU (25 e 50 mg/kg) foram
administrados de forma isolada ou simultaneamente (AG:AU — 50:25 mg/kg). Foram
analisados parametros bioquimicos de secrecdo gastrica (pH e concentragio de H).
A atividade gastroprotetora foi avaliada através da quantificacdo do muco aderido a
mucosa gastrica. Através das andlises dos resultados, foi possivel observar que o
AG possui baixa citotoxicidade com viabilidade maior que 100% frente as duas
linhagens, enquanto o AU apresentou viabilidade baixa (24,22 + 2,21%) frente a
J774 na concentracdo (240 pg/mL). Em associacdo, (AG:AU) apresentaram alta
viabilidade de (95,96 + 12,96%) na concentracdo citada anteriormente. Os
parametros bioquimicos demonstraram que o AG e/ou AU mantém a medida do pH
de forma basal sem diminuic&o significativa da acidez. Através da determinacdo do
indice de Lesdo Ulcerativo e Histologico, foi comprovada a inibicio da Ulcera
gastrica induzida, que sugere o alto poder de reparo tecidual dos dois compostos, o
AG:AU conseguiu inibir em 98,14% e 99,41% apd6s 3 e 7 dias de tratamento,
respectivamente, enquanto o Lansoprazol, usado como farmaco de referéncia, inibiu
cerca de 68% nos dois tempos de tratamento. O AG:AU mostrou aumento
significativo na producdo de muco (557,33 + 54,44 ug/g), com valor maior que a
soma dos resultados dos grupos dos animais que receberam o AG (136,5+ 17,32
ug/g) e AU (314 + 43,78 pg/g) separadamente, mostrando que existe efeito sinérgico
de acdo desses dois compostos. Dessa forma, conclui-se que AG e AU
apresentaram efeitos gastroprotetor, antiulcerogénico e sinérgico, quando
associados.

Palavras-chave: Ulcera Gastrica. Acido Galico. Acido Usnico. Sinergismo.

Gastroprotetor.



ABSTRACT

The conventional treatment of gastric ulcer has several side effects besides not being
able to avoid the recurrence of the lesions. In this way there is a need to investigate
new bioactive compounds that offer safer, more effective therapy and that help
reduce the amount of undesirable effects. Gallic acid (GA), a phenolic compound, is
recognized for its beneficial therapeutic activities, such as anti-inflammatory,
antioxidant and gastroprotective activity. Unic acid (UA), a secondary metabolite of
lichens, also has a relevant anti-inflammatory, antiproliferative and gastroprotective
action. The interaction between two active molecules can result in a synergetic
action, in addition to allowing the appearance of a new effect previously unknown.
Thus, this study aimed to study the gastroprotective and antiulcer properties of GA in
an experimental model of gastric lesion induced by ethanol and to evaluate the
potential synergetic effect with UA. Cytotoxicity was evaluated against macrophages
(J774) and embryonic kidney cells (HEK-293). The antiulcerogenic activity was
evaluated through the model of gastric injury induced by ethanol; GA (50 and 100
mg/kg) and UA (25 and 50 mg/kg) were administered alone or simultaneously
(GA:UA - 50:25 mg/kg). Biochemical parameters of gastric secretion (pH and H*
concentration) were analyzed. The gastroprotective activity was evaluated by
guantification of mucus adhered to the gastric mucosa by standard curve
interpolation of alcian blue. Through the analysis of the results, it was possible to
observe that the GA has low cytotoxicity with viability greater than 100% in relation to
the two lines, while the UA presented low viability (24.22 + 2.21%) compared to J774
in the concentration (240 ug/mL). In association (GA:UA) they presented high viability
of (95.96 * 12.96%) in the aforementioned concentration. The biochemical
parameters demonstrated that the GA and/or UA maintain the pH measurement at
baseline without significant decrease in acidity. Inhibition of induced gastric lesions
was demonstrated by the determination of the Ulcerative and Histological Injury
Index, suggesting the high tissue repair power of the two compounds, the GA:UA
was able to inhibit in 98.14% and 99.41% after 3 and 7 days of treatment,
respectively, while Lansoprazole used as the reference drug inhibited about 68% at
both treatment times. The GA:UA showed a significant increase in mucus production
(5657.33 + 54.44 ug/g), with a value greater than the sum of the results of the groups
of animals that received the GA (136.5 + 17.32 pg/g) and UA (314 + 43.78 pg/g)
separately, showing that there is a potential synergistic action effect of these two
compounds. Thus, we conclude that AG and AU presented gastroprotective,
antiulcerogenic and synergic effects when associated.

Keywords: Gastric Ulcer. Gallic Acid. Usnic Acid. Synergism. Gastroprotective.
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1 INTRODUCAO

As doencas do trato gastrointestinal (TGI), principalmente as Ulceras gastricas
e as complicacbes ocasionadas sdo exemplos de agravos a saude publica, que
apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade, além de custos elevados no
tratamento de suas complicacdes. A prevaléncia das Ulceras géastricas € de 8 a 10%
na populacdo dos paises industrializados, acreditando-se que a incidéncia desta
patologia ocorra devido a fatores relacionados ao cotidiano dos individuos, como
jornadas de trabalho estressantes, maus habitos alimentares, infeccdo bacteriana
por Helicobcter pylori e 0 uso prolongado de anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINEs), além do uso continuo de agentes irritantes como alcool e tabaco, os quais
sdo fatores que influenciam na reducdo da defesa da mucosa gastrica
(NASCIMENTO, 2013; LIU et al., 2015).

O tratamento e a cura das Ulceras gastricas ainda sédo discutiveis. Sabe-se
que pode haver completa cicatrizacdo ou ndo da lesdo além da regeneracdo do
epitélio, assim permanecendo por periodos variaveis. Apesar da grande quantidade
de farmacos disponiveis para o tratamento da Ulcera gastrica, ainda ndo foi
encontrado um farmaco com capacidade de promover um tratamento com total
cicatrizacdo das lesbes, havendo dessa forma, a recidiva da patologia e o
reaparecimento das reacdes adversas causadas pela continuidade do tratamento
com esses farmacos (LALOO et al., 2014; BOLIGON et al., 2014).

Vale ressaltar que com os casos da doenca em ascensdo, ha uma grande
necessidade de desenvolver novos estudos para a descoberta de novas moléculas
gue previnam o aparecimento de lesdes e promovam uma aceleracao no reparo das
Ulceras, diminuindo o tempo de tratamento (LALOO et al., 2014; LIU et al., 2015). O
acido galico (AG), éacido 3,4,5-triidroxi-benzéico, é uma substancia fendlica,
intermediaria do metabolismo secundario de plantas. E conhecido por apresentar
diversas funcdes biolégicas, como atividade antioxidante (BADHANI; SHARMA;
KAKKAR, 2015), antitumoral, anti-inflamatéria e gastroprotetora apresentando
citotoxicidade seletiva para células cancerigenas, fazendo deste farmaco uma
biomolécula fundamental para uso terapéutico (VERMA; SINGH; MISHRA, 2013).

Outro composto importante de origem natural que podemos destacar € o
acido asnico (AL), [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,9B/aH)-

dibenzofurandiona; C,gH1607], resultante do metabolismo secundario de varias
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espécies de liquens, tais como Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae),
Lecanora (Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae)
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Este composto é bem conhecido e estudado pelas
diversas propriedades biologicas ja descritas como atividade antitumoral,
antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, anti-inflamatoéria. Além disso, apresenta
acao gastroprotetora, mostrando-se um composto promissor para o estudo e
tratamento de diversas patologias (FRANCOLINI et al., 2004; BAZIN et al., 2008;
ARAUJO et al., 2015).

A associacdo de substancias com propriedades gastroprotetora e
antiulcerativa pode ser uma ferramenta importante para a prevencao e tratamento
das Ulceras gastricas, uma vez que a terapia combinada pode ajudar a prevenir o
aparecimento das lesfGes, minimizar os efeitos adversos causados pelo tratamento
continuo, além de diminuir as recidivas comuns a esta patologia, promovendo assim
uma potencializagéo nos efeitos dessas substancias.

Vérios estudos descrevem que, a interacdo entre duas moléculas ativas
podem resultar em uma acdo sinérgica. Essa interacdo potencial pode alterar os
efeitos farmacoldgicos, que pode resultar na potencializacdo das atividades
biolégicas conhecidas, além de permitir o aparecimento de um novo efeito antes nao
visto quando administrada isoladamente (CASCORBI, 2012; SEGATORE et al.,
2012). Dessa forma, surge a necessidade e o interesse de se avaliar o efeito da
combinacdo de moléculas bioativas, como o acido galico e acido Usnico para

possivel uso na prevencao e tratamento de doencas como a Ulcera gastrica.



18

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a propriedade gastroprotetora e antiulcerogénica do 4cido galico em
modelo experimental de lesdo gastrica induzida por etanol e avaliar o possivel efeito

sinérgico com o &cido usnico.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do &cido galico isolado e associado ao acido Usnico
frente a linhagens de células indiferenciadas avaliando o possivel efeito
sinérgico in vitro;

e Avaliar os efeitos do acido galico isolado e associado ao acido Usnico na
protecdo da mucosa e na cicatrizacdo das lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em ratos;

e Investigar a acdo do acido galico isolado e associado ao acido Usnico sobre
0s parametros bioquimicos de acidez da secrecdo gastrica (pH e
concentracéo de H").
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anatomia e Fisiologia do Estdbmago

O estdbmago € um 6rgdo do sistema digestivo localizdo na parte superior
esquerda da cavidade abdominal. E um 6rg&o notavel que auxilia na digestéo sendo
responsavel por receber o bolo alimentar do eséfago apds o processo de degluticdo,
possuindo trés funcbes basicas gerais: armazenamento, digestdo e protecao
(SILVERTHORN, 2010; BRUNEAU, 2017). De acordo com a anatomia (Figura 1.1) &
dividido em quatro regifes: céardia, fundo, corpo e piloro ou antro. O fundo esta
situado na regido superior e se relaciona a regido gastroesofégica, o corpo € a maior
regido do estbmago e o antro esta situado na porcdo proximal ao canal pilérico
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BRUNEAU, 2017).

Figura 1.1 — Anatomia do estdbmago

Musculy | Camada ciouter
axtorna

Fonte: SILVERTHORN, 2010.

O estdmago possui formas e diversos tamanhos que dependem da anatomia
de cada individuo. Possui uma tanica mucosa com uma unica camada de células
superficiais epiteliais. Em analises microscopicas sao considerados apenas trés
regibes histolégicas, pois o fundo e corpo possuem estruturas idénticas. Possui
também duas curvaturas, dois esfincteres denominados de céardia e piloro, vaso e
artérias que irrigam o trato gastrointestinal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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O estbmago € constituido por quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular externa e serosa. A mucosa € a camada interna e possui um grande
namero de glandulas gastricas. A submucosa é constituida de tecido conjuntivo
frouxo. A camada serosa recobre grande parte do Orgdo, exceto uma regiao
pequena da céardia (DANGELO; FANTTINI, 2007; BRUNEAU, 2017). Nessas
camadas estdo presentes diversas células, responsaveis por produzirem 0 suco
gastrico e sdo denominadas de acordo com o tipo de secrecao, podendo ser péptica
ou parietal, a secre¢cao péptica possui em sua composi¢cdo muco, bicarbonato, sodio,

potdssio e pepsinogénio enquanto a secrecdo parietal € composta por acido
cloridrico (REIS, 2003; GUYTON; HALL, 2011; BRUNEAU, 2017).

Figura 1.2 — Esquema das camadas do estdmago
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Fonte: HIB, 2003.

Na primeira camada do estbmago, denominada mucosa, encontra-se as
fossetas gastricas, nestas fossetas desembocam glandulas tubulares ramificadas,
denominadas de glandulas gastricas (Figura 1.2), subdivididas em trés regides
distintas, classificadas como istmo, com células mucosas superficiais em
diferenciacéo; colo, com células-tronco, mucosas do colo e enteroenddcrinas; e
base, com células zimogénicas e enteroenddcrinas. (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; SILVERTHORN, 2010).
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Diariamente, uma grande quantidade de suco gastrico é secretada pelo
estbmago; além de uma quantidade consideravel de muco e bicarbonato que
contribuem para a protecdo da mucosa gastrica (RANG et al., 2012). O processo de
digestao ocorre de acordo com diversos estimulos, por meio de fatores endégenos e
exodgenos. Durante esse processo, apdés a degluticdo, o estdbmago repleto de
alimento, diminui o tamanho do fundo gerando contragdes do antro que resultam no
esvaziamento gastrico. Em decorréncia de fatores, como a distensdo do duodeno ou
jejuno, a acdo da gastrina, a pressdo do esfincter do esbéfago, a diminuicdo da
motilidade géastrica e o esvaziamento do piloro, estimulos irritantes séo produzidos o
que resultam na acidificagcdo do duodeno. Ocorre ainda, a ocorréncia de fatores
exdgenos, que sao de extrema relevancia na relacdo da fisiologia das patologias
gastricas (RAMSAY; CARR, 2011; BRUNEAU, 2017).

A mucosa gastrica possui dois tipos de glandulas: glandulas piléricas e
oxinticas, além de células secretoras que apresentam funcées na manutencdo da
integridade gastrica (Figura 1.3). As glandulas piléricas apresentam trés tipos de
células: as células G que secretam gastrina; as células D e células mucosas que
liberam muco. As glandulas oxinticas sdo compostas por células mucosas; células
do tipo parietais que secretam &cido cloridrico; células enterocromafins que
secretam histamina; células principais ou pépticas que secretam pepsinogénio e
células do tipo D que secretam somatostatina (GUYTON; HALL, 2011; SCHUBERT,
2015).

Figura 1.3 - Anatomia funcional da mucosa gastrica
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3.2 Fisiologia da secrecdo acida gastrica

As células parietais sao as principais secretoras de acido na mucosa gastrica.
O &acido cloridrico (HCI), principal constituinte do acido gastrico, também é secretado
pelas células parietais. Além do HCI, existem outros constituintes da secrecdo
gastrica como pepsinogénio, muco, bicarbonato e eletrdlitos, fundamentais no
processo digestério, assegurando equilibrio no ambiente intragastrico (JAIN et al.,
2007; SCHUBERT et al., 2011). A secrecao géstrica cria um ambiente acido que
permite ativar a producdo da pepsina e decompor proteinas em peptideos que
posteriormente serdo absorvidos no intestino delgado (LANDA; DUMON; DEMPSEY,
2019).

A secrecao gastrica apresenta trés fases: a fase cefalica que é estimulada
pela visdo, sabor dos alimentos e cheiro; a fase gastrica estimulada pelo contato do
alimento com o limen gastrico aumentando a secrecao gastrica e a fase intestinal
que € estimulada pela presenca de aminoacidos e peptideos que causa a distensao
mecanica (RAMSAY; CARR, 2011; SCHUBERT, 2016).

Entre os hormdnios que estimulam a secrecdo gastrica nas glandulas
gastricas (Figura 1.4), ha a acetilcolina (neurotransmissor), a gastrina (hormonio) e
histamina (peptideo paracrino). A acetilcolina se liga a receptores muscarinicos M3
na membrana basolateral das células parietais; é liberada por fibras pos-
ganglionares parassimpéticas que inervam a mucosa gastrica e por fibras do
sistema nervoso entérico (SNE) estimulando as células secretoras a producédo de
acido cloridrico, as células pépticas a liberarem no limen o pepsinogénio e células
mucosas a secretarem muco (RAMSAY; CARR, 2011).

A gastrina é liberada pelas células G do antro gastrico e por células do
duodeno, tem como fungdo principal aumentar a secrecdo do pepsinogénio
estimulando o fluxo sanguineo e a motilidade gastrica. A histamina, por sua vez, é o
principal mediador fisiolégico na secrecdo de &cido cloridrico (GOO et al., 2010;
GUYTON; HALL, 2011).

A ativacdo das vias que dependem do Ca®" intracelular pela gastrina e
acetilcolina ou pela via de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) pela histamina,
ativam a H'/K'-ATPase nas células parietais, resultando na secrecdo &cida
estomacal (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Dessa forma ha uma
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relacdo entre as vias, que garante a secre¢ao acida e sua regulacdo de maneira
eficaz (GOO et al., 2010; RAMSAY; CARR, 2011).

3.3 Fatores de protecdo da mucosa gastrica

A mucosa gastrica é constantemente exposta a fatores maléficos como pH
fortemente &cido, presenca de enzimas proteoliticas ativas, infeccbes por
Helicobacter pylori, além dos agentes irritantes como alcool, AINEs, alimentos em
diferentes temperaturas que podem levar ao surgimento de lesdes (WALLACE,
2008). Em contrapartida, a mucosa gastrointestinal pode manter-se integra e
funcional, devido a mecanismos de defesa classificados como pré-epiteliais,
epiteliais e subepiteliais que abrangem processos dinamicos com atuacdo das acdes
locais e hormonais (DONG; KAUNITZ, 2006; LAINE et al., 2008; TULASSAY;
HERSZENYI, 2010).

Entre os mecanismos defensores podemos citar os pré-epiteliais (muco,
bicarbonato, fosfolipidios surfactantes e acido gastrico), fatores epiteliais (defesas
antioxidantes, prostaglandinas e éxido nitrico) e fatores de defesa subepitelial (fluxo
sanguineo e resposta inflamatdria aguda). O muco é fundamental na protecdo da
mucosa gastrica (Figura 1.4), visto que reveste a superficie epitelial do trato
gastrointestinal desde o estdmago até o célon. E constituido por um gel transparente
e viscoso, que adere a superficie, composto por 95% de agua e 5% de mucina
(glicoproteinas); a mucina é o principal componente estrutural presente no muco que
promove uma barreira protetora contra agentes nocivos, enzimas e microrganismos
(BOEGH; NIELSEN, 2015; CARLSON; LOCK; CARRIER, 2018).

A camada de muco atua como uma barreira fisica protetora impedindo o
acesso da pepsina, presente no lumen, a mucosa gastrica. A capacidade que o
muco apresenta de proteger o estbmago depende da estrutura e espessura do gel e
aderéncia a superficie da mucosa, além disso, 0 muco mantem o gradiente de pH
estavel, impedindo danos por uma agressdo enzimatica causada pela pepsina. As
enzimas proteoliticas degradam e solubilizam o gel mucoso (LIELEG; RIBBECK,
2011; SIGURDSSON; KIRCH; LEHR, 2013).
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Figura 1.4 — Fatores protetores da mucosa
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O muco fica armazenado em granulos citoplasmaticos até que haja exocitose
pela regido apical das células epiteliais, quando estimulados por hormonios
gastrointestinais (BOEGH; NIELSEN, 2015). As ulceras pépticas ocorrem quando a
mucosa gastrica € comprometida. A barreira muco-bicarbonato secretada pelo
epitélio, € um mecanismo de defesa e serve como barreira contra a autodigestao
provocada pelo &cido e pepsina. No duodeno, as prostaglandinas sintetizadas pelas
ciclooxigenases do tipo 1 (COX-1) ativam a secrecao de bicarbonato através da
interacdo com receptores EP3; e EP4 (NIV; BOLTIN, 2012; SIGURDSSON; KIRCH,;
LEHR, 2013; CARLSON; LOCK; CARRIER, 2018).

No momento que a barreira de protecado pré-epitelial € superada, ocorre a
ativacdo de mecanismos de defesa epitelial e subepitelial. Um dos mecanismos mais
importantes € a reducdo do estresse oxidativo. Varios fatores podem desencadear o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como um processo
inflamatorio que ativa e recruta neutrofilos por meio de citocinas pro-inflamatorias
(DONG; KAUNITZ, 2006).

O estresse oxidativo pode ser impedido por defesas antioxidantes enzimaticas
e quimicas. As concentracdes de ROS dentro das células sdo minimas, em

condi¢cBes normais, devido a regulacdo das enzimas antioxidantes que bloqueiam a
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formacdo desses radicais livres e promovem a primeira linha de defesa contra
superoxido e peroxido de hidrogénio sendo elas: a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST)
(KWIECEN et al., 2014; YANDRAPU; SAROSEIK, 2015).

Os compostos sulfidrilicos apresentam também um papel relevante na
protecdo da mucosa géstrica, pois eles se ligam aos radicais livres, liberados no
processo inflamatorio, evitando assim a les@o géastrica e consequentemente & morte
celular (KATO et al., 2000; SANCHEZ-MENDOZA et al., 2019).

As prostaglandinas (PGs) sdao um grupo derivados de &cidos graxos
compostos por 20 carbonos ligados ao &tomo de oxigénio. Sao produzidas a partir
do metabolismo do &cido araquidénico produzido pelo estbmago e duodeno através
de enzimas ciclooxigenases (COX). Na barreira gastrica € um facilitador e
estimulante da maioria dos mecanismos protetores. As PGs mantém a integridade
da mucosa e melhoram os mecanismos de defesa, regulando a secrecéo de acido
gastrico, muco-bicarbonato, o fluxo sanguineo da mucosa e a motilidade por meio de
receptores do tipo E que contribuem para a citoprotecdo gastrica (FORNAI et al.,
2011; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). As principais PGs envolvidas na protecéo da
mucosa gastrica sdo as PGE, e PGl,, que ativam receptores presentes nas células
do epitélio, causando diminuicdo da liberacdo do acido géstrico, aumentando
consequentemente a producdo de muco (DIAS et al., 2011; FORNAI et al., 2011).

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre, produzido e liberado pelo endotélio
vascular e terminacdes nervosas sensoriais, codificado através de trés genes (nNNOS
(sintase neuronal), eNOS (sintase endotelial) e INOS (sintase induzida) que
possuem a capacidade de produzir mecanismos regulatérios e complementares
distintos. O NO reage com guanilil ciclase solavel (GCs), induzindo um aumento
celular do segundo mensageiro, catalisando a conversao de guanilil trifosfato (GTP)
para guanilii monofosfato ciclico (GMPc) aumentando assim a concentracdo de
GMPc intracelular (SZLACHCIC et al., 2013; MAGIEROWSKI et al., 2015).

A protecéo feita pelo NO esté relacionada com a sua capacidade de aumentar
o fluxo sanguineo da mucosa estabilizando a atividade dos mastocitos. O NO inibe a
secrecdo de HCI nas células parietais, protegendo a barreira da mucosa e a
integridade epitelial gastrica. No entanto, alguns estudos demonstram que a
producdo excessiva de NO associado a inflamagéo pode levar a perda da fungéo da
barreira géstrica pela producdo de muco, isso comprova que o NO pode determinar
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0 aumento na permeabilidade epitelial através dos seus niveis de producéo e sua
isoforma geradora (MAGIEROWSKI et al., 2015; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

A microcirculacdo é fundamental para garantir a demanda de oxigénio e o
suprimento de nutrientes e horménios as células da mucosa que contribuem para o
reparo tecidual (TULASSAY; HERSZENYI, 2010). O fluxo sanguineo é controlado
pelo sistema nervoso e varios mediadores inflamatérios como o NO e PGs. Quando
fatores agressivos penetram a camada subepitelial da mucosa, neurénios sensoriais
medeiam um aumento do fluxo sanguineo da mucosa, limitando a penetracdo em
camadas mais profundas da mucosa, esses mecanismos sao fundamentais para
minimizar os danos e facilitar a reparacdo tecidual. Devido a presenca da
microcirculacdo sanguinea a mucosa pode ficar exposta a concentracdes altas de
acido sem que ocorra leséao epitelial significante (LAINE et al., 2008; YANDRAPU;
SAROSEIK, 2015).

3.4 Fatores agressores da mucosa gastrica

Dentre os fatores exdgenos, um dos mais agressivos a mucosa gastrica € o
etanol. A lesdo por etanol afeta principalmente a porcdo glandular do estémago,
infiltrando rapidamente a mucosa, que promove danos a membrana e erosao nas
células, essa lesdo pode esta relacionada a alguns mecanismos como diminuicédo
nos grupamentos sulfidrilicos no conteddo da mucosa, aumento da secrecdo &cida
gastrica, formacdo de radicais livres, danos a mucosa com les6es hemorragicas e
apoptose celular (SIDAHMED et al., 2013). Outro fator exdégeno prejudicial € 0 uso
de AINEs, seu uso esta associado a efeitos adversos que incluem Ulceras e
hemorragias gastricas. O uso de AINESs retarda a cicatrizagdo das lesdes gastricas
por meio da diminuicdo da proliferacdo epitelial por interferéncia nas acbes dos
fatores de crescimento, reducdo da angiogénese e atraso na maturagdo e
granulacao tecidual (HATAZAWA et al., 2007; MAITY et al., 2009; TAKEUCHI et al.,
2014).

A bactéria H. pylori € um importante agente indutor de Ulceras gastricas, um
bacilo gram-negativo considerado um dos principais fatores etiolégicos no
desenvolvimento da doenca (SALIMZADEH et al., 2015). A infeccao leva a perda da
protecdo da mucosa, pela diminuicdo das secrecdes protetoras de bicarbonato e

muco e infiltracdo na mucosa, que desencadeia uma resposta inflamatoria com
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ativacao de citocinas no epitélio e dificuldade na reparacéo tecidual (TAKEUCHI et
al., 2014; SALIMZADEH et al., 2015).

O tabagismo é um fator de risco que contribui para o desenvolvimento da
Ulcera gastrica e dificulta o processo de cicatrizacdo das lesbes. As substancias
presentes no cigarro podem ocasionar a morte celular, inibem a renovacéao celular e
estdo diretamente relacionadas ao aparecimento de Vvarios tipos de cancer do trato
gastrointestinal (LI et al., 2014; ASALI et al., 2018).

O estresse também €& considerado um fator que pode levar ao
desenvolvimento de Ulceras gastricas, denominadas de Ulceras por estresse.
Quando a adrenalina e o cortisol sdo liberados pela glandula suprarrenal
excessivamente, geram o aumento de secrecao de HCl e pepsinogénio, diminuindo
a barreira protetora de muco-bicarbonato o que acarreta no aparecimento das lesdes
(SIEGMUND et al., 2003; YANDRAPU; SAROSEIK, 2015).

3.5 Ulcera gastrica

A Ulcera gastrica é uma lesao profunda da mucosa, onde os componentes
dos tecidos epitelial e conjuntivo, células do musculo liso, vasos e nervos, podem ser
destruidos (MILANI; CALABRO, 2001). A sua patogénese € complexa e multifatorial,
e tem sido estudada por véarias décadas. Apesar da evolucdo do conhecimento
sobre a Ulcera péptica, o tratamento e a cura ainda sao discutiveis, por haver varios
mecanismos que desencadeiam o desequilibrio entre os fatores protetores e
agressivos da mucosa (KANGWAN et al., 2014; SZABO, 2014).

Histologicamente a Ulcera é dividida em duas estruturas: a margem da Ulcera
formada pela mucosa adjacente ndo necrosada (o componente epitelial) e o tecido
de granulagdo na base da ulcera (tecido conectivo), que consiste em fibroblastos,
macréfagos e a ocorréncia da proliferagdo de células endoteliais formando
microvasos (TARNAWSKI, 2010).

A cicatrizacdo das Ulceras gastricas € um mecanismo de reparo programado
que inclui a resposta inflamatéria, proliferacdo celular, formacdo de tecido de
granulacédo, angiogénese, interacdes entre varias células e a matriz extracelular, e
remodelagdo do tecido, finalizando com a formacdo de uma cicatriz. Citocinas,
fatores de crescimento e fatores de transcricdo ativados durante o dano tecidual
promovem a cicatrizacdo das Ulceras (MARTIN; WALLACE et al., 2006).
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O tratamento para as Ulceras gastricas inicialmente era baseado sempre na
supressdo da secrecdo acida, entretanto, pesquisas vem sendo realizadas para o
estudo e descoberta de novos compostos que apresentem mecanismos de
regulacdo e cicatrizacdo mais eficazes para lesdes gastricas. Os farmacos mais
utilizados atualmente no tratamento de gastrites e Ulceras envolvem: inibidores da
bomba de prétons, que agem na fase final da secrecdo, sendo o omeprazol um
farmaco bastante utilizado pela populacdo para esse grupo de inibidores
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; STRAND; KIM; PEURA, 2017).

Além desse farmaco o lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e esomeprazol
sdo considerados atualmente farmacos altamente eficazes na supressao da
secrecao acida melhorando a cicatrizacao das Ulceras pépticas; farmacos de terapia
antissecretoria, que inibem ou neutralizam a secrecdo de acido gastrico, como a
cimetidina, famotidina, nizatidina, ranitidina que antagonizam receptores de H, da
histamina, reduzindo o volume, a concentracdo de ions H* do suco gastrico e
inibindo efeitos cronotropicos, inotropicos e vasodilatadores da histamina resultando
no tratamento de doencas relacionadas com o &cido incluindo o refluxo
gastroesofagico (SCHUBERT, 2016; STRAND; KIM; PEURA, 2017).

Antiacidos neutralizadores do &cido géastrico como o bicarbonato de sddio,
fornecem alivio efetivo da dor através da neutralizacdo do acido, além de existirem
outros agentes que podem aumentar os fatores protetores da mucosa como 0s
citoprotetores sendo eles o sucralfato, misoprostol e a carbenoxolona capazes de
promover efeitos citoprotetores ao funcionarem como barreira fisica na mucosa
gastrica (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Um dos grandes problemas relacionados aos tratamentos das Ulceras
gastricas € que, apesar da taxa de cicatrizacdo ser satisfatéria (em torno de 80 a
100%), depois de uma terapia de 30 dias, a porcentagem da recidiva da Ulcera apés
um ano do término do tratamento € considerada alta (40 a 80%) na maioria dos
estudos. Acredita-se que essa recidiva das Ulceras seja pelo fato de que as lesdes
cicatrizadas, apos o uso de drogas, apresentam diminuicdo da densidade dos vasos
sanguineos, em relacdo a um tecido normal (SZABO; VINCZE, 2000; NIETO, 2012).
Além disso, existem ainda, efeitos adversos relacionados ao uso dessas drogas, tais
como: arritmias, cefaleia, fadiga, impoténcia, ginecomastia em homens, alteracdes

hematopoiéticas, dor muscular, dores abdominais, constipacéo, flatuléncias e
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galactorreia em mulheres (HOOGERWERF; PASRICHA, 2005; PARIKH; HOWDEN,
2010).

Dessa forma, apesar dos grandes avancos com O surgimento desses
farmacos, a busca por terapias mais eficazes e com menos efeitos colaterais se
torna relevante sendo necessario o estudo de novos alvos terapéuticos, a fim de
garantir produtos seguros de alta eficacia com auséncia ou reducdo de efeitos
adversos, diminuindo o risco de recidivas além de reduzir os mecanismos reflexos

compensatoérios dessa doenca.

3.6 Lesdo géstricainduzida por etanol

A lesdo gastrica induzida por etanol € um modelo experimental bastante
utilizado para avaliacdo de compostos com potencial antiulcerogénico. O etanol é
considerado um agente ulcerogénico, por induzir constricdo venosa seguida por
dilatagc&o arterial no local em que o etanol foi administrado (PANDIAN; ANURADHA;
VISWANATHAN, 2002).

O mecanismo de ac¢éo envolvido na formacédo de lesdes gastricas provocadas
por etanol denota ser local e sisttmico e dependem de fatores como a formacao e
liberacdo de radicais livres, enzimas, mediadores vasoativos e producdo de
proteases que promovem a inflamacgéo. Os radicais livres formados por meio da
reperfusdo e isquemia provocam mudancas celulares que podem levar a necrose
celular. Além disso, o etanol provoca estase gastrica, congestdo capilar e aumento
da permeabilidade vascular, aumentando o risco de hemorragia e ulceracéo,
associado a lesbes macroscopicas e microscopicas na mucosa (REPETTO;
LLESUY, 2002; KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002).

O enfraquecimento na barreira da mucosa gastrica, leva ao aumento da
permeabilidade da membrana, que associado a fatores como a diminuicdo de
produtos vasoativos provoca danos vasculares, levando a formacdo da Ulcera
gastrica e a necrose (SIEGMUND et al., 2003; BILICI et al., 2008). A necrose celular
€ o resultado de uma cadeia de eventos que promovem a vasoconstricdo, edema e
hemorragia, havendo um comprometimento do fluxo sanguineo na mucosa
(CASTRO et al., 2010).

A administracdo aguda do etanol em conjunto com o acido presente no

estbmago torna a mucosa extremamente sensivel gerando a resposta inflamatéria
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(BODE; BODE, 1997; ROCHA et al., 2011). O etanol ingerido em concentracdes em
torno de 10% causa um processo inflamatério que compromete o epitélio.
Concentragfes acima de 90% produzem dano vascular, com fluxo sanguineo
reduzido na mucosa, isquemia e morte celular na regido da lesdo gastrica
(TEYSSEN; SINGER, 2003; SIEGMUND et al., 2003; ROCHA et al., 2011).

3.7 Acido Galico
3.7.1 Propriedades fisico-quimicas do acido galico

O &cido galico (AG), acido 3,4,5-trihidroxibenzéico (Figura 1.5), € um
importante &cido fendlico bioativo, intermediario do metabolismo secundéario de
plantas. E derivado do &cido benzdico e pode ser extraido e purificado de diversas
plantas, além de poder ser sintetizado. E frequentemente encontrado na natureza na
forma de acido elagico e ambos séo constituintes de taninos hidrolisaveis e podem
ser liberados por meio de hidrélise acida (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2004; BESERRA et al., 2011).

O AG é encontrado em grande quantidade em folhas de cha como o cha
verde, no cacau, em frutas como o morango, banana, uva, limdo, abacaxi, manga e
na casca de macgas e carvalhos, em avelds, vinho branco e vinho tinto, que em
particular possui um alto teor de acido galico (YOU et al., 2010; BADHANI;
SHARMA; KAKKAR, 2015).

Figura 1.5 — Estrutura quimica do &cido galico
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Fonte: PARK et al., 2016.
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Apresenta 3 grupos OH fendlicos e um grupo carboxilico, ligado ao anel
aromatico; a posicdo do grupo OH, a ordem de arranjo do niamero, a presenca de
outros grupos funcionais e sua posicdo, determinam a capacidade antiradical e
antioxidante de compostos fendlicos como o AG (MELO et al.,, 2009; BADHANI;
SHARMA; KAKKAR, 2015).

O AG apresenta-se na forma de cristais, com massa molecular de 170,12
g/mol, temperatura de fusdo de 250 °C e solubilidade em agua de 1.1 % a 20 °C
(VERMA; SINGH; MISHRA, 2013). Além de apresentar instabilidade em
temperaturas extremas. Na presenca de oxigénio ou luz, pode formar ligagGes de
hidrogénio pelas OH polarizadas dos grupos fendlicos e carboxilicos presentes em
sua estrutura (ROSA et al.,, 2013). O AG é considerado uma substancia
relativamente solGvel em agua por apresentar um LogP de 0,89 (BENNETT et al.,
2004; VERMA,; SINGH; MISHRA, 2013).

Compostos fendlicos apresentam alta reatividade e esta caracteristica
também pode ser inferida ao acido galico (GALLI, 2007; BADHANI; SHARMA,;
KAKKAR, 2015). Outra caracteristica relacionada ao acido galico é a capacidade de
complexacdo com metais, tornando-o conhecido como um forte agente quelante que
formam complexos com alta estabilidade com o ferro (POLEWSKI; KNIAT; SKA,
2002).

O AG é reconhecido por apresentar diversas atividades farmacoldgicas
benéficas. Dentre elas podemos citar atividade antioxidante, antifungica,
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antihiperglicémico, antimutagénica,
imunomodulatéria, antialérgica e antitlcera. Alguns estudos demonstram ainda o
potencial cardioprotetor, neuroprotetor, hepatoprotetor e nefroprotetor desse acido
(YOU et al., 2010; LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013;
VERMA; SINGH; MISHRA, 2013; MANSOURI et al., 2013; BADHANI; SHARMA;
KAKKAR, 2015).

3.7.2 Atividades bioldgicas do acido gélico

O AG é bastante reconhecido principalmente por ser um antioxidante natural,
atuando na prevencdo da oxidacdo de biomoléculas, tais como, proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos e lipidios (GALLI, 2007; BADHANI; SHARMA,
KAKKAR, 2015). Como antioxidante é capaz de capturar ROS, como peréxido de
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hidrogénio, radicais hidroxila, anions superoéxido e acido hipocloroso (HCIO)
(VERMA,; SINGH; MISHRA, 2013).

O AG possui propriedade anti-inflamatoria significativa evitando a expresséo
de produtos quimicos inflamatdrios. Os acidos fendlicos, incluindo os galatos,
exibem uma forte inibicdo da mieloperoxidase (MPO), uma enzima essencial que
esta presente nos processos de infeccdo e inflamacdo. O AG e seus derivados,
demonstraram atividade anti-inflamatéria a partir de mecanismos com potente
inibicdo da atividade da MPO, inibindo diretamente a producdo de HCIO, e retirando
espécies reativas nocivas produzidas por essas enzimas (BADHANI; SHARMA,;
KAKKAR, 2015).

O AG tem a capacidade de restaurar lesdes da mucosa gastrica induzidas por
indometacina, o mecanismo de acdo se da através da modulacdo da resposta
inflamatoéria. O AG formar um complexo, através do Fe livre demonstrando assim um
possivel potencial para prevenir a lesdo gastrica induzida por indometacina através
da quelacdo do Fe (lll) e bloqueando a apoptose das células da mucosa gastrica
mediada pelo estresse oxidativo (MASOUD et al., 2014).

Pal et al. (2010) descreveram em estudos in vivo que o AG conseguiu
bloguear o estresse oxidativo mitocondrial mediado por AINEs. Além disso, foi capaz
de atenuar a apoptose de células da mucosa gastrica in vivo e in vitro, prevenir a
ativacdo da caspase 9 e restabelecer o potencial transmembrana mitocondrial além
da atividade da dehidrogenase.

Um estudo realizado por Asokkumar et al. (2014), demonstrou o efeito
sinérgico entre 0 AG e a famotidina na protecdo da mucosa gastrica de ratos. O AG
apresenta potencial terapéutico e consegue reparar lesdes gastricas induzidas por
AINEs, 0 que pode prevenir a ativacdo da via de apoptose mitocondrial em células
da mucosa gastrica durante o tratamento com estes farmacos.

Alguns estudos demonstraram o efeito bactericida do AG contra H. pylori,
uma bactéria associada com varias doengas gastrointestinais. Diaz-Gomeéz et al.
(2013) verificaram uma diminuicdo do efeito dose-dependente do AG frente duas
cepas de H. pylori (26695 e 43504). Nesse estudo foi possivel observar um aumento
dose-dependente na inibicdo de ambas as cepas bacterianas, sugerindo que o AG
tem um efeito inibidor significativo sobre o crescimento de H. pylori.

A investigacdo da atividade do AG frente a Escherichia coli apontou um efeito

inibitério evidente em doses acima de 2,5 mg/mL, com total inibicdo observada nas
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doses a partir de 3,5 mg/mL. A concentracao inibitéria minima (MIC) para produzir
99 % de inibicdo no crescimento de E. coli foi de 3,25 mg/mL do composto. A
inibicdo foi significativamente maior que o controle em doses de AG iguais ou
superiores a 1 mg (DIAZ-GOMEZ et al., 2014).

O AG possui efeito nefroprotetor frente a toxicidade induzida por compostos
como o lindano, o &cido nitriloacético férrico e fluoreto de sdodio. A intoxicacao
através desses compostos resulta em dano celular por estresse oxidativo. Um
estudo realizado por Peng (2012) demonstrou a acao protetora do AG no tratamento
de doenca renal cronica induzida por doxorrubicina. O tratamento com o AG
aumentou significativamente a massa dos rins e o volume glomerular, contribuindo

na manutencao da taxa de filtracdo glomerular em niveis normais (PENG, 2012).

3.8 Acido Usnico
3.8.1 Propriedades fisico-quimicas do &cido Usnico

O &cido Uusnico (AU), [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,9p/aH)-
dibenzofurandiona; CigH1607] (Figura 1.6), € um dos compostos de origem natural
bastante conhecido e estudado atualmente, sendo particularmente abundante em
géneros como o Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina e Evernia
(INGOLFSDOTTIR, 2002). E uma substancia de pigmentacdo amarelada e baixa
solubilidade em agua (10 mg/100 mL a 25 °C). Incide na natureza em duas formas
enantioméricas (+)-acido usnico e (-)-acido usnico, sendo um dos poucos metabdlitos
liquénicos disponiveis comercialmente. (INGOLFSDOTTIR, 2002; COCCHIETTO et
al, 2002; SIQUEIRA-MOURA et al., 2008; ARAUJO et al., 2015).

O AU apresenta trés grupos cetdonicos e um anel furano que liga aos anéis
aromaticos e pontes de hidrogénio intramoleculares. A presenca do anel fendlico,
cuja estrutura é instavel, confere ao AU acidez. Possui caracteristicas hidrofébicas,
sendo soluveis em solventes organicos tais como o etanol, acetona, cloroférmio,
dimetilsulféxido, acetato de etila, diclorometano, benzeno e éter (TAKAI, UEHARA,
1979). Possui um ponto de fusdo é em torno de 204 °C e peso molecular de 344,31
g/mol (BUDAVARI, 1996).

Diversas atividades biologicas desse acido liquénico ja foram comprovadas,
sabe-se atualmente que o AU apresenta propriedades farmacologicas como

atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral, gastroprotetora, antiviral,
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antiparasitaria, analgésica, antipirética, antioxidante e cicatrizante
(INGOLFSDOTTIR, 2002; FRANCOLINI et al., 2004; BAZIN et al., 2008; ARAUJO et
al., 2015).

Figura 1.6 — Estrutura quimica do &cido Usnico
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Fonte: Adaptada de INGOLFSDOTTIR, 2002.

3.8.2 Atividades bioldgicas do acido Usnico

Vijayakumar et al. (2000) estudaram a acdo anti-inflamatéria do AU em ratos
Wistar com edema de pata, os resultados mostraram uma reducdo do edema,
utilizando uma dose de acido usnico de 100mg/Kg de peso corpéreo, quando
comparado com o ibuprofeno, farmaco padrdo de referéncia, na mesma dose. Por
meio dos resultados, foi sugerido que o mecanismo de acdo do AU pode envolver
uma inibicdo das prostaglandinas como outras drogas anti-inflamatdrias.

Nunes et al. (2011) demonstraram que filmes a base de colageno com
lipossomas contendo AU sao bastante uteis para melhorar a cicatrizacdo de
gueimaduras. O AU mostrou estar diretamente relacionado com a modulacdo de
eventos biolégicos nesse processo, como a resposta inflamatoria, epitelizacdo e
formacao de colageno.

Um estudo realizado por Brisdelli et al. (2012) voltado para avaliacdo da
atividade citotéxica do AU em trés linhagens celulares de cancer humano, o MCF-7
(adenocarcinoma da mama), HeLa (adenocarcinoma do colo do utero) e HCT-116
(carcinoma do colon), demostrou que o AU nas concentra¢gdes superiores a 25mM
apresenta maior atividade citotoxica contra todas as linhagens de celulares
analisadas quando comparadas com os outros metabdlitos de liquens (BRISDELLI
et al., 2012). Outro estudo desenvolvido por Santos e colaboradores (2006) também
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avaliou a atividade antitumoral in vivo do AU em sua forma livre e hanoencapsulado
frente ao Sarcoma-180. Neste estudo, obteve-se aumento da inibicdo tumoral do AU
em nanocapsulas (68%) quando comparado com o metabdlito livre (43%).

De acordo com relatos disponiveis na literatura, a descoberta do AU
aconteceu mediante a busca por novos antibiéticos, sendo essa uma das principais
atividades bioldgicas ja descritas. A avaliacdo antimicrobiana do AU foi comprovada
em varios estudos como o de Segatore e colaboradores (2012) que avaliou a
atividade in vitro em combinacdo com cinco antibiéticos contra cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Foi observada uma acéo
sinérgica em combinacdo a gentamicina e uma a¢ao antagonista com levofloxacina.
O AU vem sendo utilizado como alternativa, frente a cepas resistentes, como MRSA
e Enterococos resistentes a vancomicina (VRE). Outros estudos além de
comprovarem a atividade antimicrobiana, também identificaram sua acéo
antibiofilme (POMPILIO et al., 2013).

O AU, isolado da espécie Usnea longissima, apresentou atividade
gastroprotetora no tratamento da Ulcera gastrica em ratos. Induzida pela
indometacina, as lesdes gastricas foram significativamente reduzidas apos
tratamentos com as doses utilizadas de AU (25 a 200 mg/kg de peso corporal),
quando comparado ao grupo tratado com a ranitidina (farmaco referéncia). A dose
de 25mg/Kg de AU apresentou maior inibicdo da lesdo ulcerativa (92,9%). O efeito
gastroprotetor do AU pode ser atribuido ao seu efeito redutor contra o dano oxidativo
e inibitério na infiltracdo neutrofilica em estémago de ratos (ODABASOGLU et al.,
2006).

Outra atividade comprovada e atribuida foi a sua fungdo antiparasitaria.
Estudos como o de Sussmann et al. (2011) descobriram que o AU possui agao
contra o Plasmodium falciparum. A agcdo contra o parasita inibiu a biossintese de
vitamina E, uma molécula importante para o seu desenvolvimento. A avaliacdo da
atividade in vitro do AU contra o protozoario Trypanosoma cruzi apontou eficacia no
uso desse composto na doenca de Chagas, ja que este metabdlito foi
significativamente efetivo em varias concentracdbes no combate das formas
epimastigota e tripomastigota causando danos as mitocondrias e ao cinetoplasto
desse agente etioldégico (CARVALHO et al., 2005).

Su et al. (2014) observaram que o AU protege a lesdo pulmonar aguda
induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos diminuindo as respostas
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inflamatorias e o estresse oxidativo. Os resultados do estudo indicaram que o AU
diminuiu a expresséo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8) e proteina inflamatoéria-2 do macrofago (MIP-2). A atividade do
AU foi investigada por Pires; Lucarini e Mendes-Giannini (2012) frente a Candida
orthopsilosis e Candida parapsilosis em condi¢des planctbnicas e de biofilme. Os
resultados apresentados neste estudo foram o primeiro relato afirmando a atividade
inibitoria e fungicida do AU in vitro contra isolados ambientais de C. orthopsilosis e

C. parapsilosis (PIRES; LUCARINI; MENDES-GIANNINI, 2012).

3.9 Interacéao entre farmacos

Uma alternativa promissora para 0 uso terapéutico de compostos naturais
e/ou sintéticos com propriedades gastroprotetoras e antiulcerosas € a capacidade
desses compostos em exibir o efeito combinado de drogas. A interagdo potencial
entre moléculas onde o uso combinado produz efeito benéfico maior do que a soma
dos seus efeitos separadamente possibilita a utilizacdo dessas moléculas
simultaneamente resultando numa maior eficacia das suas atividades. O resultado
dessa interacdo pode ser a intensificacdo, com o aparecimento de efeitos toxicos, ou
a diminuicéo desses efeitos de uma ou de ambas as drogas. Além disso, pode surgir
0 aparecimento de um novo efeito que ndo era possivel observar com nenhuma das
drogas quando essas estavam sendo utilizadas isoladamente (HINES; MURPHY,
2011; CASCORBI, 2012).
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Resumo

Contexto e objetivo: Ulceras géastricas € um agravo a satde publica associada a altas taxas de
morbidade e mortalidade. O objetivo deste trabalho foi estudar a propriedade gastroprotetora e
antitlcerogénica do acido gélico (AG) e seu possivel sinergismo com o &cido Usnico (AU).
Métodos: A citotoxicidade foi avaliada em macréfagos (J774) e células embrionérias de rim (HEK-
293). A atividade antiulcerogénica foi avaliada pelo modelo de lesdo gastrica induzida por etanol.
O AG (50 e 100 mg/kg) e AU (25 e 50 mg/kg) foram administrados via oral de forma isolada ou em
associacao (AG:AU — 50:25 mg/kg). A acdo gastroprotetora foi avaliada através da quantificacao
do muco aderido a mucosa gastrica por interpolacdo de curva padréo de alcian blue. Resultados:
Evidenciou-se que o AG aumentou a proliferacdo das linhagens celulares (100%), enquanto o AU
apresentou reducdo na viabilidade celular (24,22 + 2,21%). Todavia quando associados 0s
compostos (AG:AU), evidenciou-se aumento na viabilidade celular (95,96 + 12,96%) nas mesmas
concentracdes estudadas. Na avaliagdo antitlcera, os resultados demonstraram que o AG:AU
conseguiu inibir as Ulceras gastricas em 98,14% e 99,41% apds 3 e 7 dias de tratamento, em
comparacgdo ao Lansoprazol (68%). O uso do AG:AU também foi efetivo na manutencdo do pH
gastrico de forma basal. Na avaliagdo gastroprotetora, observou-se um aumento significativo na
producdo de muco (557,33 = 54,44 ug/g) no grupo tratado com AG:AU. Este valor foi maior que a
soma dos resultados dos grupos dos animais que receberam o AG (136,5 + 17,32 pg/g) e AU (314
+ 43,78 pg/g) isoladamente, sugerindo o efeito sinérgico do uso dos respectivos compostos em
associacdo. Concluséo: O efeito combinado dos compostos AG e AU demonstraram resultados

gastroprotetores e antiulcerogénicos relevantes e apontam, portanto, para um efeito sinérgico.

Palavras-chave: Ulcera Gastrica. Acido Galico. Acido Usnico. Sinergismo. Gastroprotetor.
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Introducéo

Apesar da etiologia da Ulcera gastrica ainda ndo ser completamente elucidada é uma
patologia que possui taxas de incidéncia e prevaléncia relevantes além de ampla
distribuicdo geogréfica, possuindo assim, uma importancia global econémica e de salde
[1,2].

Diversas alternativas terapéuticas encontram-se disponiveis na inddstria
farmacéutica para o tratamento de Ulceras gastricas. O principal objetivo farmacolégico no
tratamento € restabelecer a integridade da mucosa gastrica, seja pela inativacao dos fatores
agressores ou pelo aumento dos fatores defensivos [3]. Apesar da grande efetividade
apresentada, esses medicamentos podem ocasionar reagfes adversas indesejaveis quando
utilizados por longos periodos. Dentre essas reacdes, podem-se citar riscos aumentados de
infecgBes entéricas, trombocitopenia, nefrite intersticial aguda, metabolismo alterado para
outros medicamentos, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, reacdes anafilaticas,
ginecomastia, impoténcia e o desenvolvimento de pdlipos gastricos que podem evoluir para
cancer gastrico [4-5].

Tendo em vista a magnitude do problema causado pelas Ulceras gastricas, 0s
estudos que buscam a incorporacdo de novos farmacos para sua prevencdo e/ou
tratamento apresentam grande interesse. Com isso, a investigacdo de compostos bioativos
que apresentem uma propriedade antiGlcera e gastroprotetora se tornou uma alternativa em
potencial, tendo como objetivo a diminuicdo da incidéncia de lesdes e aceleragdo no
processo de reparo tecidual.

Varios estudos relatam que, no campo farmacéutico, a utilizacdo de dois farmacos
resulta em uma acdo sinérgica das moléculas ativas, aumentando, portanto sua
biodisponibilidade e efetivando uma maior atividade biolégica [6-7]. Diante do exposto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a propriedade gastroprotetora e antiulcerogénica do
acido galico (AG) em modelo experimental de lesao gastrica induzida por etanol e avaliar o
potencial efeito sinérgico com o acido usnico (AU) considerando que o acido galico e o acido
dsnico surgem como compostos promissores para o tratamento de lesdes desta categoria,

bem como atuando como agente protetor da mucosa gastrica.
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Métodos
Ensaio in vitro
Ensaio de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado para assegurar a biocompatibilidade dos
compostos testados e foram conduzidos com linhagens de células de macréfagos (J774) e
células embrionarias de rim (HEK-293). As células foram conservadas em frascos estéreis
em meio de cultura DMEM - Dulbecco's modified Eagle’s médium, suplementado com soro
fetal bovino (10 %) em associagdo aos antibidticos: penicilina-estreptomicina (1 %). Estas
linhagens foram armazenadas em incubadora de gas CO,, a 37 °C em atmosfera timida com
5 % de CO,. A suspenséo de células foi preparada e inoculada em placas de 96 pogos, a
uma densidade de 1x10* (HEK-293) e 1x10° (J774) células viaveis por poco, decorridas 24h
de incubacdo, as células foram expostas aos tratamentos durante 24 e 48 horas, nas
concentragoes finais de 15; 30; 60; 120; 240; 480 ug/mL.

Os compostos testes foram solubilizados em meio de cultura ndo suplementados e
DMSO. Em todos os ensaios foram realizados o controle do solvente DMSO nas mesmas
concentracdes utilizadas, ndo ultrapassando de 5%, dessa forma o DMSO foi utilizado como
controle positivo. ApGs o tempo de exposicao ao tratamento, foi adicionado em cada poco,
25 pL de solugdo de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio])
(5mg/mL), as placas foram incubadas durante 3h. Apos a incubagdo o sobrenadante foi
removido e adicionado 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO), para diluicdo dos cristais de
formazan. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca, utilizando Software
Gen 5, versao 2.00.18, a 490 nm. A citotoxicidade foi expressa em percentualidade celular
determinada pelo (percentual da populacdo celular tratada x 100 / percentual da populacdo

celular ndo tratada), em comparagéo ao grupo controle.
Ensaios in vivo
Animais

Para avaliacdo das atividades gastroprotetora e antiulcerogénica do AG e AU
isolados ou em associagdo, foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus), linhagem
Wistar, machos, 80 — 90 dias de idade, com peso corporal entre 250 e 300g. Os animais
foram obtidos a partir de cruzamentos realizados no Biotério do Centro Académico de
Vitéria-CAV/UFPE. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (23°C + 2°C) com
ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, com agua e alimentacao “ad libitum” (exceto quando
mencionado). Dezoito horas antes dos experimentos, a ragéo foi retirada, mas a agua foi
oferecida até 1 hora antes de iniciar os procedimentos. Durante o jejum, 0s animais foram

acondicionados em gaiolas com piso elevado para evitar coprofagia. A ortotanasia foi
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realizada com a administracao intraperitoneal da combinacéo de anestésicos (75 mg/kg de
guetamina associado a 10 mg/kg de xilazina) numa dose 3 vezes maior que a dose padrdo
citada. Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa estavam em concordancia com
os Principios Internacionais para Pesquisa envolvendo Animais (Genebra), e com a
legislacdo brasileira disposta na Lei n°® 11.794/2008 (Procedimentos para uso cientifico de
animais). Os protocolos experimentais realizados neste trabalho foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE) sob o registro n® 23076.046268/2017-66.

Avaliacéo da atividade antiulcerogénica

A atividade antiulcerogénica foi avaliada através do modelo de indugcdo aguda de
Ulcera gastrica induzida por etanol, que mimetiza a Ulcera no homem, seguindo a
metodologia de Morimoto et al. [8] com modificacdes. Inicialmente os animais foram
colocados em jejum de sélidos e livres acessos a agua por 18hs. Uma hora antes do inicio
do experimento, a &agua foi retirada. Os animais foram randomizados em 7 grupos
experimentais (Tabela 1.1) (n=56). Cada grupo experimental (n=8) foi dividido em 2
subgrupos (n=4), que receberam o tratamento em tempos pré-determinados (3 e 7 dias).
Apo6s o periodo de jejum, foram induzidas as Ulceras nos animais através da administragéo
de 0,5 mL / 100 g de peso corporal de etanol a 99,3%, via oral, por gavagem.
Consecutivamente, 6h apés inducéo da Ulcera, os animais foram tratados de acordo com os
respectivos grupos determinados: Grupo 1 - controle negativo (solugéo fisiologica 0,9% (10
mL / Kg)); Grupo 2 - controle positivo, (Lansoprazol (30 mg/kg)); Grupo 3 e 4 - acido galico
(50 e 100 mg/kg, respectivamente); Grupo 5 e 6 - 4cido Usnico (25 e 50 mg/kg,
respectivamente); Grupo 7 (acido galico (50 mg/kg) + acido Usnico (25 mg/kg)). Ao final do
tratamento, os animais foram submetidos novamente ao jejum e sacrificados utilizando o
método de ortotanasia por overdose de anestésicos. Os estbmagos foram retirados,
pesados, abertos ao longo da curvatura maior e conservados para posterior analise
histopatologica. O percentual da face glandular géstrica lesionada foi determinado com o
auxilio de um programa de planimetria computadorizada (Imagel®). As lesbes foram
expressas em termos de percentagem como indice de Les&o Ulcerativo (ILU), em relacéo a

area total do corpo gastrico [9].

Determinacdo da acidez do suco gastrico

O contelido gastrico foi coletado para a determinacéo do pH e da concentracéo de H”
expressa em mEqg/mL. Para tanto, todo o estbmago foi lavado com 3 mL de agua MiliQ (pH

7,12) e recolhido todo o contetdo géstrico, foi centrifugado a 1500 rpm durante 20 min. Trés
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mililitros do sobrenadante foi titulado com NaOH 0,1N, utilizando fenolftaleina 2% como
indicador &cido-base [10].

A concentracdo de ions de hidrogénio foi calculada pela seguinte férmula:
pH = «log [H']
Avaliacdo da Atividade gastroprotetora

Este experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Shay et al.
[11]. Neste ensaio foram utilizados 42 animais, randomizados em 7 grupos experimentais
(n=6) (Tabela 1.2). Inicialmente os animais foram colocados em jejum de soélidos e livres
acessos a agua (até 1h antes) por 18h. Apds o jejum, os animais foram tratados conforme
descrito abaixo: Grupo | — controle positivo (solugédo fisiol6gica 0,9% (10 mL / Kg, v.0.));
Grupo lI- controle negativo, (Lansoprazol (30 mg/kg, v.0.)); Grupo lll e IV- &cido gélico (50 e
100 mg/kg respectivamente, v.0.); Grupo V e VI- acido Usnico (25 e 50 mg/kg)
respectivamente, v.0.); Grupo VII (acido gélico (50 mg/kg, v.0.) + acido Usnico (25 mg/kg,
v.0.)). Decorridos 1h da administragdo, os animais receberam 0,5 mL / 100g de peso
corporal de etanol 99,3% v.0., por gavagem, para induzir a Ulcera gastrica. Decorridos 1h
destes respectivos tratamentos, os animais foram submetidos a ortotanasia por overdose de
anestésico. Os estbmagos e duodenos foram retirados, pesados, abertos ao longo da
curvatura maior e conservados para posterior analise de quantificagdo do muco e andlises

histopatoldgicas.
Quantificacdo do muco aderido a mucosa gastrica

A avaliacé@o da presenca de muco aderido a mucosa gastrica foi realizada de acordo
com a metodologia proposta por Raffatullah et al. [12] com modificacdes. Uma parte da
mucosa gastrica (exatamente pesada) foi incubada em 10 ml de solug&o Alcian Blue 0,1%,
onde permaneceu corando por 2 horas. O excesso do corante foi removido com sacarose
0,25 mol / L (duas vezes lavadas sucessivamente). O corante complexado ao muco da
parede glandular foi extraido com 5 mL de cloreto de magnésio (0,5 mol / L), agitando-se
intermitentemente, cada segmento, por 1 min a cada 30 min durante 2h. Foram misturados 3
mL da solugdo sobrenadante azul obtida com 3 mL de éter etilico, agitando vigorosamente
até a formacado de uma solucéo. A solucéao foi centrifugada a 3600 rpm durante 10 min para
separar a fase aquosa, descartando-se o residuo. A concentracdo de Alcian blue nas
amostras foi determinada por leitura espectrofotométrica a 598 nm, por interpolacdo na

curva padrdo do corante e expressa em pg de Alcian blue / mL / g de tecido.
Andlises histopatoldgicas da acdo gastroprotetora e atividade antiulcerogénica

Os espécimes de tecidos dos estdbmagos e duodenos dos animais provenientes dos

ensaios da atividade antiulcerogénica e agéo gastroprotetora foram fixados com formol
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neutro tamponado a 10% por no minimo 24h. As pecas foram desidratadas em graduacdo
crescente de etanol, diafanizados pelo xilol, impregnadas e incluidas em parafinas
histologicas. Posteriormente as pecas foram cortadas em micrétomo ajustado para 4 um de
maneira seriada. Assim, os cortes obtidos foram colocados em laminas, desparafinizados,
desidratados, corados e montados com laminula; posteriormente, foram mantidos em estufa

regulada a temperatura de 37°C, por 24h para secagem.
Avaliacdo Microscoépica

Os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (H.E.)
para andlise histopatolégica. As imagens histoldgicas foram capturadas por camera digital
(Moticam 3.0) acoplada ao microscépio 6ptico (Nikon-E200), sob o foco fixo e clareza de
campo, obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de 400x. As fotomicrografias
foram avaliadas através do software ImageJ® versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

O dano na mucosa foi classificado pela atribuicdo do indice de lesédo histolégica
definida como: (% de dano tipo 0) x 0 + (% de dano tipo I) x 1 + (% de dano tipo II) x 2 + (%
de dano tipo Ill) x 3. Os tipos de danos foram definidos da seguinte forma: dano tipo 0: as
células da mucosa pareciam intactas e tinham forma, localizagéo, aparéncia e densidade
normais; dano tipo I: as células epiteliais de superficie e células superiores que revestem as
glandulas foram danificadas; dano do tipo Il: dano maior que o tipo | mas envolvendo menos
de 50% da espessura da mucosa gastrica; e dano tipo lll: envolvendo mais de 50% da

espessura da mucosa gastrica [13].
Analises estatisticas

Todos os valores foram expressos com a média + desvio padréo (S.D.) e testes com
andlise de variancia (ANOVA). Os dados foram determinados através de testes de
Bonferroni e teste de Dunnet utilizados para o ensaio da citotoxicidade e avaliagcdo do ILU
das Ulceras gastricas induzidas, respectivamente. Os dados da avaliacdo microscépica
obtidos foram analisados estatisticamente através do teste t de student com o intuito de se
verificar possiveis diferencas entre os grupos. Para todos, foram adotados o nivel de
significancia de 5% ou p< 0,05. As analises foram realizadas usando o Programa para
Windows, GraphPad Prism verséo 3.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA).
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Resultados

Ensaio de Citotoxicidade

Na avaliacdo da citotoxicidade, frente as células J774 e HEK-293, o AG, AU e 0 AG
testado em associacdo com o AU (AG:AU) apo6s 24 e 48 h, apresentaram diferencas
significativas entre si, nas concentracdes de 15; 30; 60; 120, 240 e 480 pg/mL como mostra
a Figura 2.1. Quando as médias de cada grupo foram comparadas as do grupo controle
houve diferenca significativa nos dois tempos utilizados no tratamento. Foi observado um
aumento significativo do nimero de células viaveis nos grupos AG, nas duas linhagens
testadas, apresentando-se acima de 100%. Por outro lado, a viabilidade nos grupos AU foi
consideravelmente menor, a linhagem J774 frente ao grupo AU apresentou nas maiores
concentracdes (240 e 480 pg/mL) viabilidade celular entre (20 a 35%). Em contrapartida,
houve aumento significativo na viabilidade dos grupos AG:AU, apresentando-se acima de
100%. A viabilidade celular em todos os grupos foi maior frente a linhagem de células HEK-
293, nos dois periodos de tratamento, 24 e 48 h, em relacao a linhagem de J774; esse

aumento foi significativo em todas as concentragfes utilizadas.
Ulceras gastricas induzidas por etanol

As Figuras 2.2 e 2.3 demonstram através das fotografias, as lesGes gastricas
causadas, com a utilizagdo do etanol como agente agressor, servindo para observacéo
visual e andlise das les6es. Em relacdo as areas lesionadas dos estdmagos dos animais
gue receberam o etanol, o Lansoprazol (30 mg/kg) usado como controle positivo, causou
uma reducao no dano gastrico de cerca de 31 % nos dois tempos de tratamento. Por sua
vez, 0 AG ap0s o 3° dia de tratamento, causou inibi¢cdo de 61,37 % e 73,35 % nas doses de
50 e 100 mg/kg, respectivamente. Houve reducao significativa nos animais tratados durante
7 dias em que o AG demonstrou inibir o dano gastrico causado pelo etanol em 91,31 % e
86,21 %, nas doses citadas anteriormente (Tabela 1.3). O AU apresentou percentual de
inibicéo significativo em torno de 90 % nos grupos de animais tratados durante 3 dias, nas
concentracdes de 25 e 50 mg/kg, ja os animais tratados durante 7 dias, apresentaram
valores de reducdo ainda mais significativos de 95, 42 % e 97,53 % nas mesmas
concentracdes, respectivamente. Os grupos de animais que receberam 0s compostos
concomitantemente (AG:AU — 50:25 mg/kg, respectivamente), apresentaram inibicdo de 98,

14 % ao 3° dia de tratamento e 99, 41 % no 7° dia de tratamento (Figura2.4).
Avaliacdo histopatolégica da mucosa géstrica

Os resultados referentes a andlise histopatoldgica da mucosa gastrica dos animais

estdo demonstrados na Figura 2.5. Os grupos de animais que foram tratados durante 3 e 7
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dias com o Lansoprazol apresentaram indice de lesdo histoldégico de 194,69 + 81,85 e
167,77 £ 71,98 nos respectivos tempos de tratamento. Nao houve diferenca significativa
nos grupos tratados com AG durante 3 e 7dias. Ja nos grupos tratados com AU houve
reducdo nos grupos que foram tratados durante 7 dias correspondendo a 71,70 + 18,58 na
dose de (25 mg/kg) e 61,69 + 29,14 na dose de (50 mg/kg). A reducdo mais significativa
apresentada nos resultados corresponde aos animais tratados com AG:AU nos dois tempos
de tratamento, em que os valores do indice de lesao histologico correspondem a 66,16 *
22,69 no grupo tratado durante 3 dias e 35,93 = 16,91 no grupo de animais que receberam
tratamento durante 7 dias.

Avaliacdo dos parametros bioquimicos da acidez do suco gastrico

A tabela 1.4 relaciona os dados obtidos na avaliacdo dos parametros bioquimicos do
conteudo estomacal, para determinacdo da acidez do suco gastrico dos animais
experimentais que receberam tratamento apos a indugcédo da lesé&o gastrica provocada pelo
etanol. Os resultados demonstram que ndo houve uma diferenca significativa na
concentracdo de H" bem como no pH da secrecdo acida gastrica com a administracdo do
AG e AU, isolados ou em associacdo, nos dois tempos de tratamento, 3 e 7 dias, utilizados

nesse estudo.

Quantificacdo do muco aderido a mucosa gastrica

A Figura 2.6 apresenta a quantificacdo do alcian blue (AB) utilizado como padrdo
para a construcdo da curva de calibragdo. Os dados do AB aderido na mucosa gastrica do
estdbmago dos animais que receberam os tratamentos apés a lesdo provocada pelo etanol
estdo expressos na Figura 2.7. Quando comparamos 0s grupos tratados com o veiculo
(solucdo salina 0,9%), utilizado como controle negativo, os resultados mostraram que o
Lansoprazol 30 mg/kg, como ja era esperado, elevou significativamente a quantidade de
muco aderido a mucosa (390,83 + 56,09 ug/g). O AG causou um aumento discreto na
guantidade de muco (136,5 + 17,32 e 146,5 £38,34 ug/g) nas duas doses utilizadas (50 e
100 mg/kg), respectivamente. Os animais tratados com AU foram capazes de aumentar de
maneira bem mais significativa a producdo de muco gastrico secretado pelo estdbmago tanto
na dose de 25 mg/kg com valor relativo de 314 + 43,78 pg/g quanto na dose de 50 mg/kg
(393,16 £ 51,92 pg/g de tecido). Em comparacéo ao Lansoprazol, dos animais tratados com
AU, apenas o grupo de maior dose (50 mg/kg) apresentou aumento significativo. Por sua
vez, 0 grupo de animais que receberam o AG:AU, simultaneamente, teve um aumento de

557,33 + 54,44 ug/g em relagé@o ao dois grupos controle citados.
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Discussao

Através dos ensaios de citotoxicidade foi possivel observar que a presenca do AG na
cultura de células causou um estimulo para a proliferagdo celular tanto da linhagem J774
guanto da HEK-293, uma vez que a viabilidade celular apresentou-se maior que 100%. Esse
resultado mostra que o AG ndo apresenta evidéncia de citotoxicidade frente a linhagens de
células testadas indicando uma boa biocompatibilidade nesses testes in vitro. Pode-se
perceber que o AG auxiliou na proliferacdo dessas células, 0 que sugere uma potencial
atividade proliferativa desse composto. Este auxilio na proliferagdo de macréfagos é
importante, pois macréfagos ativados aumentam a capacidade de liberar mediadores pré-
inflamatérios e citotéxicos como intermediarios de oxigénio e nitrogénio, enzimas hidroliticas
e citocinas que podem ajudar na destruicdo de antigenos [14]. Esses dados séo relevantes,
pois apresenta 0 AG como um possivel agente terapéutico promissor no tratamento de
doencas inflamatorias cronicas, tal como as gastrites e Ulceras gastricas.

Em contrapartida, os resultados mostram comportamentos diferentes entre o AG e
AU, quando comparados separadamente. As diferencas entre as médias de ambos o0s
grupos, nos dois tempos de tratamento foram estatisticamente significativas dentro de cada
grupo. Na presenca do AU as linhagens celulares, J774 e HEK-293, apresentaram-se com
baixa viabilidade celular nas concentracfes testadas. A baixa viabilidade do &cido Usnico
encontrado nesses resultados corroboram com estudos como o de Lira et al. [15] que
avaliou o AU frente a linhagem de J774 e demonstrou a sua baixa biocompatibilidade em
concentragcdes bem menores que as utilizadas nesse estudo (10 a 15 pg/mL), apresentando
viabilidade em torno de 50%, confirmando seu efeito tbxico em potencial.

Em relacdo as médias encontradas nos tratamentos feitos com o grupo AG:AU foi
possivel observar que, os dois compostos mantiveram uma alta porcentagem de viabilidade
celular nas duas linhagens testadas, com mais de 100% em todas as concentragdes
utilizadas nas células HEK-293. Muitos compostos tém a capacidade de modular a
proliferacdo celular, atuando como agentes citotéxicos, como o AU; por outro lado, podem
atuar estimulando o crescimento celular, como é o caso do AG, apresentando potencial, por
exemplo, na cicatrizacdo de feridas [16]. Esses compostos utilizados simultaneamente
demonstram possiveis efeitos benéficos em potencial do acido galico quando utilizado
concomitantemente com o acido Usnico, demonstrando que ha uma interacdo do AG com o
AU. Nao foi encontrado, ao nosso conhecimento, nenhum estudo voltado para a avaliacdo
da citotoxicidade do AG:AU, sendo este o primeiro trabalho realizado para esse fim.

As andlises realizadas nas Ulceras gastroduodenais induzidas demonstram que,
como pode ser visualizado nas Figuras, nesse modelo de lesdo gastrica, sdo verificadas

extensas areas hemorragicas e de necrose na mucosa gastrica no grupo do controle
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negativo (solucdo salina 0,9%), comprovando a gastrotoxicidade do etanol, que promove
alteracBes na homeostase causando danos teciduais sobre a mucosa [17]. Os resultados
mostraram que a administracdo do etanol nos animais produziu grande porcentagem de
area ulcerada nos valores do indice de lesao ulcerativo (Figura 2.4) nos grupos tratados
durante 3 dias em relacdo aos grupos de animais que receberam tratamento por um periodo
de 7 dias.

Os resultados encontrados demonstram o potencial de reparo tecidual do AG em
lesbes gastricas corroborando com estudos como de Abdelwahab [18] que avaliou a
atividade gastroprotetora do 4cido galico e um novo derivado em modelo de Ulcera géstrica
induzida por etanol (5 ml/kg de peso corporal), a administracdo oral do etanol levou a
formacéo de uma area ulcerada de 394 + 35,07 mm?2 O AG causou protecdo no endotélio
gastrico inibindo a lesdo em 52,51 e 60,51 % nas doses de (25 e 50 mg/kg respectivamente)
enquanto o seu derivado causou inibicdo de 61,04 e 75,34 % em doses semelhantes,
mostrando reducdo ou auséncia de edema e infiltracdo de leucdcitos na camada
submucosa. O &cido galico e seu derivado exercem efeitos gastroprotetores de maneira
dose-dependente.

Por sua vez, estudos como o de Odabasoglu et al. [19] indicam o &cido Usnico,
isolado da espécie Usnea longissima, capaz de inibir lesdes ulcerativas em ratos. As lesbes
gastricas, induzidas por indometacina, foram reduzidas em todas as doses utilizadas de
acido usnico (25, 50, 100 e 200 mg/kg), quando comparado ao grupo tratado com a
ranitidina, usada como farmaco de referéncia (50 mg/kg). Nesse estudo, a dose de AU que
mais apresentou inibigao significativa da lesdo ulcerativa foi de 25 mg/Kg correspondendo a
92,9% de inibigéao.

Os grupos de animais que receberam o0s compostos concomitantemente (AG:AU —
50:25 mg/kg, respectivamente), inibiu quase que totalmente a lesdo gastrica. Com isso,
pode-se perceber uma diferenca significativa no percentual de inibicdo quando comparados
aos grupos de animais que receberam o AG e o AU separadamente. A reducdo das lesGes
gastricas observada neste trabalho comprova o potencial de ambos os compostos (AG e
AU) como agente antiulcerogénico e, demonstra que quando estes sdo administrados
simultaneamente possivelmente ha uma potencializacdo na capacidade de reducédo dessas
lesbes. O termo sinergia esté relacionado a associacdo de duas ou mais substancias que
possuem efeito bioldégico maior que a soma dos seus efeitos individuais. Isso se da pela
capacidade de interacdo quimica entre essas substancias o que facilita o seu transporte
celular além da sua biodisponibilidade, contribuindo para uma boa acéo farmacoldgica [20].
Dessa forma pode-se sugerir que o AG e AU agiram sobre um mecanismo de

potencializacdo do efeito de forma a proteger a mucosa gastrica dos danos causados pela
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administracdo do etanol. Esta protecdo do AG e AU foi confirmada através da anadlise
histologica que ser& descrita posteriormente (Figura 2.6).

O etanol é capaz de alcancar o epitélio da mucosa através do rompimento da
barreira dos fatores pré-epiteliais, causando deplecdo do muco-bicarbonato, deixando a
mucosa exposta a acao proteolitica do suco gastrico e isso reflete na ruptura da parede dos
vasos sanguineos que irrigam a mucosa, causando lesdes hemorragicas distribuidas
predominantemente ao longo de toda a porcdo glandular do estémago, além de poder
promover lesdes necréticas de maneira multifatorial nesse modelo de inducéo [21].

Tendo em vista que a atividade do etanol no desenvolvimento das lesGes gastricas
esta relacionada com a reducdo da barreira de muco, podemos sugerir também que a
possivel acdo do AG e/ou AU possa estar relacionada com o aumento na produ¢édo de muco
aderido a mucosa gastrica, 0 que poderia dificultar o contato da mucosa com o agente
agressor permitindo assim sua protecdo. Dessa forma, a quantificagdo do muco aderido a
mucosa gastrica foi realizada a fim de responder essa hipétese. O aumento da secre¢éo de
acido gastrico também é considerado um fator importante no desenvolvimento da Ulcera
gastrica. Por isso, a reducdo das lesdes ulcerativas pelo AG e/ou AU poderia estar
relacionada, além do aumento da produg¢do do muco, com a diminui¢cdo da secrecdo &cida
gastrica, por esse motivo os parametros bioquimicos do suco gastrico também foram
avaliados.

Através da analise microscépica é possivel perceber a capacidade do etanol em
induzir alto grau de perda de células epiteliais, edema na superficie da mucosa, hemorragia
e infiltracdo de células inflamatérias no tecido gastrico como ja era esperado de acordo com
trabalhos anteriores que também utilizaram esse agente agressor, considerado altamente
corrosivo na mucosa gastrica [22]. Essa agresséo foi confirmada pela evidéncia dos danos
gastricos nos animais tratados com salina 0,9%.

Os animais que receberam tratamento com acido galico associado ao acido Usnico
apresentaram diferenga microscopica da mucosa lesada, por meio da reducéo do indice de
lesdo histolégico evidenciando a capacidade de citoprote¢cdo dos compostos, esses efeitos
foram melhores que o tratamento com o Lansoprazol, usado nesse estudo como farmaco de
referéncia. Através das fotomicrografias coradas em HE foi possivel perceber que o
tratamento com AG:AU foi capaz de causar reparo das lesbes causadas pelo etanol na
mucosa pela presenca de regeneragdo das lesdes, que foram usadas na analise
morfométrica, nos dois tempos de tratamento (3 e 7 dias).

A secrecédo 4cida do estdbmago é regulada de forma independente por algumas vias
como a do sistema nervoso central e sistema nervoso entérico aléem de células
neuroenddcrinas e imunes, que atuam na modulacdo hormonal e paracrina [23]. A interacao

da histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células parietais sdo
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responsaveis pela ativagdo da bomba de prétons, enzima responsavel pela secrecdo de H*
gue confere o pH &cido ao suco gastrico. Por esse motivo se avaliou o potencial inibitério do
AG e AU que poderia estar causando a protecdo gastrica por diminuir fatores agressores da
mucosa, nesse caso a acidez.

Segundo Chari, Teyssen e Singer [24], dependendo da concentracdo alcodlica
utilizada ocorrem processos fisiologicos diferentes quando o alcool entra em contato com o
suco gastrico. Este agente ulcerogénico em baixas concentracdes (5 a 20%) aumenta a
motilidade e promove um rapido esvaziamento gastrico. Entretanto quando o etanol é
utilizado em graduacédo alta (acima de 50%) atrasa o esvaziamento gastrico [25] e promove
danos causticos possibilitando lesdes profundas, ocasionando estase e ruptura da parede
dos vasos sanguineos.

Para abrandar os efeitos do agente ulcerogénico, o Lansoprazol desencadeia um
processo de inativacdo da secrecdo do H* mantendo por mais tempo o contetido gastrico
dentro do limen estomacal. Ichikawa et al. [26], mostraram que os farmacos que inibem a
secrecdo &cida no estbmago interagem e permeiam a ligacdo glicoproteica do muco,
retardando o coeficiente de difusdo. Dessa forma sugere-se que o Lansoprazol ndo sé
inibem a secrecdo de 4cido, mas também promove ac¢des de prote¢cdo da mucosa gastrica,
através do aumento da biossintese da mucina.

Os resultados encontrados nos parametros bioquimicos de acidez demonstram que a
acao gastroprotetora de ambos os compostos, AG e AU, possivelmente esta relacionada
com mecanismos diferentes da etapa final da producao do acido gastrico, ou seja, sobre um
efeito inibitdrio direto na atividade da bomba da enzima H'/K*/ATPase, a bomba de prétons
das células parietais.

Quando a barreira de muco é afetada pela administracdo do etanol, o epitélio
gastrico torna-se altamente sensivel a presenca de acido produzido pelo estdmago [27]
levando ao surgimento das Ulceras gastricas. O alcian blue (AB) foi escolhido como padréo
para a construcdo da curva de calibracdo, por ser um corante especifico para mucinas
acidas, a protecao criada pelo muco ligado ao tecido pode ser observada pela formacéo de
mucopolissacarideos sollveis, os quais sdo quantificados de acordo com a ligacdo do alcian
blue ao muco do estdémago [28].

O grupo AG:AU apresentou o aumento de maior significAncia comparado aos dois
grupos controles utilizados nesse estudo. Além disso, o resultado encontrado corresponde a
um valor maior que a soma da producdo de muco nos grupos AG e AU analisados
isoladamente, podendo-se afirmar que houve um efeito sinérgico na acdo gastroprotetora
desses dois compostos. Isso revela que em associagdo esses compostos causam uma

gastroprotecdo ao estbmago sendo capazes de preservar a camada e 0 esgotamento de
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muco contra a agressao causada pelo etanol, além de diminuir o grau de ulceracdo, com
muito mais eficacia do que usados isoladamente.

A barreira mucoide gastrica desempenha um papel importante no mecanismo de
defesa contra Ulcera gastrica, pois forma um muco continuo semelhante a um gel, essa
superficie mucoide mantém um pH em torno de 6-7, protegendo a mucosa do meio 4cido
(pH 1-2) [29], contra a colonizacdo bacteriana e as forcas mecéanicas da digestdo
proteoliticas, além de agir como um antioxidante reduzindo os danos causados pelos
radicais livres. A qualidade (espessura) e quantidade da secre¢cdo do muco gastrico sdo os
critérios mais importantes para a determinacdo do estado dessa barreira mucolitica na
defesa das injarias promovidas pelo acido e por acdo da pepsina, o que impede a
retrodifusdo de ions H* na mucosa géstrica e possibilita a neutralizacdo da acidez luminal
[30]. O muco tem a capacidade de sequestrar radicais livres, devido sua composicdo
glicoproteica [27].

Através desses resultados podemos observar que de alguma forma estas vias
envolvidas na secrecdo de muco gastrico podem estar sendo ativadas com a utilizacdo dos
acidos gélico e usnico. Dessa forma, pode-se sugerir que a acao citoprotetora do acido
galico em associagdo com 0 Aacido Usnico pode ser possivelmente pela interagdo com a
camada aderente de muco gastrico sendo mediada através da estimulacdo da secrecéo de
muco e bicarbonato. Nesse sentido, estudos voltados para avaliacdo dos mecanismos de
acao envolvidos na gastroprotegcdo causado pelos &cidos gélico e usnico se fazem
necessarios. Os efeitos em potencial do acido galico em associacdo com &cido Usnico se
mostraram inovadores, pois se trata de compostos com atividade gastroprotetora ja

comprovada em outros estudos, mas que ainda nao tinham sido avaliados em associacao.
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Tabela 1.1 — Avaliacédo da atividade antiulcerogénica do acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) de

acordo com 0s respectivos grupos e tratamentos.

Tempo
Grupos Subgrupos Tratamentos Dose (mg/kg) Animais (n)
(dias)
Grupo 1- Controle Gla Solugao fisiologica 0,9% - 3 4
Negativo
Gib 7 4
Grupo 2- Controle G2a Lansoprazol 30 3 4
Positivo
G2b 7 4
Grupo 3 G3a Acido gélico 50 3 4
G3b 7 4
Grupo 4 G4a Acido gélico 100 3 4
G4b 7 4
Grupo 5 G5a Acido Usnico 25 3 4
G5b 7 4
Gurpo 6 G6a Acido Usnico 50 3 4
G6b 7 4
Grupo 7 G7a Acido Usnico + 25/50 3 4
G7b Acido gélico 7 4

Total de animais 56




Tabela 1.2 — Avaliacéo da acéo gastroprotetora do acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) de

acordo com 0s respectivos grupos e tratamentos.

Dose
Grupos Tratamentos Animais (n)
(mg/kg)
Grupo | Solucéo fisioldgica 0,9% - 6
Grupo Il Lansoprazol 30 6
Grupo Il Acido gélico 50 6
Grupo IV Acido gélico 100 6
Grupo V Acido usnico 25 6
Gurpo VI Acido Usnico 50 6
Grupo VI Acido Usnico + 25/ 6
acido galico 50

Total de Animais 42
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Tabela 1.3 — Efeito da administracdo oral do Lansoprazol e dos acidos galico (AG) e Usnico (AU) em

Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos

Dose ILU Inibicdo ILU Inibic&o
Tratamento (mg/kQg) (3 dias) (%) (7 dias) (%)
Salina - 64,75 £ 15,43*** - 42 + 9,34* -
Lansoprazol 30 31,75+2,98 68,25 31,25+4,11 68,75
AG 50 38,63 +11,29 61,37 8,69 + 3,76*** 91,31
100 26,65 + 3,58 73,35 13,79 £ 1,48 86,21
AU 25 9,53 + 1,92** 90,47 4,58 + 2,24*** 95,42
50 10,71 £ 2,33** 89,29 2,47 £ 0,72%* 97,53
AG:AU 50:25 1,86 = 0,19*** 98,14 0,59 + 0,83*** 99,41

Os valores sé@o apresentados como a média + S.D. As diferengas estatisticas foram determinadas por ANOVA

seguido pelo teste de Dunnett. *P<0,05, *P<0,01 e ***P<0,001 para todos os grupos comparados ao Controle

positivo (Lansoprazol 30 mg/kg). ILU= indice de Les&o Ulcerativo.
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Tabela 1.4 — Efeito da administracdo oral do acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) sobre os
parametros bioquimicos de acidez no modelo de inducéo de Ulcera gastrica por etanol.

T

pH [H] pH [H']
Tratamento Dose
(3 dias) mEqg/mL (7 dias) mEqg/MI
(mg/Kg)
Veiculo - 2,64 + 0,04 22+0,2 2,77 £ 0,23%** 1,7 £ 0,7%*=
Lansoprazol 30 2,64 +£0,17 2,3+0,8 2,41 £ 0,05 3,8+£0,3
AG 50 2,44 + 0,09* 3,6 +0,7% 2,55+0,18 28+0,8
100 2,790 160 2,46 £ 0,18 35+1.2
AU 25 2,58 +0,12 26107 2,43+0,10 3,7+0,6
50 2,58+ 0,14 26+0,6 2,41 +0,08 39107
AG: AU 50:25 2,60+0,11 25+0,5 2,45+0,13 35+0,1

Os valores sdo apresentados como a média + S.D. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA

seguido pelo teste de Dunnett. *P<0,05, *P<0,01 e ***P<0,001 para todos os grupos comparados ao Controle

positivo Lansoprazol.
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Legendas de Figuras

Figura 2.1 — Citotoxicidade do &acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) frente a células
indiferenciadas de macréfagos (J774) e células embrionarias de rim (HEK-293). A viabilidade celular
foi avaliada ap6s 24 e 48 horas na densidade de (1 x 10° células/ml para J774 e 1 x 10* células/ml
para HEK-293). As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA seguido do teste de
Bonferroni. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 para todos os grupos em comparacdo com o Controle
(DMSO).

Figura 2.2 — Imagens dos estbmagos dos ratos submetidos as lesbes gastricas induzidas por etanol

apo6s 3 dias de tratamento. Os animais foram tratados com solugéo salina 0,9% (C-), Lansoprazol —
30 mg/kg (C+), acido gélico (AG) e/ou acido Usnico (AU) em diferentes concentragdes.

Figura 2.3 — Imagens dos estdmagos dos ratos submetidos as lesdes gastricas induzidas por etanol
apos 7 dias de tratamento. Os animais foram tratados com solugéo salina 0,9% (C-), Lansoprazol —
30 mg/kg (C+), acido gélico (AG) e/ou acido Usnico (AU) em diferentes concentracgdes.

Figura 2.4 — Efeitos do acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) sobre a area ulcerada no modelo de
inducdo de Ulcera gastrica por etanol apds 3 e 7 dias de tratamento: indice de lesdo ulcerativo.
Veiculo (-): solucao fisiol6gica 0,9%; Controle positivo (+): Lansoprazol (30 mg/kg). Os dados séo
apresentados como a média + S.D. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA
seguido do teste de Dunnett *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 para todos 0s grupos em comparacao

ao Controle positivo.

Figura 2.5 — Efeitos do acido galico (AG) e/ou &cido Usnico (AU) sobre a area ulcerada no modelo de
inducdo de Ulcera gastrica por etanol apés 3 e 7 dias de tratamento: indice de lesdo histoldgico.
Veiculo (-): solucao fisiologica 0,9%; Controle positivo (+): Lansoprazol (30 mg/kg). Os dados sdo
apresentados como a média + S.D. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA
seguido do teste de Dunnett. *P<0,05, **P<0,01 e **P<0,001 para todos 0s grupos em comparacao

ao Controle positivo.

Figura 2.6 — Curva de calibracdo do Alcian blue, utilizado para quantificacdo da producdo de muco

aderido a mucosa gastrica no modelo de inducao de Ulcera gastrica por etanol.

Figura 2.7 — Efeito da administracdo oral do acido galico (AG) e/ou acido Usnico (AU) sobre a
producdo de muco na mucosa gastrica de ratos no modelo de indugdo de Ulcera gastrica por etanol.
Veiculo: solucao fisiolégica 0,9%; Lansoprazol (30 mg/kg). Os dados sé@o apresentados como amédia
+ S.D. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 para todos 0s grupos em comparacdo ao Lansoprazol; *P<0,05,

%p<0,01 e ***P<0,001 para todos o0s grupos comparados ao Veiculo.
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Figura 2.1
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Figura 2.4
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Figura 2.5
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Figura 2.6
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Figura 2.7
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios de citotoxicidade frente as linhagens de células indiferenciadas
J774 e HEK-293 demonstraram que o acido galico administrado isoladamente
proporcionou aumento na viabilidade celular, diferente do acido usnico. O efeito
combinado dos acidos apontou um aumento na viabilidade frente as duas linhagens
testadas, demonstrando que existe sinergismo entre os dois compostos.

Ambos os acidos, galico e Usnico, apresentam atividade gastroprotetora e
antiulcerogénica. Os dois compostos produziram aumento significativo no percentual
de regeneracdo do epitélio da mucosa nos animais submetidos a lesdo gastrica
induzida por etanol e, esse resultado foi ainda mais significativo no grupo de animais
tratados com os compostos associados. Os acidos galico e Usnico demonstraram
ainda manter a medida do pH de forma basal ou levemente aumentada assim como
no farmaco de referéncia utilizado, sem diminuicdo significativa na acidez da

secrec¢ao gastrica.

Considerando a quantificacdo da producdo de muco aderido a mucosa
gastrica verificou-se o efeito citoprotetor gastrico promovido pelo acido galico e acido
asnico, possivelmente associado ao aumento significativo da producédo da barreira
mucolitica, este pode ser um dos possiveis mecanismos de acdo pelo qual esses

compostos atuam protegendo a mucosa gastrica.

Diante de todos os parametros avaliados neste trabalho, pode-se concluir que
os efeitos em potencial do acido galico em associacdo com &acido Usnico se
mostraram inovadores, pois se trata de compostos com atividade gastroprotetora ja
comprovada em outros estudos, mas que ainda nao tinham sido avaliados
simultaneamente. Os resultados obtidos mostram-se relevantes, pois fornecem
evidéncias da gastroprotecdo e do potencial de reparo causados pelos acidos galico
e Usnico, porém sdo necesséarios estudos adicionais que investiguem a interacdo
mostrando os mecanismos de acdo envolvidos sobre a capacidade dos compostos

agirem conjuntamente.
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editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em

reunido de 02/05/2018.

[ Finalidade

() Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo

1 ano e 1 més apds parecer favoravel

Espécie/ linhagem/raca

Ratos heterogénico

N° de animais

148

Peso/ldade 250-300g/ 80-90 dias
Sexo Macho (130) Femea (18 )
Origem Departamento de Nutricdo |

" Atenciosamente,

Prof. Sebdstiao R. F. Silva
24 \ice-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691

UFPE



