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RESUMO

A literatura jA vem reportando que a sinvastatina (SIN), uma estatina comumente
prescrita por seus efeitos no tratamento da hipercolesterolémia, possui efeito protetor
em modelos de Ulcera gastrica induzidos por etanol e indometacina. Entretanto, a acdo
gastroprotetora da SIN no modelo de lesdo gastrica induzida por alendronato (ALD)
permanece inexplorado. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito protetor
da SIN no dano géstrico ocasionado pelo tratamento com ALD em ratos. No método,
ratas foram pré-tratadas com salina ou SIN (20 ou 60 mg/Kg v.0), apés 1 hora foi
administrado ALD (50 mg/Kg v.0). A SIN foi administrada uma vez ao dia durante 7
dias e a partir do 4° dia o ALD comecou a ser administrado uma vez ao dia durante 4
dias. No ultimo dia de tratamento, 4 horas ap6s a administracdo do ALD, os animais
foram eutanaziados, seus estdbmagos removidos e os danos gastricos foram
mensurados. Amostras dos estdbmagos imediatamente apds a remocgéo foram fixadas
em formalina 10% para subsequente avaliacdo histopatologica. Outras amostras
retiradas do estdbmago foram estocadas e congeladas em -80 °C para posteriores
mensuracdes dos niveis de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA), citocinas e da
atividade da mieloperoxidase (MPO). Um terceiro grupo foi utilizado para mensuracdo
de muco e secrecdo. Como resultados, o pré-tratamento com SIN preveniu os danos
gastricos macro e microscopicos induzidos pelo tratamento com ALD, aumentou o0s
niveis de GSH e diminuiu os niveis de MDA, bem como também os niveis de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1B e TNF-a) e a atividade da MPO. O pré-tratamento com SIN
também preservou os niveis de muco e reduziu a secre¢do &cida gastrica. Em
concluséo, nosso trabalho evidencia o efeito protetor da SIN sobre a lesdo gastrica
induzida por ALD por meio da manutencdo da integridade da mucosa, reducdo da

secrecdo acida gastrica e da inibicdo da migracdo neutrofilica e do estresse oxidativo.

Palavras—chave: estatina; bifosfonato; dano gastrico; antioxidante; anti-inflamatorio.



ABSTRACT

It has been reported that simvastatin, a statin commonly prescribed for lower serum
cholesterol, has gastroprotective effects in indomethacin and ethanol-induced gastric
ulcers. However, the effects of simvastatin on alendronate-induced gastric mucosal
injury remain unexplored. This study investigated the use of simvastatin for the
treatment of alendronate-induced gastric ulcers in rats. Female rats were pretreated
with saline or simvastatin (20 and 60 mg/kg p.o.). After 1 h, the rats received
alendronate (50 mg/kg p.o.). Simvastatin was administered once daily for 7 days, and
from the fourth day of simvastatin treatment, alendronate was administered once daily
for 4 days. On the final day of treatment, 4 h after alendronate administration, animals
were euthanized, their stomachs were removed, and gastric damage was measured.
Samples of the stomach were fixed in 10% formalin immediately after their removal for
subsequent histopathological assessment. Unfixed samples were weighed, frozen at -
80 °C until assayed for glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), and cytokine levels
and myeloperoxidase (MPO) activity. A third group was used to measure mucus and
gastric secretion. Results Pretreatment with simvastatin prevented alendronate-
induced macroscopic gastric damage and reduced the levels of MDA and GSH, TNF-a
and IL-1b, MPO activity, and mucus levels, in the stomach. Conclusions This study
demonstrates the protective effects of simvastatin against alendronate-induced gastric
ulceration. Maintenance of mucosal integrity, inhibition of neutrophil activity, and
reduced oxidative stress associated with decreased gastric acidity may explain the

gastroprotective effects of simvastatin.

Keywords: statin; biphosphonate; gastric damage; antioxidant; anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

A osteoporose € uma das doencas 6sseas mais conhecidas no mundo,
sendo caracterizada pela baixa densidade de mineralizacdo e posterior
deterioracdo da microarquitetura, levando a fragilidade dos ossos e ao aumento
na propensao de fraturas (RAISZ, 2005). Os bifosfonatos, como o alendronato
(ALD), o clodronato, o etidronato, o pamidronato e o tiludronato, sdo as drogas
mais comumente prescritas para o tratamento de véarias desordens 0sseas,
incluindo a doenca de Paget, a osteolite e a osteoporose, além de também
serem utilizadas para aumentar a reabsorcdo em casos de prevencao de
algumas dessas doencas (FLEISCH, 1997). Entretanto, essas drogas tém sido
bastante relacionadas com graves distlirbios gastrointestinais, como
desconfortos abdominais, dor, diarreia e ulceracdo no eséfago, estbmago e
intestino delgado (CHESTNUT et al., 1995; LICHTENBERGER et al., 2000).

As estatinas sdo uma classe de drogas bastante utilizadas na pratica
clinica para diminuir as concentracbes de lipoproteinas carreadoras de
colesterol no plasma sanguineo. Estas tém sido associadas com varios efeitos
pleiotrépicos, incluindo efeitos benéficos nos ossos por sua interferéncia no
metabolismo e redugcdo da sinalizacdo proteica, sendo esta importante na
regulacdo da atividade de osteoclastos e na expressdo do gene da proteina-2
morfogénica dos ossos (VAN BEEK et al., 1999; MUNDY et al.,, 1999.,
TSARTSALIS et al.,, 2012). Além disso, estudos ja tém demonstrado que o0s
riscos de fraturas diminuem acentuadamente em pessoas que fazem uso de
algum tipo de estatina (MEIER et al., 2000; WANG et al., 2000).

A Sinvastatina (SIN) € uma estatina comumente prescrita, apresentando
além de seus efeitos hipocolesterolémicos, também atividade anti-inflamatéria
(SCALIA et al., 2001; PRUEFER et al., 1999) e antioxidante (UNGUREANO et
al., 2003). A literatura também tem estabelecido que a SIN possui efeitos
gastroprotetores em modelos de ulceracdo gastrica induzidos por etanol
(TARIQ et al., 2007) e indometacina (HEEBA et al., 2009).

Como ja& disposto, a ulceracdo géstrica tem sido um efeito adverso
comumente associado ao uso cronico de ALD, porém apresentando
mecanismos diferentes dos descritos tanto para o etanol quanto para os anti-

inflamatdrios ndo esteroidais (AINE'’s), visto que os efeitos do ALD no trato
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gastrointestinal tém sido atribuidos principalmente a aderéncia da droga na
superficie da mucosa, causando assim, lesbes no antro que podem
posteriormente se desenvolverem para um quadro ulcerativo na regido (SILVA
et al., 2014).

Destarte, devido a falta de uma terapia eficaz para a gastropatia advinda
do tratamento cronico com ALD e os poucos estudos acerca dos mecanismos
envolvidos em sua toxicidade, e ainda levando em conta que o efeito da SIN na
injuria. da mucosa gastrica ocasionada pelo uso de ALD permanece
inexplorada, fornece-se entdo evidéncias para a realizacdo deste trabalho, que
pode apresentar justificativas para o uso de estatinas no tratamento de Ulceras
géstricas induzidas por bifosfonatos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA GASTRICA

O processo de digestdo alimentar é realizado durante a passagem do
alimento por todo o trato gastrointestinal, seguindo etapas funcionais em cada
segmento. O estdbmago de forma particular atua como um reservatorio
alimentar com capacidade média de 1.200 a 1.500 ml, podendo por meio de
distensdo chegar a acomodar até 3.000 ml. Durante o periodo de
armazenamento exerce funcdes relacionadas ao processamento mecanico e
quimico dos alimentos para formacdo do quimo, controlando a passagem do
mesmo para o intestino (ABBAS et al., 2005).

De forma anatbmica, pode-se dividir o estdbmago em 3 partes: fundo,
corpo e antro pilérico, sua limitacdo se da pelo esfincter esofagiano inferior ou
cardia na porcao superior e pelo esfincter pilérico ou piloro na porcéo inferior
do 6rgéo (Figura 1) (HOGBEN et al., 1974).

Figura 1 — Representacao das divisdes anatdmicas do estomago.
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A mucosa do estdmago possui variagbes de composicdo celular e
funcional glandular dependente de sua regido anatdmica (figura 1). A mucosa
constituinte do corpo e do fundo gastrico, é a principal responsavel pela
secrecdo de acido cloridrico (HCI), denominada como mucosa oxintica, e é
constituida por células parietais (oxinticas) — secretoras de &cido, células
principais — produtoras de pepsinogénio, células D - produtoras de

somatostatina e ceélulas do tipo enterocromafins — liberadoras de histamina
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(figura 2). Ja na regido do antro, encontra-se a mucosa pilorica que apesar de
compartilhar grande parte da composi¢cdo da mucosa oxintica, diferencia-se
desta por ndo apresentar células parietais, mas sim células G — produtoras de
gastrina (LUCEY; YAMADA, 1989; SCHUBERT; PEURA, 2008). A parte mais
superficial da mucosa gastrica é recoberta de células mucosa superficiais e
células mucosa do pescoco glandular que produzem e liberam muco
protegendo o epitélio contra 0 suco gastrico e outros possiveis agentes nocivos
(Bl; KAUNITZ, 2003).

Figura 2 — Representacdo esquematica das células presentes na glandula gastrica.
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2.2. FISIOLOGIA DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

O estbmago secreta diariamente cerca de 2,5 litros de suco gastrico.
Este ambiente &cido auxilia no processo de digestédo facilitando a quebra de
proteinas e potencializando a absorcdo de ferro, calcio e vitaminas, além de
também possuir importante papel dentro do mecanismo de defesa da mucosa,
atuando contra agentes infecciosos na regiao (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A secrecdo de acido gastrico € um processo regulado por mdaltiplos
fatores relacionados de forma geral com a via neuronal (acetilcolina), paracrina
(histamina) e endocrina (gastrina) (KONTUREK, et al.,, 2004). Essas vias
possuem receptores especificos na membrana das células parietais (M3, Hz e

CCK; respectivamente), que ativam a enzima H* K* - ATPase, mais conhecida
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como bomba de prétons (figura 3), responsavel pelos processos que levardo a
secrecdo do &cido géstrico principalmente na regido do corpo e do fundo do
estdbmago (AIRES, 2008).

O estimulo gerado para que seja ativada a bomba de prétons pode
ocorrer tanto pela concentracdo de calcio intracelular que atua na liberacdo de
gastrina e acetilcolina, como também pela elevacdo dos niveis de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) que através da fosforilagdo de proteinas efetoras
na célula parietal conduz a liberacdo de histamina (SCHUBERT, 2005;
BRUNTON et al., 2010).

A acetilcolina liberada pelas fibras vagais pos-ganglionares estimula de
forma direta a liberac@o de acido gastrico por meio da ativacdo de seu receptor
colinérgico M3 especifico na membrana de células parietais (MERCER;
ROBINSON, 2008).

A histamina € estocada principalmente por células do tipo
eterocromafins, quando liberada atua em seus respectivos receptores do tipo
H, aumentando os niveis de AMPc com consequente ativagdo da proteina
Kinase A (PKA), esta via estimula a bomba de prétons e a consequente
liberacdo de acido gastrico. A acdo da histamina também ocorre por meio da
inibicdo de somatostatina, inibindo a liberacdo de gastrina com consequente
inibicdo da secrecao de acido, realizando importante retroalimentacédo negativa
na regido (ROULEAU et al., 2004; JAIN et al., 2007).

A gastrina, horménio sintetizado pelas células G atuam de duas
principais formas: ativando receptores do tipo colecistokinina 2 (CCK;) de
células do tipo eterocromafins, que estimulam a via de calcio intracelular,
levando a liberacdo de histamina que como ja disposto, atua em células
paracrinas liberando &cido gastrico e de forma menos intensa, porém nao
menos importante, a gastrina também pode atuar de forma direta em seus
receptores presentes na membrana das células parietais, também induzindo a
bomba de protons e a secrec¢do acida gastrica (MERCER; ROBINSON, 2008).

Apesar da importancia funcional do acido gastrico para 0s processos
digestivos e para a protecdo do trato gastrico, disfuncbes nos processos de
regulacdo podem ocasionar o desenvolvimento de ulceras pépticas, sendo

desta forma essencial que haja um equilibrio entre a secrecdo do &cido e os
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mecanismos protetores da mucosa, para que a mesma permaneca intacta

frente a exposicao a possiveis agentes agressores (LU & GRAHAM, 2006).

Figura 3 — llustragdo esquematica da secrecao de acido gastrico pela célula parietal gastrica.
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2.3. MECANISMOS DE DEFESA DA MUCOSA GASTRICA

Mediante a exposicdo do ambiente gastrico a uma série de agentes
agressores tanto do ambiente externo quanto por fatores internos, a mucosa
gastrica apresenta mecanismos defensivos para buscar a manutencéo de sua
integridade. Dentre as linhas de defesa podemos destacar a secrecdo de
muco e bicarbonato, a microcirculacdo gastrica, defesas antioxidantes,
manutencdo de grupos sulfidricos, a liberacdo de o6xido nitrico (NO) e a
manutencao de prostaglandinas (PG) (BRZOZOWSKI et al., 2005; GUYTON;
HALL, 2006).

2.3.1. Secrecao de muco e bicarbonato

A primeira barreira de protecdo gastrica € formada pela secrecao de
muco, bicarbonato e fosfolipidios que atuam na defesa de fatores tanto
exégenos quanto endoégenos. O muco caracteriza-se como uma substancia

viscosa, sendo constituido principalmente de glicoproteinas, mucina e agua. E
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secretado pelas células secretoras de muco, estimuladas pelos horménios
gastrina e secretina, pelas prostaglandinas e agentes colinérgicos (ALLEN;
FLEMSTRON, 2005). Esse muco secretado no limen recobre toda a superficie
do estdbmago, tendo como fun¢des a retencdo de agua, lubrificacdo do epitélio
gastrico, reducdo da difusdo de ions H* da luz para a membrana das células
parietais, controle da colonizacdo bacteriana e também possui importante
participagdo na eliminagdo de radicais livres devido a sua propriedade
antioxidante (REPETTO; LLESUY, 2002; WALLACE, 2008).

O ion bicarbonato é secretado pelas células epiteliais gastricas e retido
pelo muco, sendo entdo, a partir dessa conjugacao formado um gradiente de
pH neutro na superficie do lumen géastrico protegendo a mucosa contra a
acidez do ambiente. Essa interacdo muco — bicarbonato também previne a
penetracdo de pepsina no epitélio (LAINE et al., 2008). A regulacéo fisiologica
da liberagdo de bicarbonato é mediada principalmente pelas prostaglandinas
(DEFONESKA; KAUNITZ, 2010). Fatores que interfiram na disponibilidade
fisiolégica de muco e bicarbonato podem aumentar substancialmente a
vulnerabilidade da mucosa ao &cido do ambiente, podendo ocasionar o
surgimento de injurias géastricas (WALLACE; GRANGER,1996).

2.3.2. Prostaglandinas

Derivadas da cascata do acido araquidénico, as PG possuem papel
crucial na linha de defesa da mucosa géstrica. Os fosfolipidios de membrana
sofrem processo de hidrolise por meio da acao da fosfolipase A,, fornecendo
assim acido araquidénico no citoplasma celular a partir do qual as isoformas
das ciclooxigenases (COX) sintetizam as PG (GUDIS; SAKAMOTO, 2005).

A isoforma COX-1 relaciona-se com a sintese dos subtipos
prostaglandina E, (PGE,) e prostaciclina I, (PGIl,) que sao produzidas na regiao
do estbmago e atuam na manutencdo da integridade da mucosa como
inibidores da secrecdo acida gastrica, aumento da secre¢cdo de muco -
bicarbonato, regulacdo do fluxo sanguineo, aumento de componentes
sulfidricos e auxilio da restituicdo epitelial (BRZOZOWSKI et al., 2005;
MARTIN; WALLACE, 2006).

A importancia das PG na linha de defesa da mucosa gastrica é

evidenciada por trabalhos com drogas de inibicdo da producdo das mesmas,
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como os AINE’s, o tratamento cronico com esse tipo de medicamento e a
consequente inibicdo da sintese de PG relacionam-se de forma direta com o
surgimento de ulceragBes gastricas (SILVA et al., 2012; KANBAYASHI;
KONISHI, 2015).

2.3.3. Fluxo sanguineo gastrico

O fluxo sanguineo na regido da mucosa gastrica atua na regulacéo de
fatores importantes contra agentes lesivos, por meio da remocdo de
substancias toxicas na regido subepitelial, além de realizar o suprimento de
oXxigénio e nutrientes essenciais para a manutencao da integridade da camada
de muco — bicarbonato (SZABO, 1991).

Em situacdo de exposicdo da mucosa a fatores agressivos o fluxo
sanguineo é aumentado fazendo com que haja remocao e/ou diluicdo do acido
na mucosa (LAINE et al., 2008). O controle desses processos é mediado pelas
PG, sendo também em parte atribuido a acdo do NO (CORUZZI et al., 2000).

2.3.4. Oxido nitrico

O NO em sua forma constitutiva vem sendo apontando como importante
mediador nos mecanismos de defesa gastrica. Sua sintese se da através da
NO sintase (NOS) utilizando como substratos o O, e a L-arginina (UCHIDA et
al., 2001). H& trés isoformas de NO sintase: a isoforma induzida - iNOS,
expressa em resposta a estimulos patoldgicos e duas isoformas constitutivas
eNOS - endotelial e a nNOS — neuronal presentes e atuantes em condi¢cdes
fisiol6gicas normais. A isoforma constitutiva atua na mucosa aumentando o
fluxo sanguineo e a producdo de muco, bem como também promovendo a
inibicdo da aderéncia neutrofilica em células endoteliais (CORUZZI et al.,
2000). Trabalhos também tém associado a reducgdo &acida gastrica a acdo do
NO (KIM; KIM, 2006).

Estados inflamatérios associados ao excesso na sintese de iNOS tém
sido ligados ao aumento na permeabilidade do epitélio bem como também na
reducado da barreira formada por muco, tornando o ambiente mais susceptivel a
acao de agente agressores, desta forma os efeitos do NO envolvidos na regido

da mucosa gastrica podem estar condicionados aos niveis de producao, ao tipo
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sintetizado e ao estado fisiologico das células do epitélio gastrico (SHAH et al.,
2004).

2.3.5. Defesas antioxidantes da mucosa gastrica

Os agentes antioxidantes enddgenos merecem importante destaque na
linha de defesa gastrica, estes atuam como sequestradores de espécies
reativas de oxigénio (EROS) que sao produzidos naturalmente por meio de
processos fisiologicos. Entretanto em condi¢cdes patolégicas sua sintese €
substancialmente aumentada, desequilibrando a homeostase do organismo. As
EROS séo altamente reativas e sua interacdo com componentes essenciais do
organismo causam desordens celulares (MCCORD; FRIDOVICH, 1969;
CNUBBEN et al.,, 2001). O excesso de radicais livres no organismo €
confrontado por agentes antioxidantes produzidos pelo corpo ou adquiridos na
dieta (BARREIROS et al., 2006)

O anion superoéxido (O,™) é uma das primeiras EROS produzidas, sendo
sintetizado principalmente na regido mitocondrial, entretanto devido a alta
reatividade deste anion, as mitocondrias apresentam grande concentracao de
enzimas superéxido dismutase (SOD), que convertem o0 superoxido em
peréxido de hidrogénio (H.O,), um produto menos reativo frente as outras
moléculas organicas, mas que participa ativamente no processo de estresse
oxidativo pela facilidade de atravessar a membrana da célula e gerar radicais
hidroxila em seu interior. O radical hidroxila € altamente reativo e atua
principalmente em lipideos, proteinas e agucares, no entanto, sua alta
reatividade confere tempo de vida curta a molécula sendo esta rapidamente
degrada pelos agentes antioxidantes (VOGT, 1995; LARSON, 1997).

Os agentes antioxidantes do organismo atuam enzimaticamente por
meio das superdxidos dismutases, catalases e da glutationa peroxidase (GSH-
Px), ou de forma ndo enzimatica a exemplo da glutationa (GSH) que atua por
meio de ligacdo direta com o radical livre impendido a acdo deletéria nos
componentes celulares, e assim funciona como um “varredor” de EROS (figura
4) (BARREIROS et al., 2006). A interacdo da GSH em conjunto com a GSH-Px
no processo enzimatico promove reducdo do peroxido de hidrogénio em agua,
acompanhada da conversdo da GSH em sua forma reduzida para sua forma

oxidada — GSSG que ao final do processo é convertida novamente em GSH
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por meio da acdo enzimatica da Glutationa redutase (KWIECIEN et al., 2002).
Em condi¢gBes de estresse oxidativo, para manter o balanco redox, a GSSG é
exportada da célula por proteinas transportadoras dependentes de ATP, desta
forma, em condi¢cdes severas de estresse oxidativo ocorre a diminuicdo dos
niveis de GSH (CNUBBEN et al., 2001; DICKINSON; FORMAN, 2002).

Figura 4 — Sistema antioxidante
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Legenda: No esquema a participagdo de importantes enzimas de defesa antioxidante do
organismo. Adaptado de PROCTOR; REYNOLDS, 1984.

Estudos tém evidenciado que os altos niveis de glutationa no ambiente
gastrico tém importante papel como agente gastroprotetor devido ao seu
potencial antioxidante (SANDOR et al., 1995; ALTINKAYNAK et al., 2003).
Desta forma a manutencdo da homeostase da mucosa gastrica e sua
consequente integridade dependem de forma direta da estabilidade dos niveis
dos agentes antioxidantes que combatem o0 excesso de radicais livres e
neutralizam os danos ocasionados pelos produtos dos mesmos (SHIRIN et al.,
2001).

2.4. ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica pode ser definida como lesdes na regido do estdmago,
compreendendo diametro inferior a 4 cm e caracterizando-se histologicamente
pelo rompimento das células que formam a camada mucosa, podendo em
casos mais graves chegar a regido da submucosa. O surgimento dessa injuria
é atribuido ao desequilibrio da agédo de agentes agressores e dos componentes
da barreira de defesa, tornando a mucosa exposta a acao do acido gastrico
(RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007; AIRES, 2008).
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As ulceras gastricas podem ser classificadas como ulceracdo aguda ou
cronica, sendo o primeiro caso caracterizado como inflamagao ativa, com
infiltrado neutrofilico e hemorragia na superficie da mucosa. J& os casos de
ulceras cronicas apresentam uma mucosa com varios graus de injaria e
agregados linfoides na regido (MARTINS, 2005).

Mesmo com a significante reducdo da incidéncia desta patologia sendo
observada nas ultimas décadas, a Ulcera gastrica ainda é tida como uma das
patologias de maior ocorréncia em ambito mundial, representando um
importante problema no cenario clinico, principalmente considerando os casos
de morbimortalidade atribuidos a situacBes mais graves, relacionadas com
sangramento e perfuracéo do 6rgao (SUNG et al., 2010).

A etiologia da ulceracdo gastrica esta relacionada com uma série de
fatores (figura 5), destacando-se a infeccdo por Helicobacter pylori, o
tratamento crénico com AINE’s, &lcool, tabagismo, estresse, fatores genéticos,
tratamentos a longo prazo com bifosfonatos, entre outros (KURATA,;
NOGAWA., 1997; NATALE et al., 2004; SILVA et al., 2014).

Figura 5 — Mecanismos de defesa e agentes agressores da mucosa gastrica.
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Adaptado e modificado de CASASOLA (2015).

O desequilibrio entre os mecanismos de defesa da mucosa gastrica e a
acado de agentes agressores ocasiona um cenario propicio para o surgimento

de lesbes na mucosa. Desta forma, € de grande importancia a manutencéo dos
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diversos processos pelo qual o organismo promove e mantem a protecdo e
integridade do trato gastrico contra fatores nocivos sejam estes de ordem
exdgena ou enddégena no organismo (WALLACE; MA, 2001).

2.5. BIFOSFONATOS

2.5.1. Problematica: Patologias relacionadas a reabsorcéo 6ssea

A reabsorcdo 6ssea € um mecanismo de compensacdo, responsavel
por elevar os niveis de ions calcio no liquido extracelular através da acéao de
osteoclastos, a fim de manter as funcdes essenciais do organismo. Entretanto
a manutencdo deste processo em situacfes de desordem patolégica crénica
leva a uma consideravel perda da densidade mineral na regido, tornando o
0SSO poroso e mais propenso a fraturas caracterizando a instauracdo da
osteoporose (GUYTON; HALL, 2006).

A osteoporose vem sendo descrita como um dos principais problemas
de saude publica em ambito mundial, tanto por conta dos prejuizos sociais e
psicolégicos ao paciente e aos familiares, quanto também por conta dos gastos
econdmicos durante o tratamento da patologia (LINDSAY R. et al., 2001). E
mais frequentemente diagnosticada em mulheres, entretanto as taxas de
mortalidade provenientes de fraturas osteoporoéticas sdo mais altas no publico
masculino (WHO, 2007).

Outros estados patolégicos também sdo associados ao aumento da
reabsorcdo 6ssea no organismo, como a doenca de Paget, uma desordem
Ossea localizada, monostética ou poliostética que resulta na anormalidade da
arquitetura 6ssea, na qual ha uma substituicdo da correta organizacdo do 0sso
por uma estrutura desorganizada, aumentada, enfraquecida e deformada
(BANDEIRA et al., 1999). O tratamento crénico com glicocorticoides também
podem ser destacados, jA que pode ocasionar a instauracdo do quadro de
osteoporose secundaria (WEINSTEIN, 2011). Metastases osteoliticas
relacionadas com algumas neoplasias também associam desordens de
remodelacéo O0ssea (GUISE et al., 2010).

O principal tratamento das patologias citadas € a terapéutica
farmacoldgica, com o0 uso principalmente de farmacos da classe dos

bifosfonatos, que através de seus efeitos sobre mediadores da reabsorcéo
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aumenta a densidade mineral 6ssea dos pacientes melhorando a qualidade de
vida dos mesmos (DRAKE et al., 2008).

2.5.2. Aspectos gerais dos bifosfonatos

A sintese dos bifosfonatos iniciou-se na metade do século XIX, sendo
primariamente utilizados como anticorrosivos e agentes preventivos da
deposicdo de carbonato de calcio em encanamentos. Estudos posteriores
comprovariam os efeitos benéficos dos bifosfonatos no organismo, agindo no
controle da formacédo do fosfato de calcio e na inibicdo da reabsorcdo 0ssea
(CASTRO et al., 2004). Em 1967, era desenvolvido o etiodronato, o primeiro
bifosfonato de origem terapéutica para patologias relacionadas ao
remodelamento 6sseo (FLEISCH, 1998).

Nas ultimas décadas os bifosfonatos tém assumido papel crucial no
tratamento de doencas osteometabdlicas, atuando diretamente em células
osteoclasticas e alterando seu metabolismo, tendo por consequéncia a
diminuicAo dos processos de reabsorcdo na matriz 0ssea mineralizada,
aliviando dores, lesfes e faturas 0sseas e levando o paciente a melhorar sua
qualidade de vida (ROSEN et al., 2001; ROELOFS et al., 2006).

Por suas propriedades terapéuticas, esta classe medicamentosa tem
sido referéncia no tratamento da osteoporose, na hipercalcemia maligna,
doenca de Paget, osteogénese imperfeita infantii e em outras desordens de
origem osteometabolica (GREENBERG, 2004; WOO et al., 2006).

2.5.3. Estrutura quimica dos bifosfonatos

Os bifosfonatos sdo analogos sintéticos dos pirofosfatos inorganicos,
moléculas fisiologicamente formadas que participam da regulacdo da
remodelacdo 6ssea. O pirofosfato (figura 6) € composto por dois grupos fosfato
interligados por um oxigénio na parte central (P — O — P), entretanto esta
molécula sofre rapida hidrolise enzimatica, sendo ineficaz para o tratamento de
doencas Osseas, ja que nao possuem resisténcia quando administradas por via
oral. Assim, os bifosfonatos apesar de sua semelhanca estrutural com o
pirofosfato, diferenciam-se por apresentar dois grupos fosfato ligados
covalentemente a uma molécula de carbono (P — C — P) tornando a molécula

estavel e resistente a hidrolise/degradacdo das enzimas do trato
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gastrointestinal e apresentando uma meia vida biolégica maior e assim
viabilizando seu uso na terapéutica (DANNEMANN et al., 2006; ROELOFS et
al., 2006).

Nas moléculas dos bifosfonatos (figura 6), também encontram-se duas
cadeias laterais ligadas ao carbono central, denominadas R1 e R2. A cadeia
lateral R1 associada com um grupo hidroxila (OH), confere maior afinidade na
interacdo da molécula com o mineral 6sseo, ja a conformacédo da cadeia R2
relaciona-se com a atividade biolégica da molécula, como a poténcia e a
seletividade farmacolégica (CASTRO et al., 2004).

Figura 6 — Estrutura quimica do pirofosfato e dos bifosfonatos.
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Legenda: Destaque em vermelho para o carbono central ligado as cadeias laterais (R1 e R2)
na molécula dos bifosfonatos.

De acordo com os substituintes das cadeias laterais R1 e R2 do carbono
central (figura 6) a afinidade Ossea e o perfil terapéutico variam
sistematicamente. Desta forma divide-se os bifosfonatos em dois grupos: a
primeira geracdo que devido sua estrutura simples desempenha fracas acfes
no processo de reabsorcdo Ossea, seus principais representantes sdo o
etiodronato, clodronato e o tiludronato. A segunda geracdo, o0s
aminobifosfonatos, possui um lado alifatico contendo uma ligacédo nitrogenada,
correspondem ao pamidronato, ao ALD e ao zolendronato. Este ultimo com
dois atomos de nitrogénio é o mais potente da segunda geracdo (TENENBAUM
et al., 2002). A molécula de nitrogénio na estrutura quimica dos
aminobifosfonatos confere maior tempo de vida do farmaco no organismo,
tornando seu efeito mais longo e consequente conferindo maior poténcia em

relacdo aos bifosfonatos de primeira geracéo (figura 7) (BELL; BELL, 2008).
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Figura 7 — Estruturas representativas de variagdes quimicas dos compostos bifosfonatos.
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Legenda: Em ordem crescente de afinidade aos cristais de hidroxiapatite da superficie 6ssea e
de potencial inibitorio de reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos: clodronato < etidronato <
tiludronato < pamidronato < alendronato < ibandronato < risedronato < zoledronato. Adaptado
de RUSSELL et al., 2008.

Os bifosfonatos apresentam alta carga e volume molecular, dessa forma
sua penetracdo na membrana celular é limitada, havendo por consequéncia
baixa absorcdo do farmaco na regido intestinal. Apresenta alta afinidade pelo
mineral 6sseo e a porcao que ndo se liga ao célcio é excretada inalterada. Sua
meia vida é variavel de acordo com sua estrutura bioquimica (DANNEMANN et
al., 2006).

2.5.4. Mecanismo de acao dos bifosfonatos

De maneira geral os bifosfonatos reduzem a reabsorc¢éo 0ssea inibindo o
recrutamento e induzindo a apoptose de osteoclastos. Adicionalmente os

bifosfonatos também estimulam a atividade dos osteoblastos, que atuam
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através de importantes fatores de crescimento como o TGF-B (Fator de
transformacdo do crescimento beta) e o IGF- | (Fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1), além de outros peptideos que além de atuarem
na formacéo 6ssea também impedem a apoptose osteoblastica (HILL; ORTH,
1998; SANTINI et al., 2003). Entretanto, os farmacos de primeira e segunda
geragao apresentam diferentes mecanismos moleculares de acgéo (figura 8)
(TOUSSAINT et al., 2009).

Figura 8. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo dos bifosfonatos na matriz
Ossea.
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Legenda: OC = Osteoclastos, OB = Osteoblastos.

Os bifosfonatos de primeira geracdo inicialmente sdo internalizados
pelos osteoclastos, assim, sdo metabolizados dentro das células formando
analogos citotoxicos de ATP (metileno), que se acumulam no citoplasma dos
osteoclastos e inibem as atividades dependente de ATP, tendo como resultado
final deste processo a morte celular programada (apoptose) (IDRIS et al., 2008;
ROELOFS et al., 2006).

Os bifosfonatos de segunda geragcdo também sao internalizados pelos
osteoclastos, entretanto, bloqueiam a via do mevalonato por meio da inibicdo
da enzima farnesil difosfato sintetase, responsavel pelo controle da sintese de
lipidios isoprenoides, comprometendo o transporte vesicular intracelular, desta

forma vias de sinalizagcao impréprias induzem a apoptose da célula. (MERIGO
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et al., 2006; IDRIS et al., 2008). Ambos mecanismos de acdo promovem

inibicao direta da reabsorcéo 6ssea realizada pelos osteoclastos.

2.5.5. Alendronato de sodio

O ALD é um aminobifosfonato que apresenta potente inibicdo da
reabsor¢cdo osteoclastica (AZUMA et al., 1995). Comecou a ser implementado
no tratamento da osteoporose no inicio da década de 90 em pacientes de alto
risco e sendo posteriormente aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) no tratamento da osteoporose pés-menopausa. E o farmaco de primeira
escolha também no tratamento da osteoporose em homens e doenca de Paget
(LASSETER et al., 2005). Entre a classe de bifosfonatos, o ALD destaca-se
como um dos mais potentes e seguros (GREY; REID; 2006).

Possui estrutura analoga ao pirofosfato. E primariamente produzido
como sal monossodico do acido alendrénico (C4H13NO7P;) e comumente
disponibilizado em sua forma sdlida tri-hidratada (C4H12NNaO;P,.3H,0). Sua
composicdo com dois grupos fosféricos confere acidez a molécula e um grupo
amina confere basicidade (figura 9), assim, o alendronato de sodio apresenta
um comportamento anfotero (BUDAVARI et al., 1996).

Figura 9 — Formula molecular e estrutural do acido alendrdnico e do alendronato de sédio.
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No Brasil o ALD é disponibilizado em comprimidos de alendronato
monossodico nas doses de 5, 10, e 70 mg por comprimido, havendo também
sua formulagéo genérica na dose de 70 mg com custo préximo a 1/3 relativo ao
farmaco padrdo (ANVISA, 2009). O ALD segue sendo o unico bifosfonato
incluido na lista de medicamentos e insumos de componentes basicos da

Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) e disponibilizado



32

pelo Sistema Unico de Saude (SUS) para o tratamento da osteoporose
(BRASIL, 2015).

2.55.1. Propriedades farmacolégicas do alendronato

A posologia usual do ALD no tratamento da osteoporose é de 10 mg/dia,
para pacientes de ambos os géneros, sendo em alguns casos recomendada a
dosagem de 70 mg/semana, sendo ambas as dosagens terapeuticamente
equivalentes (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2008).

Seguindo a caracteristica geral dos bifosfonatos, o ALD € também pouco
absorvido no trato gastrointestinal, sendo sua absorcéo ainda mais prejudicada
quando realizada concomitantemente com alimentos (BERRUTI et al., 2001).
Em contrapartida, devido sua alta afinidade pela matriz 6ssea, cerca de 50% do
farmaco absorvido consegue se fixar na regido 0ssea, e devido sua liberacéo
estar condicionada com o indice de remodelagéo 6ssea o ALD apresenta uma
taxa de meia vida longa no tecido 6sseo, chegando a um prazo de até 10 anos
para que haja sua completa eliminacdo. A porcdo do farmaco que néao é
absorvida na matriz 0ssea € eliminada de forma inalterada pela urina
(GANGULI et al., 2002; NEVES et al., 2002).

O tratamento com ALD exige algumas medidas importantes que
asseguram a maxima eficacia do medicamento, sendo assim para que o
medicamento seja diretamente e rapidamente conduzido ao estbmago €
importante a ingestdo de um copo cheio de agua filtrada, diminuindo assim o
poténcial de irritacdo na regido do esbéfago e também fazendo um intervalo de
30 minutos antes das refeicbes bem como da administracdo de outro
medicamento. Adicionalmente € indicado que o paciente ndo deite neste
periodo de 30 minutos apds a ingestao do ALD (KHAPRA; ROSE, 2006).

A interrupcdo do tratamento com ALD n&o determina a suspensao
imediata do efeito terapéutico na matriz 6ssea. Estudos realizados
evidenciaram que a interrupcdo de um tratamento de 3-5 anos mantém a
eficacia anti-fratura por pelo menos um a dois anos com a manutencao da forca
e saude dos ossos (WATTS et al., 2010).
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2.5.5.2. Ulceracdo gastrica associada ao tratamento crénico com
alendronato

Dados extraidos de trabalhos pré-clinicos e clinicos mostram que
bifosfonatos que apresentam cadeias laterais amino primarias, como o ALD e o
pamidronato possuem alto potencial para inducédo de lesbes gastricas, sendo
este o efeito colateral mais comum associado ao tratamento prolongado com
bifosfonatos e caracterizando-se sintomaticamente por dor e desconforto na
regido abdominal (MACONI; BIANCHI, 1995; THOMSON et al.,, 2002). O
mecanismo pelo qual o ALD induz o surgimento de lesbes no trato gastrico
ainda ndo é completamente esclarecido.

Estudos propdem que a injuria promovida pelo ALD relaciona-se com a
acdo direta do farmaco na mucosa gastrica ocasionando um aumento da
vulnerabilidade do epitélio a agentes agressores (OHASHI et al., 2009). Essa
propriedade de irritacdo gastrica por acdo tépica do ALD pode ser em parte
atribuida a sua capacidade de se associar aos fosfolipidios de membrana e
romper a permeabilidade da barreira de muco e bicarbonato que formam a
primeira linha de defesa da mucosa gastrica (COSTA et al., 2013).

Também ja tem sido demonstrado que o0 aumento de espécies reativas
do oxigénio e a instauracdo do processo de peroxidacdo lipidica contribuem
para com o0s processos de injuria do tecido gastrico decorrentes do uso de ALD
(SENER et al., 2005). O decurso desta gastropatia também é acompanhado
por infiltracdo neutrofilica e edema subepitelial associado ao aumento de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B e TNF-a) (COSTA et al., 2013).

Estudos ainda evidenciam o potencial de inibicdo da geragéo de NO pelo
ALD (SILVA et al., 2014). O NO possui importante papel na integridade da
mucosa do estbmago, além de também possuir importante papel na motilidade
gastrica através das isoformas nNOS e eNOS. A inibicdo da acdo dessas
enzimas pode ocasionar disturbios no fluxo sanguineo e na secre¢cdo acida
géstrica, propiciando o surgimento de ulceracdes pépticas (CORUZZI et al.,
2000; SILVA et al., 2014).

Assim, avaliando o alto potencial do ALD na terapéutica de doencas
relacionadas com disturbios osteometabodlicos e sua possivel relagdo com
lesBes gastricas, evidencia-se a necessidade de alternativas terapéuticas que

aumentem os beneficios ao paciente, sejam estes por meio da potencializacdo
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dos efeitos benéficos do tratamento, ou pela diminuicdo dos efeitos adversos

ocasionados pelo uso crénico com o medicamento.
2.6. ESTATINAS

2.6.1. Problematica: Doencas relacionadas aos altos niveis de
colesterol — LDL no organismo.

Pequenas quantidades de colesterol sdo necessérias e suficientes para
o funcionamento adequado do organismo, fornecendo energia, substratos para
sintese hormonal e servindo de suporte estrutural para 6rgdos e tecidos.
Entretanto quando essas taxas se tornam elevadas podem se acumular nas
artérias prejudicando o fluxo sanguineo (CARRAGETA, 2006).

Como o colesterol € relativamente insolivel em agua, formam ligacdes
com proteinas para que possam circular no ambiente plasmatico, formando
assim lipoproteinas que se diferenciam quanto suas respectivas composicoes e
densidades podendo ser classificadas em HDL (High-density lipoprotein), LDL
(Low-density lipoprotein) e VLDL (Very-low-density protein) (GUYTON, 2006).
As HDL sao conhecidas como “bom colesterol” por transportarem o colesterol
para o figado, onde ocorre a metabolizacdo do mesmo. J&4 o LDL possui
denominacdo de “mal colesterol” por formarem placas nas artérias,
prejudicando o fluxo sanguineo e aumentando substancialmente os riscos de
aterosclerose (KWITEROVICH; 2000).

2.6.2. Aspectos gerais das estatinas

No ano de 1971, Akira Endo em meio a suas pesquisas com antibiéticos
acidentalmente observou que os fungos com o qual trabalhava eram capazes
de sintetizar um potente inibidor da producédo de colesterol. Esse composto
denominado como mevastatina foi entdo analisado e isolado, entretanto
apresentava alta toxicidade, n&o podendo ser empregado na pratica
terapéutica (ENDO; 1976). Mas a partir da mevastatina foi gerada a molécula
matriz das estatinas, sendo a lovastatina a primeira a ser lancada no ano de
1987 (ENDO; 1992).

Atualmente as estatinas constituem a classe de medicamentos mais
potentes e eficazes na reducdo dos niveis de LDL (RANG; DALE, 2006).

Podem também atuar diminuindo os niveis de triglicerideos e aumentando os
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niveis de HDL no organismo (LINARELLI; POTT, 2008). Sete estatinas sao
disponibilizadas comercialmente na terapéutica, sendo elas a SIN,
artovastatina, fluvastatina, lavastatina, pravastatina, rosuvastatina e
pitavastatina, diferenciando-se entre si devido a seus aspectos
farmacocinéticos tais como absorcdo, biodisponibilidade, excrecdo e
solubilidade (GINTER; SIMKO, 2009).

2.6.3. Mecanismo de acao das estatinas

A biossintese de colesterol no organismo inicia-se a partir da formacéo
de 3hidroxi-3metil-glutaril-Coenzima—A (HMG-CoA) pela associacdo de trés
moléculas de acetil-coenzima A. A enzima HMG-CoA redutase realiza a
catalisacdo da conversdao de HMG-CoA em mevalonato, etapa importante do
processo que tera como produto final o colesterol. Desta forma, a HMG-CoA
redutase representa um importante alvo farmacologico de hipolipémicos (VAN
DER MOST et al., 2009).

As estatinas atuam inibindo reversivel e competitivamente a HMG-CoA
redutase (figura 10), resultando assim em um aumento dos receptores de
superficie especificos de LDL que irdo se ligar a LDL circulante e aumentar a
taxa de depuracdo das mesmas, diminuindo suas concentragfes plasméaticas
no organismo e limitando a velocidade de biossintese de colesterol no figado
(STANCU; SIMA 2001).

Adicionalmente, o efeito das estatinas em inibir a enzima HMG-CoA
redutase acaba também interferindo na sintese de isoprendides que constituem
cerca de 2% do total de proteinas celulares (figura 10), envolvidas em véarias
vias de sinalizacdo que participam de uma série de funcdes relacionadas a
imunomodulacéo, caracterizando assim os efeitos pleiotrépicos de carater anti-

inflamatorio desses farmacos (MIHOS et al., 2011).
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Figura 10 — Mecanismo de acao das estatinas na via do mevalonato.
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Legenda: Como as estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase, responsavel por converter o
HMG-CoA em mevalonato, ocorre ndo somente a reducdo da producdo intracelular de
colesterol, como também a producao de isoprendides. Adaptado de LIAO (2005).

Apesar de todas as estatinas apresentarem de forma geral 0 mesmo
mecanismo de acdo, existem diferencas consideraveis entre 0s componentes
dessa classe quanto a eficacia da reducdo lipidica, seletividade e propriedades
fisico-quimicas (SHITARA; SUGIYAMA, 2006).

2.6.4. Sinvastatina

A SIN (Figura 11) é um farmaco representante da classe das estatinas,
prescrita para o tratamento de dislipidemia com objetivo principal de reduzir os
niveis de LDL e triglicerideos no plasma sanguineo. E um composto derivado
da modificacdo quimica da lovastatina apresentando forma molecular C,5H3gOs,
com baixa solubilidade em meio aquoso e alta permeabilidade intestinal
(AMIDON, 1995).
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Figura 11 — Representagéo quimica da sinvastatina.
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E administrada oralmente como um pré-farmaco em sua forma inativa
lactona e hidrolisada no trato gastrointestinal em seu corresponde ativo
hidroxiacido. Sendo metabolizada tanto no figado quanto no intestino, seus
metabolitos sdo eliminados na secrecao biliar ou da corrente sanguinea para o
intestino (NEUVONEM et al.,, 2008; RANG; DALE, 2007). Possui baixa
biodisponibilidade, sendo que apenas 5% da sua dose via oral permanece na
sua forma livre no plasma e 95% se liga a proteinas plasmaticas, seu
mecanismo de transporte esta diretamente relacionado as concentracdes do
farmaco por ocorrer através de difusdo passiva na membrana (MIRANDA et al.,
2011).

A SIN é o farmaco de primeira escolha para o tratamento de pacientes
com hipercolesterolemia priméria, sendo também bastante utilizada como
método preventivo de doencas cardiovasculares (MAURO; MACDONALD
1991; PEDERSEN; TOBERT; 2004) contempla a lista do RENAME, sendo
classificada como hipolipemiante simples e distribuido na forma de comprimido
nas doses de 10, 20 e 40 mg (BRASIL, 2014).

2.6.4.1. Acdo gastroprotetora e beneficios na remodelacdo 6ssea da
SIN

Estudos tém apontado efeitos benéficos da SIN relacionados com o
potencial de atuar no auxilio do reparo 6sseo, apresentando efeitos positivos
no tratamento da osteoporose (LUPATTELLI et al., 2004; PARK 2009; PRICE
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et al., 2013). Entretanto o mecanismo pelo qual as estatinas atuam no auxilio
do reparo 6sseo ainda ndo é bem esclarecido.

Um dos fatores atribuidos a essa acdo seria a melhoria da
vascularizacéo pela diminuicdo de placas ateroscleréticas nos vasos, ja que o
suprimento sanguineo € um fator importante no processo de neoformacéo
0ssea (HORIUCHI; MAEDA, 2006).

Estudos também tém relacionado a acdo da SIN na remodelacdo 6ssea
ao aumento da sintese osteoblastica e inibicdo da acdo osteoclastica, que se
daria pelo aumento da atividade da proteina morfogenética éssea (BMP) por
meio da antagonizagcdo da via TNF-a/RAS-RHO mitogénica ativadora da
proteina Kinase que inibe a acdo da BMP (MUNDY et al., 1999).

Além dos efeitos benéficos nos ossos a SIN também tem demonstrado
potencial efeito gastroprotetor em modelos de lesédo induzidos por AINE’s,
etanol e estresse (TARIQ et al., 2007; HEEBA et al., 2009; MOTTELEB,;
HASAN 2011). O mecanismo pelo qual as estatinas agem exercendo efeito
gastroprotetor também encontra-se pouco elucidado dentro da literatura,
entretanto trabalhos tem apontado para a atividade antioxidante, a diminuicéo
da liberacdo de acido e o aumento da producdo de muco, além também dos
efeitos anti-inflamatérios por meio da inibicdo de citocinas pré-inflamatérias
como o0s principais alvos das estatinas na protecdo da mucosa gastrica contra
agente lesivos (SHONBECK; LIBBY, 2004; TARIQ et al., 2007; HEEBA et al.,
2009).

Assim, destacando os potenciais terapéuticos das estatinas ligados aos
efeitos benéficos na reparacdo 6ssea e na protecdo da mucosa gastrica e
relacionando-os com as gastropatias induzidas pelo tratamento crénico de
doencas osteometabolicas com bifosfonatos, sugere-se um estudo entre o
sinergismo de ambas as classes farmacoldgicas, destacando que ainda nédo ha
trabalhos que demonstrem os possiveis efeitos gastroprotetores das estatinas
em modelos de lesdes gastricas induzida por bifosfonatos, entretanto estudos
ja demonstram resultados positivos com terapias combinando as propriedades
anabolizantes ¢6sseas da SIN e o potencial antirreabsortivo 6sseo do ALD
(PRICE et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1.

v

3.2.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito protetor da SIN na lesdo gastrica induzida por ALD em

ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do pré-tratamento com a SIN na lesdo gastrica

macroscopica induzida por ALD;

Descrever as alteracdes histopatologicas na mucosa gastrica apos a

lesé@o induzida por ALD e o efeito do pré-tratamento com a SIN;

Investigar os possiveis mecanismos antioxidantes envolvidos na

atividade antiulcerogénica da SIN;

Verificar a ac¢do anti-inflamatéria da SIN no estbmago por meio da
dosagem de citocinas pro-inflamatorias (TNF- a e IL1- B);

Avaliar o potencial anti-inflamatério da SIN por meio da atividade da
MPO;

Determinar a influéncia da SIN na secre¢do de muco e acido gastrico no

estbmago;
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS

A SIN foi adquirida pela Sigma Aldrich ( St.Louis , MO , EUA). O ALD
foi manipulado a partir da substdncia pura, alendronato de sodio
(Farmaférmula® , Fagron , Brasil). A dissolucdo do ALD foi feita em DMSO 2%
e todas as outras drogas foram dissolvidas em solucdo salina. Os outros
produtos quimicos utilizados no presente trabalho foram de grau analitico e

obtidos a partir de fornecedores comerciais padrao.

4.2. ANIMAIS

Ratas da linhagem Wistar, pesando entre 100-150 g, foram obtidas do
departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Piaui.
Os animais foram alojados em gaiolas, em ambiente com temperatura
controlada (12 h de luz/12 h no escuro). Os mesmos tiveram acesso livre a
agua e dieta padrdao. Os animais foram privados de alimento durante 18 horas
antes do inicio do experimento, continuando soblivre acesso a agua. Todos os
tratamentos, procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Piaui (Protocolo n ° 0068/14).

4.3. EFEITO DA SIN NO DANO GASTRICO INDUZIDO POR ALD

Os animais foram inicialmente pré—tratados com veiculo (salina) ou
SIN (20 ou 60 mg/Kg) via oral (v.0), protocolo adaptado de HEEBA et al.,
(2009). Apds 1 hora, o ALD (50 mg/Kg) foi administrado também oralmente,
seguindo protocolo adaptado de SILVA et al., (2014). O grupo controle recebeu
apenas salina. A SIN foi administrada uma vez ao dia, durante sete dias e a
partir do 4° dia o ALD comecou a ser administrado 30 min. apos a
administracdo da SIN, durante 4 dias. No ultimo dia de tratamento, 4 horas
apo0s a administracdo do ALD, os animais foram eutanaziados e seus
estbmagos removidos. O dano gastrico foi mensurado utilizando um programa
planimétrico computacional (Image J® Software), as amostras retiradas do
estbmago foram imediatamente fixadas em formalina 10% para subsequentes

analises histopatolégicas. Outras amostras foram estocadas e congeladas sob



41

-80° C, para posteriores analises dos niveis de GSH (SEDLAK; LINDSAY,
1968), MDA (MIHARA; UCHIYMA, 1978), MPO (BRADLEY et al.,, 1982) e
niveis de citocinas (CUNHA et al., 1993).

4.4. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Para avaliacdo histologica, as amostras de estdmago foram fixadas
em solucdo de formalina 10% e mantidas durante 24 horas. Apos a fixacdo, as
amostras foram transferidas para uma solugédo de alcool 70%. O material foi,
em seguida, embebido em parafina e seccionado. Sec¢des de 4 mm de
espessura foram desparafinizadas, corados com hematoxilina e eosina (H&E)
e, em seguida analisada sob um microscopio de luz por um patologista
experiente, sem conhecimento dos tratamentos previamente descritos. As
amostras foram avaliadas de acordo com os critérios descritos (LAINE;
WEINSTEIN, 1988). As amostras foram avaliadas de acordo com 0s seguintes
parametros: perda de células epiteliais (score 0-3), edema na mucosa superior
(score 0-4), danos hemorragicos (scores 0-4) e presenca de células

inflamatorias (score 0-3), resultando em um score total maximo de 14.

4.5. ANALISES DAS CONCENTRACOES DE GSH

A concentracdo de GSH em amostras de tecidos do estdmago foi
analisada de acordo com o método descrito por SEDLAK; LINDSAY (1968).
Para determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, amostras
entre 50 - 100 mg da mucosa gastrica dos animais foi homogeneizada na
concentracdo de 1ml de EDTA 0.02M para cada 100mg de tecido. Aliquotas de
400uL do homogenato foram misturadas em 320uL de agua destilada e 80uL
de &cido tricloroacético (TCA) 50% para que ocorresse a precipitacdo de
proteinas. Os tubos com o material foram centrifugados por 15 minutos a 3.000
rom/4°C. Em seguida, 400uL do sobrenadante foi adicionado a 800uL de
tampao Tris 0,4M (pH 8.9) e 20uL de acido ditio-nitrobenzoico DTNB (reagente
de Ellman) 0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia e
foi lida a 412nm em espectrofotdometro. As concentracbes de grupos

sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em ug/g de tecido.
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4.6. CONCENTRACAO DOS NIVEIS DE MDA

Os niveis de MDA foram determinados pelo método de MIHARA;
UCHIYAMA (1978), baseado na reacdo com o acido tiobarbitirico. Amostras do
estdbmago foram homogeneizadas com KCI gelado 1,15% para preparar 10%
de homogenato. 0.5ml desse homogenato foi pipetado dentro de um tubo de
centrifuga de 10 ml com 3ml de acido fosforico (H3PO4) (1%) e 1ml de uma
solucdo aquosa de acido tiobarbitirico aquoso (0.6%). Os tubos foram
aguecidos por 45 minutos em um banho de agua fervendo e a mistura
reacional foi entdo resfriada em um banho de agua gelada, seguida da adicao
de 4ml de n-butanol. Os conteudos foram misturados por 40 segundos com um
misturador "vortex", centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e a absorbancia
da camada organica foi mensurada em 520 e 535nm no espectrofotometro. Os

resultados foram expressos em mmol/g de tecido.

4.7. ATIVIDADE DA MPO

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi medida de acordo com o
método previamente descrito por BRADLEY et al., (1982). Amostras de tecido
do estdbmago foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (50 mM,
pH 6,0), com brometo de hexa-decil-trimetil-amonio (HTAB) 0,5%, na proporcao
de 1 ml/100 mg de tecido. O homogenato foi entdo centrifugado a 4500 rpm
durante 20 min a 4° C. O sobrenadante entdo foi misturado com
dihidrocloridrato de o-dionisidina e 1 % de perdéxido de hidrogénio para que
houvesse uma reacao. A atividade de MPO na reacédo foi analisada através da
medicdo da absorbancia a 450 nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram
entdo expressos como unidade de MPO por mg de tecido (UMPO/mg de
tecido). A unidade da atividade de MPO foi definida pela conversao de 1 pmol

de H,O, em 4gua em 1 mina 22 ° C.

4.8. MENSURACAO DE CITOCINAS

Os niveis de TNF-a e IL-1B foram determinados utilizando ensaio de
imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA), como previamente descrito por
CUNHA et al., (1993). Uma placa de microtitulacao foi incubada a 4° C durante

toda a noite com um anticorpo policlonal para TNF-a ou IL- 1B (4 pg/ml) DuoSet
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ELISA Development kit R&D Systems. Os locais de ligacdo adicionais na
superficie da placa foram blogueados por incubacdo dos pogcos com PBS
contendo albumina de soro bovino (BSA) a 2% durante 90 min a 37 ° C. Em
seguida, as amostras de teste e cada amostra padrao foram adicionadas em
varias diluicdes, postas em duplicata e incubadas a 4 ° C durante 24 h. Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes com tampao (0,01 M de fosfato,
0,05 M de NacCl, 0,1% de Tween 20, pH 7,2). ApoOs a lavagem das placas, foi
adicionado 50 pL de biotinilado policlonal de ovelha anti TNF-a, ou anti IL-13
(diluicdo de 1:1000 em tampéo de ensaio contendo 1% de BSA. Foi feita entao
outra incubacdo a temperatura ambiente durante 1 h. Logo depois as placas
foram lavadas e 50 ul de peroxidase adivinda de conjugado de rabano silvestre
na proporcao de 1: 5000 foi adicionado a todos os pocos, apdés 15 min. as
placas foram lavadas e o reagente de cor o-fenileno-diamina (40 pg/poco) foi
adicionado. Depois de 15 min em um ambiente escuro com temperatura de 37
° C, a reacédo da enzima foi interrompida com H,SO4 (1 M) e a absorbancia foi
lida a 490 nm. Os resultados de ELISA foram expressos como pictogramas de

cada citocina por mililitro (pg/ml).

4.9. DETERMINACAO DE MUCO GASTRICO

Amostras de tecido gastrico foram coletadas e transferidas para
solucéo de alcian blue 1% (0,16 M de sacarose em 0,05 M acetato de sodio,
pH 5,8). O excesso do corante no tecido foi removido com lavagem em uma
solucdo de 0,25 M de sacarose. O complexo muco - corante foi entdo extraido,
colocando o tecido em 0,5 M de MgCl, durante 2 horas. O extrato do corante foi
misturado com éter dietilico, centrifugado a 1.400g durante 10 min e a
absorbancia foi medida a 598 nm. A quantidade de alcian blue extraida (ug/g
de tecido) foi entdo calculada utilizando uma curva padrédo (CORNE et al.,
1974).

4.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTISECRETORA

Para a avaliacdo da atividade secretora, inicialmente os animais foram
igualmente divididos em 5 grupos (n=5). Apds 24 horas de jejum, 0s animais
foram anestesiados utilizando quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), em

seguida foi realizada uma incisdo na regido abdominal, o estdmago foi exposto
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e entdo realizada a ligacdo do piloro. Imediatamente depois 0s animais
receberam os tratamentos por via intraduodenal de acordo com os seguintes
grupos: solucdo salina (0,5 ml/kg); alendronato (50 mg/kg); SIN (60 mg/kg) +
ALD 50 mg/kg); histamina (5 mg/kg); e ranitidina (5 mg/kg). Apos as
administracdes os abdémens foram suturados. Foram mantidas quatro horas
de observacdo e monitoramento continuo seguido da eutandsia dos animais
utilizando uma dose letal da combinacao de anestésicos (quetamina e xilazina).
Os estbmagos entdo foram removidos e abertos e o contedudo gastrico
recolhido. O volume final e o pH foram determinados imediatamente apds a
lavagem da mucosa do estdbmago com 2 ml de 4gua destilada. A acidez total
do suco gastrico foi titulada com NaOH 0,01N, utilizando 2% de fenolftaleina
como indicador (SHAY, 1945).

4.11. ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como média + S.E.M. As andlises
foram determinadas através do teste de analise de variancia (ANOVA) e teste
de Student-Newman-Keuls para determinar significancia estatistica das
diferengas entre os grupos. Para a avaliacdo histologica, foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
comparacdes multiplas. As diferencas foram consideradas significantes quando
p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA SINVASTATINA NO DANO GASTRICO INDUZIDO POR
ALENDRONATO

Neste estudo, nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento
com SIN (60 mg/kg) administrada oralmente, preveniu os danos gastricos
macroscopicos induzidos por ALD (Figura 12). Além disso, observou-se os
danos ocasionados por ALD tanto na regido do antro como no corpo do
estbmago, sendo estes danos principalmente na superficie epitelial. A
exposi¢do cronica da mucosa gastrica de ratos ao ALD produziu danos
generalizados tanto no epitélio quanto na superficie luminal, sendo estes,

recobertos por restos celulares (Figura 13C).

Figura 12 — Efeito do pré-tratamento com SIN no dano gastrico induzido por ALD.
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Legenda: Apés 4 dias de administragdo com ALD foi observado intensos danos na mucosa
gastrica dos animais. O tratamento com SIN (60mg/kg v.0) durante 7 dias mostrou significante
(#p<0.05) melhora nos danos gastricos macroscopicos. As lesfes gastricas macroscopicas
foram determinadas 4 h apds a administragdo de ALD no quarto dia. Os dados s@o expressos
+S.E.M com 5-6 ratos por grupo. *P < 0.05 vs. grupo salina, “P< 0.05 vs. grupo alendronato,

testes de one-way ANOVA e Newman—Keuls.
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Os resultados da analise microscopica indicaram que a administracao de
ALD induziu alteragbes na regido gastrica caracterizadas por hemorragia
intensa, edema, perda de células epiteliais e células inflamatorias (Figura 13C,
D; Tabela 1). Entretanto, nas ratas pré-tratadas com SIN observou-se
significante diminuicdo dessas alteracbes tanto a niveis macro quanto

microscopicos (Figura 13E, F; Tabela 1).

Figura 13 — Alteracdes macroscopicas e histopatolégicas na mucosa gastrica (aumento: 20X).

Legenda: (A — B) Grupo controle salina, evidenciando a integridade da mucosa gastrica. (C)
ALD (50 mg/kg v.0), evidencia-se danos generalizados no epitélio e superficie luminal
recoberta por detritos celulares (indicados pelas setas). (D) A andlise microscopica indica que a
administragdo com ALD na superficie da regido glandular géastrica levou a perda de células
epiteliais (indicada pelas setas) e edema (indicado pelo pentagono). (E — F) o tratamento com
SIN (60mg/kg v.0) mostrou reducéo das lesdes macro e microscépicas induzidas pelo ALD.



47

Tabela 1 — Microscopia do efeito protetor da SIN em danos gastricos induzidos por

ALD.

Grupo Dano Edema Perda de células Células Total

experiment. Hemorragico (escore | epiteliais (escore | inflamatorias | (escore O—
(escore 0-4) 0-4) 0-3) (escore 0-3) 14)

Salina 0 0 0 (0-1) 0 0 (0-1)

ALD 3 (2_4)* 2 (0-3)* 2 (0-3)* ) (0_2)* 7 (2-12)*

SIN + ALD 1 (0-2)* 0 (0-1)* 1 (0-2)* 0 (0-1)* 3 (0-6)"

Os dados apresentados sdo medianas com 0s scores minimos e maximos indicados entre
parénteses. Teste ndo paramétrico de Kruskal - Wallis, seguido do teste de Dunn foram usados
para as comparacdes multiplas na avaliacdo histolégica . * P < 0,05 quando comparado com o
grupo controle, P < 0,05 quando comparado com o grupo ALD.
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5.2. NIVEIS DE GSH E MDA

O tratamento com ALD diminuiu significativamente as concentracdes de
GSH (361,3 + 57,82 ug/g de tecido) com um concomitante aumento dos niveis
de MDA no tecido gastrico dos ratos (113,3 + 9,66 mmol/g de tecido) quando
comparado aos animais do grupo controle que receberam tratamento com
salina (*P<0.05), como mostrado na figura 14. O pré-tratamento com a SIN
aumentou significantemente os niveis de GSH endogeno (610.0 £ 88.49 ug/g
de tecido) inibindo os efeitos oxidantes ocasionados pelo ALD (P < 0.05) e
reduzindo também de forma significativa a concentracdo de MDA (*P < 0.05). O
pré-tratamento apenas com SIN ndo apresentou alteracdes significante nos

niveis de GHS E MDA quando comparado com o grupo salina.

Figura 14 — Efeito da SIN na concentragdo de GSH e nos niveis de MDA, em ratos com lesdes

géstricas induzidas por ALD.
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Legenda: A. Administracdo de ALD promoveu uma diminui¢cdo nas concentracdes de GSH na
mucosa gastrica, este efeito foi revertido significativamente (#P< 0,05) quando os animais
foram pré-tratados com SIN. B. O ALD promoveu um aumento nos niveis de MDA no tecido
gastrico, no entanto, SIN preveniu significativamente (#P< 0,05) este efeito. Os resultados séo
expressos com média £ S.E.M. n=5-6 ratos por grupo. *P < 0,05 quando comparado com
controle salina. “P<0,05 guando comparado com o grupo ALD. Analise de variancia e teste de
Newman-Keuls foram utilizados para a avaliagéo.
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5.3. ATIVIDADE DA MPO NA INJURIA GASTRICA INDUZIDA POR ALD

A partir dos nossos dados observamos que a atividade da MPO no
grupo controle salina é de 1,2 + 0,35 U/mg de tecido, j& nos grupos que
receberam tratamento com ALD o0s niveis de MPO aumentaram
significantemente (6.3 + 0.52 U/mg de tecido) em relacdo ao grupo salina
(*P<0.05). Entretanto os grupos que receberam tratamento com SIN exibiram
significante diminuicdo nos niveis da atividade de MPO (2.1 + 0.28 U/mg de
tecido) em comparacdo com o grupo tratado com ALD (*P< 0.05). Estes dados
demonstram que a SIN pode reduzir a infiltracdo neutrofilica nas lesbes

gastricas ocasionadas por ALD (Figura 15).

Figura 15. Acéo da SIN na atividade da MPO na injuria gastrica induzida por ALD
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Legenda: O grupo controle foi tratado apenas com salina. O tratamento com SIN causou
reducdo na atividade da MPO gerado pela acdo do ALD. Os resultados sdo expressos com
média = S.E.M. n=5-6 ratos por grupo. *P < 0,05 quando comparado com controle salina. p<
0,05 quando comparado com o grupo ALD. Analise de variancia e teste de Newman-Keuls

foram utilizados para a avaliacao.
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5.4. NIVEIS DE CITOCINAS (TNF-a E IL-18) DURANTE A INJURIA
GASTRICA OCASIONADA POR ALD

No grupo salina os niveis de TNF-a e IL-1§3 foram de 1313.0 + 154.61 e
586.6 + 28.08 pg/ml, respectivamente. A mensuracdo dos niveis dessas
citocinas no grupo que recebeu apenas ALD foi de 2405.0 + 264.02 e 901.1 +
86.73 pg/ml, respectivamente, este resultado € significativamente mais alto
quando comparado ao grupo salina (*P<0.05). O grupo tratado com SIN
claramente demonstrou significante redugdo nos niveis de ambas as citocinas
com valores de 1535.0 + 192.61 para TNF-a e 525.7 + 56.82 para IL- 1B (*P<
0.05). Estes resultados demonstram que a SIN reduz os niveis de citocinas do

tipo IL-1B8 e TNF-a em danos gastricos ocasionados por ALD (Figura 16).

Figura 16. Efeitos da SIN na redug&o dos niveis de citocinas TNF- a e IL-13 em ratos
com danos gastricos induzidos por ALD.
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Legenda: O tratamento com SIN diminuiu significantemente (P< 0,05) os niveis de TNF- a e IL-
1R (A e B, respectivamente). O grupo controle foi tratado apenas com salina. Os resultados séo
expressos com meédia + S.E.M. n=5-6 ratos por grupo. *P < 0,05 quando comparado com
controle salina. “P < 0,05 quando comparado com o grupo ALD. Andlise de variancia e teste de
Newman-Keuls foram utilizados para a avaliacédo.
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5.5. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO DA SIN PELA DA DETERMINAGAO
DE MUCO GASTRICO E SECREGAO ACIDA GASTRICA NA LESAO
GASTRICA INDUZIDA POR ALD.

A injuria ocasionada por ALD diminuiu significantemente a quantidade de
muco aderido na mucosa gastrica quando comparado ao grupo salina. O preé-
tratamento com SIN reverteu o efeito do ALD. Assim, evidencia-se que a SIN
significantemente afeta os niveis de muco aderente no estdbmago quando

comparado ao grupo tratado com ALD (Figura 17).

Figura 17 — Efeito do pré-tratamento com SIN na gastroprotecao através da quantificacdo de

muco no estomago com lesdes induzidas pelo ALD.
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Legenda: Os resultados sao expressos com média £ S.E.M. com n=5-7 ratos por grupo . *P <
0,05 quando comparado com controle salina. P < 0,05 quando comparado com 0O grupo
alendronato. Analise de variancia e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avaliacao.

A tabela 2 mostra a mensurag¢do do conteudo gastrico apés a ligadura
do piloro. O ALD significantemente aumentou os niveis de secrecdo acida
gastrica (764.0 + 41.63), quando comparado ao grupo controle salina (449.1 +
32.55) (*P <0.05). No grupo pré-tratado com SIN os niveis de secrecao gastrica
diminuiram consideravelmente (512.2 + 28.71) (*P < 0.05) quando comparado
com o grupo em que foi administrado somente ALD, demonstrando assim a
acdo antisecretora da SIN. O pH da secrecdo gastrica também foi analisado,
entretanto ndo foi observada nenhuma alteragéo significativa entre 0s grupos.
Adicionalmente, o total dos niveis de acido do grupo em que foi administrado

apenas ALD, aumentou significantemente comparado ao grupo controle (9.2 +
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0.60, 6.1 + 0.50, respectivamente) (*P <0.05). No grupo pré-tratado com SIN o

total da acidez gastrica foi significantemente reduzido (5.9 = 0.51) quando

comparado com o grupo que recebeu somente ALD (*P< 0.05).

Tabela 2 — Efeito do pré-tratamento com SIN sobre a secrecéo acida gastrica.

Grupo experimental (n=5) Volume (ul) pH Acidez Total (mEq[H+]/I/4 h)
Salina 449 +32.5 15+0.3 6.1+0.5
ALD 764 +41.6 1.1+0.5 9.2+06
SIN + ALD 512 + 28.7 1.2+0.3 5.9+0.5
Histamina 988 + 61.3" 1.2+0.3 12+0.8
Ranitidina 261+22.5 2.6+0.9 21+0.3

Parametros de mensuracao para o contetdo gastrico apés o teste de ligadura do piloro.
Os resultados s@o expressos com média £ S.E.M. com n=5-7 ratos por grupo.

*P < 0,05 quando comparado com controle salina.
*P < 0,05 quando comparado com o grupo ALD.
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6. DISCUSSAO

A osteoporose €é um distirbio osteometabolico determinada
principalmente pela desmineralizacdo d&ssea. Entre suas principais
manifestagcbes estdo as fraturas de vertebras, fémur e antebrago. Esta
patologia além de prejuizos fisicos também acarreta em impactos financeiros e
psicossociais nos mais variados ambitos de vida do individuo (LINDSAY R. et
al., 2001).

Atualmente os bifosfonatos tém sido a classe de drogas selecionada de
forma priméria para o tratamento da osteoporose, devido aos seus efeitos de
inibicdo tanto da absorcdo osteoclastica quanto da mineralizacdo 6ssea
(FISHER et al., 2010). O ALD € um aminobifosfonato de segunda geracéo e
Seu uso no tratamento da osteoporose traz significantes resultados na inibi¢éo
da progressdo da doenca (HADDAD et al., 2015). Entretanto, o tratamento
crbnico com este farmaco tem sido associado a danos ulcerativos no trato
gastrointestinal, sendo um fator limitante no tratamento da osteoporose
(GRAHAM; MALATY, 1999; SILVA et al., 2014).

As estatinas constituem a classe de medicamentos mais potente na
reducdo dos niveis de LDL-C (SPOSITO et al.,, 2007) e adicionalmente,
estudos prévios tém estabelecido os beneficios das estatinas nos 0ssos
(JADHAV; JAIN, 2006; TSARTSALIS et al., 2012). Atualmente esta classe
medicamentosa tem sido descrita como ideal para compor a familia das drogas
utilizadas no tratamento contra a osteoporose devido a seus potenciais tanto
anabdlicos quanto antirreabsortivos 6sseos (UZZAN et al.,, 2007). Estudos
também apontam os benéficos efeitos da SIN na protecdo gastrica (HEEBA et
al., 2009). Entretanto, os efeitos protetores das estatinas na toxicidade
gastrointestinal associada ao uso de bifosfonatos ainda n&do foi esclarecida.
Assim, no presente estudo, o efeito da SIN foi estudado na injuria gastrica
induzida por ALD em ratas.

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com SIN reduz
significativamente a gastropatia induzida por ALD, sendo consistente com
outros estudos que reportam que a administracao oral de SIN atenua lesdes
gastricas induzidas por etanol e AINE’s (TARIQ et al., 2007; HEEBA et al.,
2009). Em conjunto esses resultados destacam o importante papel das
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estatinas na protecéo gastrica. Entretanto os mecanismos envolvidos no efeito

gastroprotetor da SIN ainda néo foram completamente elucidados.

De acordo com a andlise dos dados pode-se confirmar que a
administracdo de ALD em altas concentragbes causam graves danos gastricos
macroscopicos, tanto no corpo quanto na regido antral do estomago, sendo
estes danos mais evidentemente encontrados na superficie epitelial do
estdbmago, esta injuria é caracterizada por danos generalizados no epitélio com
a superficie recoberta por restos celulares, desenvolvendo-se posteriormente
para ulceracbes revestidas por uma “capa esbranquicada”. Administracbes
orais cronicas de ALD também podem ocasionar lesbes hemorragicas na
mucosa estomacal. Estes dados podem ser apoiados com base em analises
histopatolégicas que revelam aspectos de edema, aumento no numero de
células inflamatdrias e perda de células epiteliais (SILVA et al., 2014; COSTA
et al., 2013; NICOLAU et al., 2013).

O mecanismo pelo qual o ALD e outros bifosfonatos causam injuria na
mucosa gastrica ainda nao tem sido bem esclarecido. Entretanto, sabe-se que
danos na mucosa induzidos por ALD ocasionam a acumulacao neutrofilica e
edema na regido sub-epitelial da mucosa e estes eventos tém sido descritos
com importante papel no desenvolvimento das ulceracbes (COSTA et al.,
2013). De fato, a “capa esbranquicada” que recobre a mucosa danificada é
composta principalmente de células inflamatérias e substancias do tipo fibrina
(OHASHI et al., 2009). A infiltracdo neutrofilica na regido gastrica € uma
consequéncia da ativacdo do sistema imunolégico inato, sendo estas as
primeiras células a chegarem ao local da inflamacéo (BAYIR et al., 2006). No
interior dos lisossomos das células neutrofilicas encontra-se a enzima MPO e
através de estimulos de injuria no tecido essas células sofrem desgranulacéo
liberando assim esta enzima no citoplasma. Desta forma, a MPO pode ser
utiizada como importante marcador da infiltracdo neutrofilica tecidual
(KRAWISZ et al., 1984).

Em nosso trabalho através do ensaio de MPO demonstramos que a SIN
diminui os niveis da enzima induzida por ALD, sugerindo assim que o efeito
gastroprotetor da SIN pode pode depender da sua capacidade de inibir a

infiltragéo neutrofilica no local da injuria. Nossos dados entdo corroboram com
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o resultado descrito por MATLOUB et al., (2012) que também demonstrou a
reducdo da resposta neutrofilica mediante administracdo oral de SIN em
modelo de lesdo gastrica induzida por AINE’s.

Durante a instauracdo do processo inflamatério a resposta fisiologica
relaciona-se com a liberacdo de uma gama de mediadores pré-inflamatorios
advindos de uma cascata de eventos mediados por células inflamatorias,
incluindo mastécitos e neutréfilos. Em meio a esses mediadores as citocinas
surgem na regido da mucosa gastrica regulando a resposta imune e
desempenhando importante papel em sua defesa, sendo o TNF- a e a IL1-
importantes na instauracdo da inflamacdo e acompanhados pela infiltracéo
neutrofilica na injuria gastrica (KONTUREK et al., 2000; KAUR et al., 2014)

Nossos resultados mostraram que a administracdo de SIN reduz os
niveis de TNF- a e IL1- B. De fato, varios estudos ja tém mostrado que os
bifosfonatos interferem na migragéo celular nos sitios de inflamacéo e que este
efeito protetor pode ser associado com a diminui¢cdo da producdo de citocinas
pré-inflamatérias como o TNF- a e as IL1- B e IL- 6 (SILVA et al.,, 2014;
THIEABAND et al., 1997; YAMAGUCHI et al., 2000). De forma similar, estudos
tém reportado que os efeitos anti-inflamatérios das estatinas possuem efeito
inibidor em mediadores inflamatérios como as interleucinas, interferon- v,
citocinas e ciclooxigenase do tipo 2 (WEITZ-SCHMIDT et al., 2002;
SHONBECK; LIBBY, 2004). Mdltiplas linhas também evidenciam que a SIN
pode influenciar a expressdo de moléculas de adesdo celular vascular |
(VCAM-I) e CD-14 (induz a infiltragcdo de células mononucleares), resultando
em beneficios durante os processos inflamatorios.

As espécies reativas do oxigénio possuem um papel vital na inducéo dos
danos géstricos através de uma grande diversidade de agentes (VAANANENN
et al., 1991; YOSHIKAWA et al., 1993). Tém-se também descrito que a
peroxidacdo lipidica mediada por EROS tem tido um importante papel em
lesBes gastricas induzidas por indometacina, sendo este fato comprovado por
meio de resultados que mostram que a indometacina aumenta a peroxidacao
lipidica e diminui os niveis de GSH. Este efeito pode ser induzido tanto por
erosdes gastricas quanto por apoptose mediada por fragmentacdo no DNA
(YOSHIKAWA et al., 1993; CHATTOPADHYAY et al., 2006). Também se tem

sugerido que oxigénios derivados de radicais livres podem contribuir para
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lesGes na mucosa gastrica induzidas por ALD (SILVA et al., 2014; SENER et
al., 2004; SENER et al., 2005). Entretanto o mecanismo pelo qual o ALD gera
os ERO’s ainda nao é bem elucidado. Na realidade, neutréfilos migrantes e
ativos induzidos por ALD sédo uma potencial fonte de metabolitos do oxigénio
gue podem contribuir para o surgimento de injurias na mucosa gastricas. Além
disso, o ALD também aumenta os niveis de TNF- a que também participa
aumentando a infiltracdo neutrofilica que como j& colocado contribui para a
geracdo de EROS (WALLACE et al., 1990). Outros autores tém relatado que a
gravidade de lesbes gastricas induzidas pelo ALD foi reduzida pelo tratamento
com alopurinol, sugerindo assim o envolvimento da produgéo de oxiradicais
nesta patogénese (OHASHI et al., 2008). Assim, evidencia-se que a resposta
ulcerogénica no antro esta relacionada com a disfuncdo de mecanismos anti-
oxidantes.

Estas observacdes sao consistentes com nossos resultados, mostrando
que o ALD diminui os niveis de GSH e aumenta os niveis de MDA e mostrando
também a reversdo desses efeitos pela administracéo de SIN. Este aumento na
peroxidacao lipidica pode ser devido, em parte, pela geracdo de radicais livres
advindos de neutrofilos e pelo efeito toxico direto do ALD na superficie da
mucosa.

Ja tem sido bem estabelecido a importancia da GSH para a protecéo
gastrica contra agentes lesivos (SZABO et al.,1981). Substancias contendo
radicais sulfidricos protegem a mucosa gastrica de forma similar as
prostaglandinas. Um exemplo pode ser dado pelos bloqueadores de grupos
sulfidricos tais como dietiimaleato e iodoacetamida que revertem o efeito
gastroprotetor da PGF2a. Assim, 0 aumento nos niveis de GSH relacionam-se
com a reducdo da lesdo gastrica induzida por etanol, sendo por meio de
inativacdo de ERO’s e/ou produtos da peroxidacao lipidica (SZABO et al.,
1981; SZABO et al., 1992). Desta forma, é possivel que a SIN diminua o estado
redox da gastropatia induzida por ALD, podendo este ser um dos mecanismo
pelo qual a mesma exerca seu efeito protetor gastrico, ou seja, através da
reducado da peroxidacéo lipidica induzida por ALD na mucosa.

O muco é um componente de suma importancia na linha de defesa da
mucosa gastrica. O mesmo € constituido essencialmente de &agua e

glicoproteinas, aderido na superficie do trato gastrico e possuindo aspecto
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viscoso e elastico (LAINE et al., 2008). Sua composicao glicoproteica fornece
subsidios para o sequestro de radicais livres na regido. Além disso, essa
barreira fisica de muco tem papel essencial contra danos mecéanicos no epitélio
gastrico pois além de proteger a regido contra o acido gastrico e outros agentes
lesivos, também fornece um microambiente quando a area se encontra ja
lesionada, permitindo uma rapida restruturacdo da mesma (WALLACE, 2001;
WALLACE, 2008). A avaliacdo da protecdo géastrica mediada pelo muco é
realizada através da quantificacdo de sua ligacdo ao Alcian Blue, um corante
gue apresenta especificidade para mucinas acidas (CORNE et al., 1974).

Os danos no estomago induzidos por bifosfonatos também é
acompanhada pela ruptura da barreira na mucosa, levando a um retorno da
difusdo de prétons de hidrogénio na regido (KANATSU et al., 2004). A
propriedade tépica irritante do ALD é, em parte, atribuida a habilidade dos
bifosfonatos de se associarem quimicamente e desestabilizar os fosfolipidios
de membrana, 0 que resulta numa rapida interrupcdo da barreira hidrofobica
destes tecidos (LICHTENBERGER et al., 2000). No presente estudo,
confirmamos que o ALD reduz significantemente a producédo de muco gastrico
quando comparado ao grupo controle negativo, ao passo que o pré-tratamento
com SIN aumenta de forma significativa a quantidade de muco aderido na
parede gastrica. Pode-se assim associar o efeito gastroprotetor da SIN com a
estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato e por consequencia obtem-se
0 potencial antioxidante do muco. TARIQ et al., (2007) também demonstrou
que a atividade anti-ulcerogénica da SIN foi associada com significante
atenuacao dos efeitos adversos do etanol no muco aderido a parede gastrica.

O acido gastrico compde importantes funcdes, além de facilitar o
processo digestivo, também evita a proliferacdo de microorganismos no trato
gastrointestinal. Entretanto, desequilibrios homeostéaticos ocasionados por
diversos fatores podem levar a desregulagéo da liberagéo de acido, levando-o
a tornar-se agora um agente agressor na mucosa (SCHUBERT;, 2005). Através
do método de ligadura do piloro, € possivel analisar as a¢fes tanto do ALD
guanto da SIN sobre a atividade secretora de HCI no estbmago.

Ja demonstrou-se em outros trabalhos o potencial do ALD em aumentar
significantemente a acidez gastrica quando administrado por via oral, podendo

b

este aumento na acidez ser devido a irritacdo tépica local (SENER et al.,
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2005). Sob condi¢cdes de pH muito baixo (<2), o ALD encontra-se na forma
acida, sendo conhecido por ser mais irritante do que o sal de sddio (PETER et
al., 2002). Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com a SIN
reduziu a acidez total e este efeito talvez possa contribuir para sua atividade
anti-ulcerogénica. Sugere-se assim, que pelo aumento do pH gastrico a SIN
pode prevenir a conversdo do ALD para sua forma &cida, diminuindo assim o
efeito danoso do acido livre na mucosa géstrica. Essa evidéncia baseia-se em
estudos que indicam que a gastroprotecéo realizada pela SIN pode ser devido
a sua capacidade de diminuir a acidez estomacal (TARIQ et al., 2007). E
validos ressaltar que este efeito pode vir a ser associado ao aumento do oxido
nitrico enddgeno induzido pela SIN (DOBRUCKI et al., 2001; JIANG et al.,
2004). De fato, parece ser um consenso que o NO inibe a secrecédo acida basal
estimulada sob varias condi¢cdes em diferentes espécies animais (KIM; KIM
1996). Recentemente, trabalhos realizados por nosso grupo demonstrou que a
eNOS e a INOS previnem os danos gastricos induzidos por ALD e alteracbes
no esvaziamento gastrico em ratos (COSTA et al., 2013; SILVA et al., 2014).
Em resumo, nossos resultados indicam que a SIN previne os danos
gastricos induzidos por ALD diminuindo de forma direta os danos oxidativos e a
peroxidacao lipidica, bem como também pela inibicdo da infiltracdo neutrofilica.
A manutencédo dos niveis de muco e a diminuicdo da secrecdo acida gastrica
também sdo fatores importantes deste efeito gastroprotetor. Essas
observacbes fornecem subsidios para a possibilidade do uso da SIN na
prevencao contra danos gastricos induzidos pelo tratamento crénico com ALD.
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Com base em nossos resultados sugerimos a seguinte esquematizacéo
do efeito protetor da SIN na lesdo gastrica induzida por ALD em ratos.
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CONCLUSOES

A SIN apresentou atividade gastroprotetora no modelo de leséo gastrica

induzida por ALD em ratas.

A gastroprotecdo da SIN pode ser confirmada através de analise dos
parametros histologicos que evidenciaram diminuicdo de edema,

hemorragia e infiltrado inflamatorio induzidos por ALD.

A SIN atenuou a deplecdo de GSH e reduziu a formacdo de MDA no
modelo de lesédo gastrica induzida por ALD, indicando acdo antioxidante

como parte do seu mecanismo de agao.

O pré-tratamento com SIN também mostrou eficiéncia em diminuir
parametros inflamatoérios, por meio da diminuicdo dos niveis de citocinas

pré-inflamatérias e da reducéo da atividade da enzima MPO.

O mecanismo de gastroprotecdo da SIN também envolve a diminuigédo
da secrecdo acida gastrica e a manutencdo da camada mucosa do

epitélio gastrico.
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Abstract

Background 1Tt has been reported that simvastatin, a statin
commonly prescribed for its anti-inflammatory and
antioxidant effects, has gastroprotective effects in indo-
methacin and ethanol-induced gastric ulcers. However, the
effects of simvastatin on alendronate-induced gastric
mucosal injury remain unexplored.

Aim  This study investigated the use of simvastatin for the
treatment of alendronate-induced gastric ulcers in rats.
Methods Female rats were pretreated with vehicle or
simvastatin (20 and 60 mg/kg p.o.). After 1 h, the rats
received alendronate (50 mg/kg p.o.). Simvastatin was
administered once daily for 7 days, and from the fourth day
of simvastatin treatment, alendronate was administered
once daily for 4 days. On the final day of treatment, 4 h
after alendronate administration, animals were euthanized,
their stomachs were removed, and gastric damage was
measured. Samples of the stomach were fixed in 10 %
formalin immediately after their removal for subsequent
histopathological assessment. Unfixed samples were
weighed, frozen at —80 °C until assayed for glutathione

< Jand Venes R. Medeiros
jandvenes @ufpi.edu.br

Post Graduation Program in Pharmacology, Medicinal Plant
Research Center (NPPM), Federal University of Piaui,
Teresina, PI, Brazil

Post Graduation Program in Biotechnology, Biotechnology
and Biodiversity Center Research (BIOTEC), Federal
University of Piaui, Parnaiba, PI, Brazil

Laboratory of Pharmacology of Inflammation and Cancer
(LAFICA), Department of Physiology and Pharmacology,
Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil

4 BIOTEC/LAFFEX/UFPI, Av. Sdo Sebastido, no. 2819,
Parnaiba, PI CEP 64202-020, Brazil

Published online: 24 September 2015

(GSH), malondialdehyde (MDA), and cytokine levels and
myeloperoxidase (MPO) activity. A third group was used
to measure mucus and gastric secretion.

Results Pretreatment with simvastatin prevented alen-
dronate-induced macroscopic gastric damage and reduced
the levels of MDA and GSH, TNF-a and IL-18, MPO
activity, and mucus levels, in the stomach.

Conclusions This study demonstrates the protective
effects of simvastatin against alendronate-induced gastric
ulceration. Maintenance of mucosal integrity, inhibition of
neutrophil activity, and reduced oxidative stress associated
with decreased gastric acidity may explain the gastropro-
tective effects of simvastatin.

Keywords Simvastatin - Biphosphonate - Gastric
damage - Antioxidant - Anti-inflammatory

Abbreviations

ALD Alendronate

DMSO Dimethyl sulfoxide
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
GSH Glutathione

IL Interleukin

MDA  Malondialdehyde
MPO Myeloperoxidase

NO Nitric oxide

SIM Simvastatin

TNF Tumor necrosis factor
Background

Osteoporosis is the most widespread bone disease, char-
acterized by low bone mineral density and deterioration of
bone microarchitecture leading to bone fragility fractures
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[1]. Currently, biphosphonates, including alendronate
(ALD), clodronate, etidronate, pamidronate, and tilu-
dronate, are the most commonly prescribed drugs for the
treatment of various bones diseases, including Paget’s
disease, osteolytic bone metastases, and osteoporosis, and
also for enhanced bone resorption [2]. However, these
drugs are associated with several gastrointestinal distur-
bances, such as abdominal discomfort, pain, diarrhea, and
ulcers of the esophagus, stomach, or small intestine [3, 4].

Recently, statins, a class of drugs used worldwide to
lower plasma concentrations of cholesterol-carrying
lipoproteins [5], were found to be associated with various
pleiotropic effects including improvement of bone health
owing to their interference with bone metabolism, reduc-
tion in signal proteins regulating osteoclast activity [6], and
upregulation of the expression of bone morphogenetic
protein-2 gene as demonstrated in rat bone tissue [7].
Furthermore, studies have found that the risk of fractures
markedly reduces in people using statins [8, 9].

Simvastatin (SIM) is a commonly prescribed statin with
anti-inflammatory [10, 11] and antioxidant effects [12].
The literature has also established that SIM has gastro-
protective effects in indomethacin and ethanol-induced
gastric ulcers [13, 14]. However, chronic use of ALD, a
frequently used biphosphonate, also is associated with
gastric ulcers via mechanisms differing from those of
NSAIDs and ethanol. Adverse effects of ALD in the upper
gastrointestinal tract have been attributed, in many cases, to
adherence of the drug to the mucosal surface, causing
lesions in the antrum that subsequently develop into ulcers
(with white cap) [15, 16]. However, the effect of SIM on
gastric mucosal injury induced by ALD has remained
unexplored.

Owing to the lack of an effective therapy for gastropathy
caused by ALD, few studies on the mechanisms involved
in its toxicity, influence of interaction between ALD and
SIM on the outcome, particularly in patients taking both
agents simultaneously, the evidence presented in this work
may provide a rationale for use of statins in the treatment
of gastric ulcers induced by ALD.

Methods
Reagents

SIM was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). ALD sodium was purchased from Farmaférmula®,
Fagron (Sido Paulo, Brazil). ALD was dissolved in 2 %
DMSO prior to use. All other chemicals were of analytical
grade and obtained from standard commercial suppliers
and dissolved in saline before use.

@ Springer

Animals

Female rats (Wistar strain, 100-150 g) were obtained from
the Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Ceara. The animals were housed in cages in a
temperature-controlled environment under a 12 h light/
12 h dark cycle and had constant access to drinking water
and standard pellet diet. The animals were deprived of food
for 18-24 h before the experiment, but had free access to
water. All animal treatments and surgical procedures were
performed in accordance with the Guide for Care and Use
of Laboratory Animals (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) and were approved by the local
ethics committee (Protocol No. 0067/10).

Effect of Simvastatin on Alendronate-Induced
Gastric Damage

The animals were initially pretreated with vehicle (0.9 %
saline) or SIM (20 and 60 mg/kg) orally. After 1 h, ALD
(50 mg/kg) was administered by gavage. The control group
received only saline. SIM was administered once daily for
7 days, and, beginning on the fourth day, ALD was
administered once daily for 4 days. On the last day of
treatment, 4 h after ALD administration, pylorus ligation
was performed to determine the gastric acidity. In other
groups, the animals were euthanized and their stomachs
removed. Gastric damage was measured using a computer
planimetry program (ImageJ software, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). Samples of the stomach
were fixed in 10 % formalin immediately after their
removal for subsequent histopathological assessment.
Unfixed samples were then weighed, frozen, and stored at
—80 °C until assayed for glutathione (GSH) levels [17],
malondialdehyde (MDA) concentration [18], myeloperox-
idase (MPO) activity [19], and cytokine levels [20].

Histological Evaluation of Gastric Damage

For histological evaluation, stomach samples were fixed in
10 % formalin solution where they remained for 24 h.
After fixation, the samples were transferred to a solution of
70 % alcohol. The material was then embedded in paraffin
and sectioned. Sections (4 um thick) were deparaffinized,
stained with hematoxylin and eosin (H&E), and then
examined under a light microscope by an experienced
pathologist who was blinded to the treatment. The speci-
mens were assessed according to the criteria previously
described [21] and were assigned scores according to the
following parameters: epithelial cell loss (a score of 0-3),
edema in the upper mucosa (a score of 0—4), hemorrhagic
damage (a score of 0—4), and the presence of inflammatory
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cells (a score of 0-3), yielding a maximum possible score
of 14.

Glutathione Assay

The GSH levels in the segmented stomach tissue were
measured using the method previously described [17]. The
results were expressed as micrograms of GSH per gram of
tissue (Lg/g).

Malondialdehyde Assay

Lipid peroxidation was estimated by measuring the con-
centration of MDA in the homogenate from each gastric
sample according to the method previously described [18],
which is based on a reaction with thiobarbituric acid. MDA
concentrations are expressed as nanomoles per gram of
tissue (nmol/g).

Myeloperoxidase Activity

MPO activity, an index of polymorphonuclear cell accu-
mulation into various tissues including the gastrointestinal
tract, was measured according to the method previously
described [19]. The results were reported as the MPO units
per mg (UMPO/mg) of tissue. A unit of MPO activity was
defined as that sufficient for converting 1 pmol of H,O, to
water in 1 min at 22 °C.

Cytokine Measurements

The levels of tumor necrosis factor (TNF)-oo and inter-
leukin (IL)-1P were determined by using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), as previously described
[20]. ELISA results were expressed as pictograms of each
cytokine per milliliter reaction mixture (pg/ml).

Determination of Gastric Mucus

The gastric tissues were collected and transferred to 1 %
Alcian blue solution (0.16 M sucrose in 0.05 M sodium
acetate, pH 5.8). Excess dye was removed by washing the
tissue with 0.25 M sucrose solution. The mucus—dye com-
plex was extracted by placing the tissue in 0.5 M MgCl, for
2 h. This extract was mixed with diethyl ether, centrifuged
at 1400 g for 10 min, and the absorbance was measured at
598 nm [22]. The quantity of extracted Alcian blue (png/g of
tissue) was then calculated using a standard curve.

Anti-secretory Study

To evaluate secretory activity, the animals were treated
according to the method described above. On the last day

of treatment, 4 h after ALD administration, pylorus liga-
tion was performed. After 4 h of continuous observation
and monitoring, the animals were killed using a lethal dose
of a combination of anesthetics, ketamine, and xylazine.
Their stomachs were immediately opened, and the gastric
content was collected. The final volume and pH were
determined immediately after washing the stomach mucosa
with 2 ml of distilled water. The total acidity of gastric
juice was titrated with 0.01 N NaOH, using 2 % phe-
nolphthalein as an indicator [23].

Statistical Analysis

All values are expressed as mean == SEM ANOVA, and a
Student—Newman—Keuls test was used to determine sta-
tistical significance of differences between groups. For
histological assessment, the Kruskal-Wallis nonparametric
test was used, followed by Dunn’s test for multiple com-
parisons. Differences were considered to be significant
when P < 0.05.

Results

Effect of Simvastatin on Alendronate-Induced
Gastric Damage

In this study, our results showed that pretreatment with
SIM (60 mg/kg) administered orally prevented ALD-in-
duced macroscopic gastric damage (Fig. 1). Furthermore,
we observed that ALD damaged both the corpus and the
antral mucosa of the stomach, and this damage was mostly
surface epithelial injury. The chronic exposure of the rat
gastric mucosa to ALD for 4 days produced widespread
damage to the epithelium, and the luminal surface was
covered with cellular debris (Fig. 2c). The results of
microscopic analysis indicated that ALD administration
induced alterations in the gastric region characterized by
intense hemorrhage, edema, epithelial cell loss, and
inflammatory cells (Fig. 2d; Table 1). These changes were
observed to be significantly reduced in rats treated with
SIM (Fig. 2e, f; Table 1).

GSH and MDA Levels

Treatment with ALD significantly decreased GSH con-
centrations (361.3 £ 57.82 pg/g tissue) along with a con-
comitant increase in the levels of gastric tissue MDA
(113.3 £ 9.66 mmol/g tissue) in the stomachs of rats
compared to control rats receiving saline treatment
(*P < 0.05), as shown in Fig. 3. Pretreatment with SIM
significantly increased the levels of endogenous antioxi-
dant GSH (610.0 £ 88.49 ng/g tissue), restoring the
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Fig. 1 Effect of simvastatin pretreatment on alendronate-induced
gastric damage. After 4 days of alendronate administration, the
gastric mucosa of the control rats was intensely damaged. Treatment
with simvastatin (60 mg/kg, p.o.) for 7 days significantly (P < 0.05)
improved macroscopic gastric damage. Macroscopic gastric lesions
were determined 4 h after alendronate administration on the fourth
day. Data are expressed as the mean + SEM of five-six rats per
group. *P < 0.05 versus saline group; #P < 0.05 versus alendronate
group, one-way ANOVA and Newman-Keuls test. ANOVA analysis
of variance, SAL saline, SEM standard error of the mean, SIM
simvastatin

effects caused by ALD (*P < 0.05). The administration of
SIM (72.2 £ 10.73 mmol/g tissue) also significantly
reduced both the concentration of gastric mucosal MDA
and the levels of lipid peroxidation caused by ALD
(*P < 0.05). Pretreatment with SIM alone has no signifi-
cant effects about the levels of GSH and MDA when
compared to saline group.

Myeloperoxidase Activity During Gastric Injury
Alendronate

From our data, we observe that the MPO activity in the saline
control groupis 1.2 £ 0.35 U/mg tissue. Upon receipt of the
ALD dose of 50 mg/kg, MPO levels are around
6.3 £+ 0.52 U/mg tissue, a significantly different value
compared to the saline group (*P < 0.05). However, the
group receiving treatment with SIM exhibited decreased
MPO activity levels (2.1 £ 0.28 U/mg tissue), a significant
difference compared to the group receiving the harmful
agent (*P < 0.05). This shows that SIM may reduce neu-
trophil infiltration in gastric lesions caused by ALD (Fig. 4).

Cytokine (TNF-a and IL-1B) Levels During Gastric
Injury Alendronate

Quantification data for the levels of pro-inflammatory
cytokines at the ALD-induced lesion show that both
cytokines exhibited low levels upon use of SIM. In the saline
group, TNF-a and IL-1f levels were 1313.0 & 154.61 and
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586.6 & 28.08 pg/ml, respectively. Measured levels of
TNF-o and IL-1BB in the group that received ALD were
2405.0 £ 264.02 and 901.1 & 86.73 pg/ml, respectively,
which is significantly increased compared to the saline
group (*P < 0.05). The groups treated with SIM clearly
showed a significant reduction (*P < 0.03) in the levels of
the two cytokines, with TNF-a levels of 1535.0 + 192.61
and IL-1P levels of 525.7 &+ 56.82. This results shows that
SIM is capable of reducing the levels of IL-13 and TNF-a in
the gastric damage caused by ALD (Fig. 5).

Determination of Gastric Mucus and Gastric Acid
Secretion

The injury caused by ALD significantly decreased the
amount of gastric mucus adherent to gastric mucosa when
compared to the saline treatment. The pretreatment with
SIM (60 mg/kg) reversed the effect of ALD (*P < 0.05).
Thus, SIM significantly affects the level of adherent mucus
in the stomach as compared to the control group (Fig. 6).

Table 2 shows the measurements taken from the gastric
contents after pylorus ligation test. ALD significantly
increased the volume of gastric secretion compared to the
control group (764.0 £ 41.63, 449.1 & 32.55, respec-
tively) (¥*P < 0.05). In the group that was administered
SIM (60 mg/kg) with ALD simultaneously, the gastric
secretion levels decreased considerably when compared to
the group that was administered ALD alone
(512.2 £ 28.71) (#P < 0.05), thus demonstrating the anti-
secretory capability of SIM. The pH of gastric secretions
was also measured, but no difference between groups was
significant and all remained acidic. Meanwhile, the total
acidity levels of the groups that were administered only
ALD were significantly increased compared to the control
group (9.2 £+ 0.60, 6.1 £ 0.50, respectively). In the group
that was administered SIM and ALD, the total gastric
acidity was significantly reduced compared to the group
receiving only ALD (5.9 £ 0.51, *P < 0.05).

Discussion

Previous studies have established the beneficial effects of
statins on bone [24], and statins currently represent a near
ideal candidate family of anti-osteoporotic drugs, due to
their potential dual anabolic and anti-resorptive effects on
bone [25]. However, the protective effects of statins on
gastrointestinal toxicity associated with biphosphonates
have not yet been elucidated.

In the present study, the effect of SIM was studied on
ALD-induced gastric injury in rats. Our finding that SIM-
decreased ALD-induced gastropathy is consistent with
those of other studies that reported that SIM-attenuated
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Fig. 2 Macroscopic and histopathological changes in the gastric
mucosa (x20 magnification). a, b Control (saline) group showing
gastric mucosal integrity. ¢ Alendronate (50 mg/kg, p.o.) group
showing widespread damage to the epithelium and cellular debris
covering the luminal surface (indicated by arrows). d The micro-
scopic analysis indicated that alendronate administration induced

NSAID and ethanol-induced gastropathies [13, 14]. Toge-
ther, these findings highlight an important role of biphos-
phonates in gastric protection.

Our results confirmed that ALD administration at high
concentrations caused severe macroscopic gastric damage
in both the corpus and antral mucosa of the stomach, and
this damage was mostly localized to the epithelial surface.
This injury is characterized by widespread damage to the
epithelium, with the luminal surface covered in cellular
debris subsequently developing into ulcers with a white cap.
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lesions in the superficial gastric glandular region with epithelial cell
loss (indicated by arrowhead) and edema (indicated by pentagon). e—
f Treatment with simvastatin (60 mg/kg, p.o.) + alendronate (50 mg/
kg, p.o.) reduced alendronate-induced macroscopic and microscopic
lesions

Chronic oral administration of ALD also caused hemor-
rhagic lesions in the mucosa of the glandular stomach,
indicating true ulcer formation, and this was also supported
by the histopathological findings of edema, increased
inflammatory cells, and epithelial cell loss [15, 16, 26].
The mechanism through which ALD and other biphos-
phonates cause mucosal injury has not been clearly iden-
tified. However, ALD-induced neutrophil accumulation
and subepithelial edema in the gastric mucosa have been
shown to play major roles in the development of ulcers
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Table 1 Protective effect of simvastatin in alendronate-induced microscopic gastric damage

Experimental group Hemorrhagic damage Edema (score

Epithelial cell loss Inflammatory cells Total (score

(score 0—4) 0-4) (score 0-3) (score 0-3) 0-14)
Saline 0 0 0 (0-1) 0 0 (0-1)
Alendronate 3 24" 2 (1-3)* 2 (1-3)* 2 (1-2)* 7 (2-12)
Simvastatin + alendronate 1 (0-2)* 0 (0-1)* 1 (0-2)* 0 (0-1)* 3 (0-6)*

Data shown are medians with minimal and maximal scores shown in parentheses. Kruskal-Wallis nonparametric test, followed by Dunn’s test,

was used for multiple comparisons for histological assessment
* P < 0.05 when compared with alendronate group
# P < 0.05 when compared with control group

A 800 -
)

600 -
& —
2
g 400 -
=
T
& 200
o

0 T
sal sal 60

SIM (mg/kg)

Alendronate (50 mg/kg / 4 days)

Fig. 3 Effect of simvastatin on glutathione (GSH) concentration and
MDA levels in rats with alendronate-induced gastric damage.
a Alendronate administration promoted a decrease in the GSH gastric
concentration. This effect was reverted significantly when the animals
were pretreated with simvastatin. b Alendronate promoted an increase
in MDA gastric tissue levels; however, pretreatment with simvastatin
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Fig. 4 Effect of simvastatin on the activity of myeloperoxidase
(MPO) in gastric injury induced by alendronate. The control group
was treated with saline only. The administration of simvastatin
reduced alendronate-induced MPO activity. Results are expressed as
the mean + SEM of at least five rats per group. *P < 0.05 versus
saline group; #P < 0.05 versus alendronate group. ANOVA and
Newman-Keuls test were used for evaluation. ANOVA analysis of
variance, SAL saline, SEM standard error of the mean, SIM
simvastatin
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significantly prevented this effect. Results are expressed as the
mean £+ SEM of at least five rats per group. *P < 0.05 versus saline
group; *P < 0.05 versus alendronate group. ANOVA and Newman—
Keuls test were used for evaluation. ANOVA analysis of variance, SAL
saline, SEM standard error of the mean, SIM simvastatin

[27]. In fact, the white cap that covers the damaged mucosa
is composed mainly of inflammatory cells and fibrin-like
substances [28]. Other studies have reported that toxic
effects of ALD in the stomach have been linked to a direct
effect of this agent on the mucosal surface [28, 29].
Additionally, when ALD is applied to the gastric mucosa, it
decreases transmucosal potential difference of the stomach,
which is suggestive of a direct disruption of surface
epithelial cells [30].

In our study, we demonstrated that SIM inhibited the
ALD-induced elevation of MPO activity and the increased
TNF-o and IL-1f levels, suggesting that the gastroprotec-
tive effect of SIM may be dependent on its inhibitory effect
on neutrophil infiltration and the neutrophil-associated
TNF-o and IL-1P response. In fact, several studies have
shown that biphosphonates interfere with cell migration at
the site of inflammation, and this protective effect is
associated with decreased production of pro-inflammatory
cytokines, TNF-a, IL-1pB, and IL-6 [15, 31, 32]. Similarly,
studies have reported the anti-inflammatory effects of sta-
tins that have inhibitory effects on inflammatory mediators,
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Fig. 5 Effect of simvastatin on the cytokine levels of tumor necrosis
factor (TNF)-o. and interleukin (IL)-1fB in rats with alendronate-
induced gastric damage. Treatment with simvastatin (60 mg/kg)
decreased the levels of TNF-o and IL-1B (a, b, respectively). The
control group was treated with saline only. Results are expressed as
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Fig. 6 Gastroprotective effect of simvastatin by evaluating levels of
mucus in alendronate-induced stomach lesions. The animals were
pretreated by gavage with simvastatin (60 mg/kg) or with saline
solution and were administered alendronate (50 mg/kg) after 30 min.
The control group was administered only saline. All drugs were
administered once daily during the 4 days. Results are expressed as
the mean & SEM of least five—seven animals per group.*P < 0.05
versus saline group; #P < 0.05 versus alendronate group. ANOVA
and Newman—Keuls test were used for evaluation. ANOVA analysis of
variance, SAL saline, SEM standard error of the mean, SIM
simvastatin

such as ILs, interferon-vy, cytokines, and cyclooxygenase 2
[33, 34]. Multiple lines of evidence also indicate that SIM
influences the expression of vascular cell adhesion mole-
cule-I (VCAM-I) and CD14 (an inducer of mononuclear
cell infiltration), resulting in additional benefits, including
beneficial effects on inflammation [35, 36].

Reactive oxygen species (ROS) play a vital role in a variety
of agents that induced gastric damage [37, 38]. It seems that
the important primary factor in indomethacin-induced gastric
damage is ROS-mediated lipid peroxidation. It was demon-
strated that indomethacin causes increase in lipid peroxidation
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the mean = SEM of at least five rats per group.*P < 0.05 versus
saline group; #P < 0.05 versus alendronate group. ANOVA and
Newman-Keuls test were used for evaluation. ANOVA analysis of
variance, SAL saline, SEM standard error of the mean, SIM
simvastatin

and decrease in GSH peroxidase activity. This effect can
induce gastric erosions and apoptosis by DNA fragmentation
[38, 39]. Also, it has been suggested that oxygen-derived free
radicals may contribute to ALD-induced gastric mucosal
lesions [15, 40, 41]. However, the mechanism by which ALD
generates ROS to cause mucosal damage has not yet been
clarified. In fact, activated and migrating neutrophils induced
by ALD are a potential source of oxygen metabolites that can
contribute to gastric mucosal injury. ALD also increases the
TNF-a level that causes neutrophil infiltration and activation
to generate ROS [42]. Other authors verified that severity of
gastric lesions induced by ALD was reduced by treatment
with allopurinol, suggesting the involvement of oxyradical
production in this pathogenesis [43]. Thus, it seems that the
ulcerogenic response in the antrum is related to the dysfunc-
tion of the anti-oxidative mechanism.

These observations are consistent with our finding that
ALD decreased GSH levels and increased MDA levels, and
SIM reversed these damaging effects. This increase in lipid
peroxidation may be due partly to the free radicals gener-
ated by neutrophils and direct toxic effects of ALD on the
mucosal surface. It is well established that GSH is important
for gastric protection against aggressive agents [44]. Sub-
stances containing sulfhydryl radicals protect the gastric
mucosa in a manner similar to that of prostaglandins (PGs)
and that sulfthydryl group blockers, such as diethylmaleate
and iodoacetamide, reverse the gastroprotective effect of
PGF2a. GSH administration also decreases ethanol-induced
gastric damage by inactivating ROS and products of lipid
peroxidation [44, 45]. Therefore, it is possible that SIM
might decrease redox state in ALD-induced gastropathy.
Thus, the mechanism through which SIM exerts its gas-
troprotective effect appears to involve reduction in ALD-
induced lipid peroxidation in the gastric mucosa.
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Table 2 Effect of pretreatment

with simvastatin on gastric acid Experimental group Volume (pl) Ph Total acidity (mEq [H+]/1/4 h)
secretion Saline 449 £ 32.5 15+03 6.1 £05

Alendronate 764 £ 41.6* 1.1 £0.5 9.2 + 0.6*

Simvastatin 498 £+ 16.9 1.6 £ 0.5 6.0 £0.2

Simvastatin + alendronate 512 + 28.7* 1.2 £03 5.9 + 0.5

Data shown are mean = SEM of 5-7 rats

* P < 0.05 when compared with saline group

# P < 0.05 when compared with alendronate group

The biphosphonate-induced damage in the stomach also
is accompanied by disruption of the mucosal barrier,
leading to hydrogen proton back-diffusion into the mucosa
[30]. The topical irritant property of ALD is, in part,
attributable to the ability of biphosphonates to chemically
associate with and destabilize the surface lining of phos-
pholipids, resulting in a rapid disruption of the hydrophobic
barrier of these tissues [46]. In this study, we confirmed
that ALD significantly reduced gastric mucus production
when compared with that observed for the negative control,
whereas pretreatment with SIM significantly increased the
amount of adherent mucus in the gastric mucosa wall.
Similarly, Tariq et al. [13] demonstrated that anti-ulcer
activity of SIM was associated with significant attenuation
of adverse effects of ethanol on gastric wall mucus.

ALD is known to significantly increase gastric acidity
when administrated orally, and this increased acidity may
be owing to the local irritation caused by ALD [47]. At very
low pH conditions (pH <2), ALD is in the acid form, which
is known to be more irritating than the sodium salt [48]. Our
results showed that SIM pretreatment reduced the total
acidity and gastric pH, and these effects maybe contribute to
their anti-ulcer activity. Therefore, by increasing the gastric
pH, SIM may have prevented the ALD sodium from being
converted to the acid form, thus decreasing the damaging
effect of the free acid on gastric mucosa. Other studies
indicate that SIM-induced gastroprotective effects may be
attributed to its ability to reduce acidity [13], and this effect
may be associated with an increase in endogenous nitric
oxide production induced by SIM [49, 50]. In fact, the
consensus seems to be that NO inhibits acid secretion under
basal and stimulated conditions in several animal species
[51-53], and recently, we demonstrated that eNOS- and
iNOS-derived NO prevents ALD-induced gastric damage
[15] and alterations in gastric emptying in rats [54].

Conclusions
In conclusion, the findings of this study clearly demonstrate

the protective effects of SIM against ALD-induced gastric
ulceration. Maintenance of mucosal integrity, inhibition of

@ Springer

neutrophil activity, and reduced oxidative stress associated
with decreased gastric acidity explain the gastroprotective
effects of SIM. These properties of SIM warrant its safe use
as an anti-hyperlipidemic drug, for gastroprotective effects,
or for the improvement of bone health in combination with
biphosphonates.
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ABSTRACT Long-term use nonsteroidal anti-inflammatory drug is associated with gastrointestinal (Gl)

lesion formation. The aim of this study was to investigate the protective activity of cashew gum (CG), a
complex heteropolysaccharide extracted from Anacardium occidentale on naproxen (NAP)-induced Gl
damage. Male Wistar rats were pretreated with vehicle or CG (1, 3, 10, and 30 mg/kg, p.o.) twice daily for
2 days; after 1 h, NAP (80 mg/kg, p.o.) was administered. The rats were euthanized on the 2nd day of
treatment, 4 h after NAP administration. Stomach lesions were measured using digital calipers. The
medial small intestine was used for the evaluation of macroscopic lesion scores. Samples of the stomach
and the intestine were used for histological evaluation, and assays for glutathione (GSH), malonyldialde-
hyde (MDA), and myeloperoxidase (MPO). Additional rats were used to measure gastric mucus and secre-
tion. Pretreatment with CG reduced the macroscopic and microscopic damage induced by NAP. CG
significantly attenuated NAP-induced alterations in MPO, GSH, and MDA levels. Furthermore, CG
returned adherent mucus levels to normal values. These results suggest that CG has a protective effect
against Gl damage via mechanisms that involve the inhibition of inflammation and increasing the amount
of adherent mucus in mucosa. Drug Dev Res 73 : 143151, 2015.  ©2015 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: Anacardiaceae; polysaccharide; antioxidant; nonsteroidal anti-inflammatory drugs

INTRODUCTION

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
are a major class of drug widely used as anti-
inflammatory, antipyretic, and analgesic agents. How-
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ever, chronic treatment with NSAIDs is associated J P
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with several adverse effects [Wallace et al., 2000;
Tanaka et al., 2001]. Naproxen (NAP), a commonly
prescribed NSAID, is often associated with gastric
and enterophatic lesions [Aadland et al., 1987] a
property attributed to factors that include neutrophil
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Fig. 1. Chemical composition of CG.

activation, deficiency of endogenous prostaglandins
(PGs), and increased production of oxygen free radi-
cals [Tanaka et al., 2001]. These findings have stimu-
lated considerable research into the discovery and
development of new therapeutic substances that have
a reduced incidence of adverse effects.

In recent years, there has been a renewed focus
on natural products as potential therapeutics. Of par-
ticular interest is cashew gum (CG), a natural prod-
uct derived from the Anacardium occidentale L. tree,
a member of the family Anacardiaceae, which is
abundant in northeastern Brazil. CG can be extracted
by making incisions in the trunk or the branches of
trees and is a nontoxic acidic polysaccharide (PLS)
complex, composed of a main f-galactose (1—3)
chain with branches of f-galactose (1—6) and termi-
nal residues of glucuronic acid, arabinose, rhamnose,
4-O-methylglucuronic acid, xylose, glucose, and man-
nose (Fig. 1) [De Paula et al., 1998]. It exhibits anti-
inflammatory activity and has potential curative prop-
erties [Schirato et al., 2006] attracting considerable
interest as it is inexpensive to produce and is biode-
gradable [Gyedu-Akoto et al., 2008].

PLSs have a number of biological properties,
including antinociceptive [Yuvaraj et al., 2013], anti-
inflammatory [Batista et al., 2014], and gastroprotec-
tive activities [Silva et al., 2012]. However, no studies
to date have linked the therapeutic potential of CG
to gastrointestinal (GI) tract disorders associated with
NSAID use. Thus, the aim of this study was to inves-
tigate the protective effect of CG on NAP-induced
GI damage in rats.

METHODS AND MATERIALS
Drugs and Chemicals

NAP, carboxymethylcellulose (CMC), omepra-
zol, histamine, and ranitidine were purchased from
Sigma Chemical (Saint Louis, MO). NAP was dis-
solved in 0.5% CMC w/v. CG was dissolved in 0.9%
NaCl. All other chemicals were of analytical grade
and obtained from standard commercial suppliers.
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Extraction of CG

Crude samples were collected from the trunk of
A. occidentale trees found in the municipality of Ilha
Grande de Santa Isabel, Piaui, Brazil and purified as
a sodium salt using as previously described with
adaptations [De Paula et al., 1998]. After purification,
samples of CG were solubilized in ultrapure water
under stirring for 2 h and filtered through sintered
glass under vacuum. CG contain edgalactose (59.4%)
as major component as well as glucose (6.4%), arabi-
nose (5.3%), rhamnose (2.4%), and glucuronic acid
(13.5%) [Aratjo et al., 2012].

Animals

Male Wistar rats, weighing 100-150g were
obtained from the Department of Physiology and
Pharmacology, Federal University of Ceard. All ani-
mals were housed in temperature-controlled rooms
and received water and food ad libitum. The animals
were deprived of food for 18-24 h before the experi-
mentation, but had free access to water. All surgical
procedures and animal treatments were conducted in
accordance with the Guide for Care and Use of Labo-
ratory Animals (National Institutes of Health,
Bethesda, MD) and were approved by the local
ethics committee (Protocol No. 0066/10).

Effect of CG on NAP-Induced Gastrintestinal
Damage

Rats were pretreated with 0.5% CMC (vehicle)
or CG (CG: 1, 3, 10, and 30 mg/kg) twice per day (at
09:00 and 21:00) for 2 days. One hour after CG
administration, NAP (80 mg/kg, p.o.) was adminis-
tered (at 10:00 and 22:00) for 2 days as described
with modifications [Silva et al., 2012]. Control groups
received only vehicle or vehicle + NAP. The rats
were killed on the second day, 4 h after NAP treat-
ment. The stomachs were promptly excised, opened
along the greater curvature, and washed with 0.9%
saline. GI damage was measured using digital calipers
(Mitutoyo). To study intestinal damage the abdomens
were opened, and after identification of the intestine,
a 5-cm portion of the medial small intestine was
removed, washed with 0.9% saline, and pinned onto
a wax block for the evaluation of macroscopic damage
by the criteria described by Morris et al. [1989]. All
scoring of damage was performed in a randomized
manner by a blinded observer. Samples of the stom-
achs and small intestine were fixed in 10% formalin
immediately after removal for subsequent histological
evaluation. Others samples were then weighed, fro-
zen, and stored at —70°C until assayed for
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measurement of glutathione (GSH) levels [Sedlak
and Lindsay, 1968], malonyldialdehyde (MDA) con-
centration [Mihara and Uchiyama, 1978], and myelo-
peroxidase (MPO) activity [Bradley et al., 1982].

Histological Evaluation of Gastric Damage

For histological evaluation, stomach samples
were fixed in 10% formalin solution for 24 h. After fixa-
tion, samples were transferred to a solution of 70%
alcohol. The material was then embedded in paraffin
and sectioned; 4-mm thick sections were deparaffi-
nized, stained with hematoxylin and eosin (H & E),
and then examined under a light microscope by an
experienced pathologist without knowledge of the
treatments. Specimens were assessed according to the
criteria described by Laine and Weinstein [1988].

Intestinal Morphometric Analysis

Morphometric analysis was performed using
slides stained with H & E on a light microscope
equipped with a high-resolution Leica DFC 320 digital
camera (Wetzlar, Germany) connected to a computer
with an image capture program, as described [Silva
et al., 2012]. An Average of 8-10 different linear meas-
urements of crypt depth and villus height were
recorded. The height of the villus was measured from
the top to the bottom, corresponding to the junction of
the crypt and villus. The depth of the crypts was

defined as the invagination between adjacent villi.

GSH Levels

Concentrations of GSH in samples of the stom-
ach and small intestine tissues were estimated as
described by Sedlak and Lindsay [1968]. A segment
from each organ was homogenized in 5 mL of cold
0.02 M Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)
solution (1 mL per 100 mg/tissue). Aliquots (400 mL)
of the tissue homogenate were mixed with 320 mL of
distilled water and 80 mL of 50% (w/v) trichloroacetic
acid in glass tubes and centrifuged at 3000 rpm for 15
min. Next, 400 mL of each supernatant was mixed
with 800 uL. of Tris buffer (0.4 M, pH 8.9) and 20
mL of 0.01 M 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid). The
samples were stirred for 3 min and assayed on a spec-
trophotometer at 412 nm. GSH concentration was
determined using a reduced GSH standard curve,
which was generated in parallel. The results are
expressed as micrograms of GSH per gram of tissue.

MDA Concentration

MDA levels in the homogenate from each
group were measured as described by Mihara and
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Fig. 2. Effect of CG (10 mg/kg) extracted from A. occidentale, on

NAP-induced gastric (A) and intestinal damage (B). Rats were
treated by gavage with CMC: control, CG (1, 3, 10 and 30 mg/kg),
or omeprazole (10 mg/kg) twice daily at 12 hourly intervals for two
days. After 30 min, NAP (80 mg/kg) was administered by gavage.
Data are presented as mean * Standard error of the mean (SEM) of
5-7 rats per group. Results were analyzed by ANOVA followed by
Newman-Keuls as the post hoc test. Significant differences: *P <
0.05 vs. CMC group; *P < 0.05 vs. NAP group.

Uchiyama [1978], which is based on reaction with
thiobarbituric acid. Fragments of the gastric mucosa
and small intestine (100-150 mg) were homogenized
with cold 1.15% KCL to prepare 10% homogenates.
Briefly, 250 uL. of each homogenate was added to
1.5 mL of 1% phosphoric acid (H;PO4) and 0.5 mL
of 0.6% tert-butyl alcohol (aqueous solution). Then,
this mixture was stirred and heated in a boiling
water bath for 45 min. The mixture was cooled
immediately in an ice water bath followed by the
addition of 4 mL of n-butanol. This mixture was
shaken and the butanol layer separated by centrifu-
gation at 1200 X ¢ for 10 min. Optical density was
determined at 535 and 520 nm, and the optical den-
sity difference between the two determinations was
calculated as the tert-butyl alcohol value. MDA con-
centrations were expressed as millimoles per gram
of tissue.

Drug Dev. Res.
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Fig. 3. Photomicrographs of gastric mucosa and medial intestine (magnification, 400X): (A) and (E) show the effects of CMC: control in
gastric mucosa and medial intestine, respectively. (B) and (F) show the gastric mucosa and medial intestine, respectively, and disruption of
the superficial region of the gastric gland with epithelial cell loss and intense hemorrhage in rats treated with NAP (80 mg/kg, p.o, twice
daily for two days). (C) and (G) show the gastric mucosa and medial intestine, respectively, and preservation of the gastric mucosa in rats
treated with NAP + CG (10 mg/kg). (D) and (H) show the gastric mucosa and medial intestine, respectively, and preservation of the gastric
mucosa of rats treated with NAP + omeprazole (10 mg/kg). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonli-

nelibrary.com].

MPO Activity

MPO is an enzyme found primarily in neutro-
phil azurophilic granules and has been used exten-
sively as a biochemical marker for granulocyte
infiltration into various tissues, including the GI tract.
The extent of neutrophil accumulation in the gastric
mucosa and small intestine was measured by assaying
MPO activity [Bradley et al., 1982]. Briefly, 50-100
mg of tissue was homogenized in 1 mL of potassium
buffer with 0.5% of hexadecyltrimethylammonium
bromide per 50 mg of tissue. The homogenate was
centrifuged at 40,000 X g for 7 min at 4°C. MPO
activity in the resuspended pellet was assayed by
measuring the change in absorbance at 450 nm using
o-dianisidine dihydrochloride and 1% hydrogen per-
oxide. Results were reported as MPO units per mg of
tissue. A unit of MPO activity was defined as that
converting 1 mmol of hydrogen peroxide to water in
1 min at 22°C.

Gastric Acid Secretion

First, pylorus ligation was performed under
inhalation anesthesia, and CMC and CG (10 mg/kg,
i.p.) were administered. In another group, gastric
acid secretion in pylorus-ligated mice was induced by
histamine (5 mg/kg, i.p.) or ranitidine (5 mg/kg, i.p.).
After 4 h, animals were sacrificed by deep inhalation
anesthesia, the stomachs were opened, and the gas-
tric contents were collected. The final volume and
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pH were directly determined after washing the
mucosal side of the stomach with 2 mL of distilled
water. Total acidity of the gastric juice was titrated
with 0.01 N NaOH, using 2% phenolphthalein as an
indicator [Shay et al., 1945].

Measurement of the Amount of Mucus Adhered to
the Gastric Wall

The mucus adhering to the gastric wall in the
NAP-induced damage model was determined as
described by Corne et al., [1974]. Glandular seg-
ments from the stomachs were collected and
weighed. Each segment was transferred to 1% Alcian
blue solution (0.16 M sucrose in 0.05 M sodium ace-
tate, pH 5.8). Excess dye was removed by washing
the segments with 0.25 M sucrose solution. The
mucus dye complex was extracted by placing the seg-
ments in 0.5 M MgCl, for 2 h. The dye extract was
mixed with diethyl ether, centrifuged at 1400 X g for
10 min, and absorbance of the supernatants was
measured at 598 nm. The quantity of extracted
Alcian blue (mg/g of glandular tissue) was then calcu-
lated using a standard curve for Alcian blue.

Statistical Analysis

Data were reported as either means = SEM or
median, as appropriate. Analysis of Variance
(ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls test
was used to compare means and Kruskal-Wallis
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TABLE 1. Effect of CG 10 mg/kg Extracted from A. ocidentalle L. on NAP-Induced Microscopic Gastric Damage
Hemorragic Epithelial

Experimental damage Edema cell loss Inflammatory Total
group (N = 5) (score, 0—4) (score, 0—4) (score, 0-3) cells (score, 0-3) (score, 0-14)
CMC 0 (0-1) 0 0 0 0
NAP 2 (2-3) 2 (2-3) 3 (2-3) 2 (2-3) 9 (9-11)
NAP + CG (10 mg/kg) 1(0-2) 1 (0-1)* 0 (0-1)* 0 (0-1)* 3 (0-5)*
Omeprazole 0 (0-1)* 0 (0-1)* 0 (0-1)* 0 (0-1)* 1 (0-4)*

Data shown are expressed as mean = SEM (n = 5).
*P < 0.05 vs. NAP group; *

nonparametric test, followed by Dunn’s test to com-
pare medians; P < 0.05 was defined as statistically
significant.

RESULTS
Macroscopic Evaluation

We confirmed that treatment of rats with NAP
for two days led to the formation of severe macro-
scopic gastric and intestinal lesions (16.55 * 3.455
mm and 18.33 * 1.308 mm lesion scores, respec-
tively). Our results show that CG prevented NAP-
induced macroscopic GI damage in a dose-
dependent manner (Fig. 2). The maximal effective
dose of CG was 10 mg/kg, which led to 81% and
59% lesion inhibition in the stomach and medial
intestine, respectively. As al0 mgkg dose of CG
afforded the most protection against gastric lesions
induced by NAP, this dose was used to study the
possible mechanisms of action involved in CG-
mediated gastroprotection.

Microscopic Evaluation

The gastroprotective effect of 10 mg/kg CG was
confirmed by histological analysis (Fig. 3 and Table
1). Microscopic analysis revealed that NAP increased
hemorrhagic damage, edema, epithelial cell loss, and
inflammatory cell infiltration. In contrast, pretreat-
ment with CG significantly decreased inflammatory
cell infiltration, edema formation, and the epithelial
cell loss induced by NAP (Fig. 3 and Table 1). Signif-
icant villi shortening (Fig. 4A) and increased crypt
depth (Fig. 4B) were observed in the medial intestine
of rats treated with NAP (80 mg/kg, p.o.) twice daily
for two days. However, when rats were pretreated
with CG, we observed a complete reversal of these
morphometric alterations in the medial intestine (Fig.
4A, B). Thus, analysis of macroscopic and micro-
scopic findings revealed an excellent correlation, con-
firming the efficacy of CG.

P < 0.05 vs. CMC group. Analysis of variance (ANOVA) and Newman-Keuls test.

Biochemical Analyses

We observed significantly increased levels of
MPO in the stomach (12.34 * 2.424 U/mg tissue) and
the medial intestine (24.89 = 5.842 U/mg tissue) of
NAP-treated rats as compared with the control group
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Fig. 4. Morphometric analyses of the medial intestine tissues in
rats (n = 6) treated with NAP alone or NAP + CG. Rats were
treated by gavage with CMC: control or CG (10 mg/kg) twice daily
at 12 hourly intervals for two days. After 30 min, NAP (80 mg/kg)
was administered by gavage. On the second day, 4 h after NAP
administration, rats were euthanized, and segments of the medial
intestine were collected for the measurement of villus height (A) and
crypt depth (B). Results were analyzed by ANOVA followed by
Newman-Keuls as the post hoc test. Significant differences: *P <
0.05 vs. control group; *P < 0.05 vs. NAP group.
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Fig. 5. Effect of the CG extracted from A. occidentale on gastric

MPO activity in a rat model of NAP-induced Gl damage. Rats were
treated by gavage with CMC: control, CG (10 mg/kg), or omepra-
zole (10 mg/kg) twice daily at 12 hourly intervals for two days. After
30 min, NAP (80 mg/kg) was administered by gavage. Data are pre-
sented as mean * SEM of 5-7 rats per group. Results were analyzed
by ANOVA followed by Newman-Keuls as the post hoc test. Signifi-
cant differences: *P < 0.05 vs. control group; *P < 0.05 vs. NAP

group.

(Fig. 5 and Table 2). However, pretreatment with 10
mg/kg CG  attenuated the NAP-induced increase
in MPO activity in both the stomach (4.906 = 0.3453
U/mg tissue) and the intestine (4.526 = 1.013 U/mg
of tissue, n = 5). Therefore, CG may protect the GI
tract by reducing the recruitment of leukocytes,
thereby hindering superoxide anion production.
Compared with untreated controls, NAP
reduced GSH levels (76.79 £ 11.70 mg/g tissue) and
increased the concentration of gastric mucosal MDA
(157.3 = 18.10 nmol/g tissue) in the stomachs of rats
exposed to the NSAID (Figs. 6 and 7, respectively).
Pretreatment with CG (10 mg/kg) reversed the
effects of NAP and returned GSH levels (189.5 =
8.170 mg/g tissue) and gastric mucosal MDA concen-
trations (80.80 = 5.374 nmol/g tissue) to values simi-
lar to those observed in control rats (Fig. 4). A
similar finding was observed in the medial intestine.

Gastric mucosa Medial Intestine

@ .
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CMC CMC CcG OoMP CMC CNMC elc] OMP

Naproxen (80mg/kg) Naproxen (80mg/kg)

Fig. 6. Effect of the CG (10 mg/kg) extracted from A. occidentale
on GSH levels in rats with NAP-induced Gl damage. Rats were
treated by gavage with CMC: control, CG (10 mg/kg), or omepra-
zole (10 mg/kg) twice daily at 12 hourly intervals for two days. After
30 min, NAP (80 mg/kg) was administered by gavage. Data are pre-
sented as mean = SEM of 5-7 rats per group. Results were analyzed
by ANOVA followed by Newman-Keuls as the post hoc test. Signifi-
cant differences: *P < 0.05 vs. control group; *P < 0.05 vs. NAP

group.
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Fig. 7. Effect of the CG (10 mg/kg) extracted from A. occidentale
on malondialdehyde (MDA) concentration in rats with NAP-induced
Gl damage. Rats were treated by gavage with CMC: control, CG (10
mg/kg), or omeprazole (10 mg/kg) twice daily at 12 hourly intervals
for two days. After 30 min, NAP (80 mg/kg) was administered by
gavage. Data are presented as mean * SEM of 5-7 rats per group.
Results were analyzed by ANOVA followed by Newman-Keuls as
the post hoc test. Significant differences: *P < 0.05 vs. control
group; *P < 0.05 vs. NAP group.

Compared with GSH levels and MDA concentrations
in the NAP group (93.13 = 20.04 mg/g tissue and
292.7 = 34.51 nmol/g tissue, respectively), rats pre-
treated with CG (10 mg/kg) showed inhibition of
GSH level depletion (217.7 = 32.97 mg/g tissue) and
reduction in MDA concentration (162.5 * 2.681
nmol/g tissue) in the small intestine (Figs. 6 and
Table 2). These results suggested that the gastropro-
tective effect of CG involves aspects of oxidative
stress and its blockade.

Physiological Analysis

As presented (Table 3), NAP decreased the
amount of adherent gastric mucus (0.0224 = 0.0057
pg/g tissue) when compared with the CMC control
group. However, pretreatment with CG (10 mg/kg)
inhibited this effect of NAP and returned adherent
gastric mucus values to 0.0652 £ 0.0127 ug/g tissue.
Therefore, CG-pretreatment returned mucus levels
to values similar to those observed in control rats.

No changes in biochemical parameters of gas-
tric secretion, for example, volume, pH, and total
acidity, were observed between controls and rats pre-
treated with CG (10 mgkg). In contrast, the
histamine-2 receptor antagonist, ranitidine, reduced
gastric juice volume, and increased total acidity com-
pared with rats that received CMC (Table 3).

DISCUSSION

NSAIDs are an important class of drugs, and
widely prescribed for patients because of their anti-
inflammatory, antipyretic, and analgesic properties.
However, chronic use of NSAIDs can lead to serious
damage to the GI tract. The mechanism by which
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TABLE 2. Effects of CG (10 mg/kg) Extracted from A. ocidentalle L. on MPO, GSH, and MDA levels in NAP-induced GI Damage

Tissue Experimental group GSH (ng/g tissue) MDA (nmol/g tissue) MPO (U/mg tissue)

Gastric CMC 318.7 = 16.8 55.1 = 4.6 35*+13
CMC + NAP 76.7 = 11.7* 157.3 £ 18.1* 12.3 = 2.4*
CG + NAP 189.5 £ 8.1** 80.8 £ 5.3** 4.9 = 0.3**
Omeprazole 203.2 * 9.6** 82.2 + 9.4%* 4.5 = 1.4%*

Intestinal CMC 345.4 = 9.6 48.6 £ 6.6 7.4 *0.5
CMC + NAP 98.7 £ 11.8* 292.7 = 34.5* 19.6 = 3.4*
CG + NAP 204.3 = 16.9** 162.5 £ 2.6%* 4.5 = 0.5**
Omeprazole 307.9 = 8.9%* 135.1 = 12.2%* 4.6 = 0.8**

Data shown are expressed as mean * SEM (n = 5).

*P < 0.05 vs. CMC group; **P < 0.05 vs. NAP group. ANOVA and Newman-Keuls test.

NSAIDs cause GI damage is thought to be via non-
specific inhibition of cyclooxygenase (COX)-mediated
PG synthesis in the mucosa [McCarthy, 1992]. PLSs
extracted from natural compounds have been the
subject of several studies because of their biological
potential, that includes anticoagulant, antiviral, anti-
inflammatory, and gastroprotective effects [Wijese-
kara et al., 2010; Jiao et al., 2011]. Therefore, we
chose to investigate the potential gastroprotective
effects of CG, a PLS extracted from A. occidentale,
against NAP-induced damage.

NAP, a commonly prescribed NSAID, is associ-
ated with abdominal discomfort, gastric lesions, and
gastric ulceration [Aadland et al., 1987]. Our experi-
mental data confirm that oral administration of NAP
results in macroscopic and microscopic gastric inju-
ries, as evidenced by edema, epithelial cell loss,
inflammatory cell infiltration, and hemorrhage. How-
ever, pretreatment with CG elicited protection
against NAP-induced macroscopic and microscopic
gastric damage; all parameters of inflammation meas-
ured were decreased, an observation consistent with
earlier reports that demonstrate gastroprotective
actions of other PLSs [Silva et al., 2011; Damasceno
et al., 2013].

Chronic use of NSAIDs may cause intestinal
damage, characterized by mucosal ulceration, perfo-
ration, and hemorrhage [Langman et al, 1985].
Intestinal lesions induced by NSAID are associated
with an increased risk of small bowel permeability,
intestinal strictures, and ulcers. Furthermore, these
changes may be accompanied by increased intestinal
motility, enterobacterial invasion, and epithelial per-
meability, eventually resulting in macroscopic and
microscopic injury [Takeuchi and Satoh, 2010]. Con-
sistent with previous findings [Silva et al., 2012], this
results confirm that administration of NAP caused
macroscopic lesions and morphometric alterations
with shortening of the villi and increased crypt depth.
In contrast, pretreatment with CG prevented NAP-
induced GI damage and reversed morphometric
alterations in the medial intestine. These results con-
firm the protective effect of CG against NAP-induced
GI damage.

In GI injury induced by NSAIDs, infiltration of
neutrophils is considered a crucial step as it may lead
to disturbances in the microcirculation and produc-
tion of free radicals that are toxic to the mucosa
[Zhang et al., 2008]. MPO is an enzyme marker of
inflammation and neutrophil infiltration that is

TABLE 3. Effects of CG (10 mg/kg) Extracted from A. ocidentalle L. on the Amount of Mucus Adhering to the Gastric Wall and Gastric

Acid Secretion

Experimental Levels of mucus Total acid
group (N = 5) (ng/g tissue) Volume (ul) pH (mEq[H+1/1/4 h)
NAP 0.022 = 0.005 - - -

CMC 0.081 = 0.0074 492 * 20.4 1.7 £ 0.5 5.6 * 0.8
CG (10 mg/kg) 0.065 = 0.012* 512 £ 65.9 1.5*0.5 6.0 £ 0.4
Histamine - 1149 = 100.2** 1.2 £0.2 11 = 0.5**
Ranitidine - 233 £ 59.5** 3.1 £0.7 2.0 = 0.3**

Data shown are expressed as mean = SEM (n = 5).

*P < 0.05 vs. NAP group; **P < 0.05 vs. CMC group. ANOVA and Newman-Keuls test.
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elevated under ulcerated conditions and reduced
during the healing process [Souza et al., 2004]. We
found that the concentration of MPO in gastric
mucosa and in medial intestine of rats increased con-
comitantly with the occurrence of injury induced by
administration of NAP. Pretreatment with CG mark-
edly reduced GI injury by decreasing levels of MPO.
Thus, the suppression of neutrophil infiltration into
the GI mucosa may contribute to the protective
effect of CG against NAP-induced lesions. Other
studies have demonstrated that PLSs are involved in
the prevention of oxidative stress, with their anti-
inflammatory properties are achieved by inhibiting
neutrophil infiltration, as shown in rats with GI dam-
age induced by ethanol or NSAIDs [Zhou et al,
2009].

GI diseases, including damage induced by
NSAIDs, involve oxidative stress produced via the
generation of free radicals and lipid peroxidation
[Demir et al., 2003]. The local generation of oxygen-
derived free radicals such as superoxide (0;) and
hydroxyl radicals (OH "), and other cytotoxic oxygen
metabolites, may result in GI mucosal bleeding and
ischemia-reperfusion injury [Parks et al., 1982]. How-
ever, complex antioxidant systems like radical scav-
engers and inhibitors of free radical production help
prevent oxidative damage caused by high concentra-
tions of free radicals [Mahmood et al., 2009]. We
analyzed two important markers of oxidative stress,
namely GSH and malondialdehyde (MDA), a metab-
olite of the process of lipid peroxidation. GSH is a
tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) that acts
mainly as an endogenous antioxidant [Lushchak,
2012]. We found that the gastroprotective effects of
CG were accompanied by a decrease in oxidative
stress in the GI tract namely decreased MDA and
increased GSH. Our findings are consistent with pre-
vious reports that demonstrate PLSs possess antioxi-
dant activity and can protect the gastric mucosa
against oxidative damage following NAP administra-
tion [Paiva et al., 2011]. PLSs can act as free-radical
scavengers and antioxidants, and this mechanism
plays an important role in preventing free-radical-
induced oxidative damage [Wang et al., 2009]. Our
results suggest that the gastroprotective effects of CG
are secondary to a decrease in the production of free
radicals, which provides further evidence for possible
antioxidant properties of PLSs. Therefore, PLSs
obtained from CG may be a source for potential
therapeutics that inhibit the damage caused by exces-
sive free radicals.

Gastric acid production and mucous secretion
are important factors underlying homeostatic balance
and responsible for maintaining the integrity of the
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GI mucosa. Impairment of gastric homeostasis can
lead to mucosal erosion and ulceration [Robert,
1979]. Some studies show that development of
NSAID-induced gastric mucosal injury involves an
increase in gastric acid secretion and inhibition of
mucus synthesis. This damaging effect is due to a
decline in the levels of mucosal PGs [Laine et al.,
2008]. In our experiments using 4-h pylorus-ligated
rats, CG failed to modify gastric secretory volume
and total acidity in the stomach, opening the possibil-
ity of gastroprotection to some other mechanism. Our
finding that CG pretreatment increased the amount
of mucus in the gastric mucosa wall may also be
important as the gastric mucus coat is considered
important both in preventing damage to the gastric
epithelium, as well as in facilitating its repair [Wal-
lace and Whittle, 1986].

In conclusion, our results indicate that CG has
gastroprotective  effects against NAP-induced GI
damage. In addition, the mechanism of GI protection
may be related to increases in adherent gastric mucus
and to decreases free radical production and lipid
peroxidation. CG may offer an attractive new treat-
ment strategy for preventing NSAID-induced GI
lesions in patients.
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ANEXO C

Parecer do comité de ética em experimentagdo animal
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Teraesina, 24 de Outubro de 2014,
limao,

Prof. Dr. JAND VENES ROLIM MEDEIROS
Departamento: Biotecnologia- CMRV_ Parnaiba /UFPI

Senhor Pesquisador,

Ern reunifio na presente data (24 de Outubro de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentacéo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaul, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagio animal, sob o nimero 068/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Prospeccio farmacolégica de moléculas biologicamente ativas
extraidas de produtos naturais- énfase no potencial terapéutico”, sob a
sua responsabilidade. Informarnos que este projeto tem Perfodo de Vigéncia de
Dezembro/2014 & Dezembro/2020, © serdo usados 340 Camundongos
isogénicos (machos e formeas) @ 320 Ratos isogénicos (machos e fémeas).
Cabe ao pesquisador elaborar © apresentar ao CEEA/UFPI, o relatorio final
sobre a pesquisa, (Lo Procedimentos para o Uso Clentifico de Animais — Lel
N° 11,794, B de outubro de 2008).
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