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Quanto maior for o obstaculo,
Maior sera a gloria de
Té-lo superado!

Jean Moliére
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RESUMO

A via da Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA IlI) foi relacionada
recentemente a varios efeitos benéficos no organismo, dentre eles a gastroprotecao.
A ECA Il é responsavel por converter a Angiotensina Il em um peptideo ativo
denominado Angiotensina 1-7 (Ang (1-7)) que por sua vez se liga a um receptor
acoplado a proteina G, o receptor MAS. Estudos atuais demonstram que o Aceturato
de Diminazeno (DIME), um tripanossomicida utilizado em animais, foi descrito como
um agente ativador de ECA Il. Dessa forma, o referido trabalho objetivou avaliar o
efeito gastroprotetor do DIME, pela via Ang (1-7)/Receptor MAS, em lesdes gastricas
induzidas por etanol e 4cido acético em roedores. Para avaliar o efeito gastroprotetor
do DIME na lesé&o aguda por etanol, os animais foram pré-tratados por gavagem e
divididos nos seguintes grupos: grupo controle, pré-tratado somente com salina;
DIME nas doses de 0,7 mg/Kg, 2 mg/Kg, 7 mg/Kg (melhor dose) e 20 mg/kg; ou
omeprazol (10mg/kg). Apés uma hora foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g), e ao
término dessa hora os animais foram eutanasiados e o estdmago retirado e
imediatamente aberto ao longo da curvatura maior para andlise. Foram retiradas
amostras de tecido para a analise histolégica, a dosagem de glutationa reduzida
(GSH) e malondialdeido (MDA). Para a andlise cicatrizante do DIME na lesao
cronica induzida por acido acético os animais foram anestesiados com Xilazina
(5mg/kg) e Cetamina (60mg/kg) e em seguida foi realizada a laparotomia, o
estdbmago foi exposto e o acido acético 40% (100uL/1min) foi administrado na parte
serosa do estdbmago. Os animais foram tratados a partir do 2° dia até o 7° dia ap0s a
lesdo. Os grupos foram tratados com: salina; DIME (7mg/kg); A-779 (5mg/Kg,
antagonista seletivo do receptor MAS); A-779 + DIME; ou omeprazol (10mg/kg). O
grupo controle ndo recebeu a administracdo de acido acético e foi tratado somente
com salina. Ao término do sétimo dia, os animais foram eutanasiados, o estbmago
retirado e imediatamente aberto para a realizacdo das analises. Foram retirados
tecidos para a andlise histoldgica, atividade de mieloperoxidase (MPO), teste de
colageno, imunohistoquimica e citocinas (TNFa, IL-6 e IL-10). Além disso, foram
realizados experimentos sobre a fisiologia gastrica como muco e secre¢cado gastrica.
Assim como foi avaliado os niveis do peptideo Ang(1-7) em ambos os modelos de
lesdo gastrica. Os resultados obtidos indicam que o DIME tem capacidade
gastroprotetora em modelo agudo e cronico, com capacidade de promover melhora
do processo de re-epitelizacdo e cicatrizagdo da mucosa gastrica. Sugere-se que
esta acao envolve em parte, o restabelecimento dos mecanismos antioxidantes com
elevacao dos niveis de GSH e diminuicdo dos niveis gastricos de MDA, diminuicéao
da a atividade de MPO na area da lesdo, elevacdo do muco aderido & mucosa
gastrica, diminuicdo dos niveis de secrecdo géstrica, além do reestabelecimento da
camada de colageno do Tipo | no grupo tratado com DIME. Os niveis de Ang (1-7)
se elevaram em ambos os modelos de lesdo gastrica. Esses efeitos gastroprotetores
foram abolidos quando administrado o antagonista seletivo para o receptor MAS (A-
779). Com isso, conclui-se que, o DIME preveniu e promoveu cicatrizagdo em
modelos de lesdes gastricas, e que sua protecao se da, dentre outros fatores, pela



elevacao dos niveis de Ang (1-7) se ligando a receptores do tipo MAS. Portanto, o
DIME pode, futuramente, se tornar uma nova alternativa farmacolégica no
tratamento de Ulceras géstricas.

PALAVRAS-CHAVE: DIME; Gastroprotecao; Antioxidante; Cicatrizacdo; Colageno;
ECA Il; Ang (1-7).



ABSTRACT
The Angiotensin Il Enzyme Converting Enzyme (ECA II) pathway has recently been
linked to several beneficial effects in the body, including gastroprotection. ECA Il is
responsible for converting Angiotensin Il into an active peptide called Angiotensin 1-7
(Ang (1-7) which in turn binds to a G protein-coupled receptor, the MAS receptor.
Studies demonstrate that Diminazene Aceturate (DIME), , has been described as an
ECA Il activating agent. Thus, the objective of this work was to evaluate the
gastroprotective effect of DIME, via Ang (1-7) / MAS Receptor, on gastric lesions
induced by ethanol and acetic acid in rodents. To evaluate the gastroprotective effect
of DIME on acute ethanol injury, the animals were pretreated by gavage and divided
into the following groups: control group, pretreated with saline only; DIME at doses of
0.7 mg/ kg, 2 mg/ kg, 7 mg/ kg (best dose) and 20 mg / kg; or omeprazole (10mg /
kg). After one hour 50% ethanol (0.5ml / 25g) was administered, and at the end of
that time the animals were euthanized and the stomach removed for analysis. Tissue
samples were taken for histological analysis, reduced glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA). The animals were anesthetized with Xylazine (5mg / kg)
and Ketamine (60mg / kg) for laparotomy, the stomach was exposed and the acetic
acid was 40% ( 100uL / 1min) was given to the serous part of the stomach. The
groups were treated with: saline; DIME (7mg / kg); A-779 ; A-779 + DIME; or
omeprazole (10mg / kg). The control group received no acetic acid and was treated
with saline only, in the seventh day, the animals were euthanized, the stomach
removed for the analysis. Tissue for histological analysis, myeloperoxidase activity
(MPO), collagen test, immunohistochemistry and cytokines (TNFa, IL-6 and IL-10)
were collected. In addition, experiments were performed on gastric physiology such
as mucus and gastric secretion. As well as evaluating Ang (1-7) peptide levels in
both gastric lesion models. It is suggested that this action involves, in part,
restoration of antioxidant mechanisms with elevation of GSH levels and decrease of
gastric MDA levels, decrease in MPO activity in the lesion area, elevated mucus
adhered to the gastric mucosa, decreased levels of gastric secretion, as well as the
reestablishment of the Type | collagen layer in the DIME treated group. Ang (1-7)
levels were elevated in both models of gastric lesion. These gastroprotective effects
were abolished when administered the MAS selective antagonist (A-779). Thus, it is
concluded that DIME prevented and promoted healing in models of gastric lesions,

and that its protection is given, among other factors, by raising Ang (1-7) levels by



binding to MAS type receptors. Therefore, DIME may, in the future, become a new
pharmacological alternative in the treatment of gastric ulcers.

KEYWORDS: DIME; Gastroprotection; Antioxidant; Healing; Collagen; ECA II; Ang
1-7)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido Araquidénico

ACh Acetilcolina

AINEs Anti-inflamatorios Nao-Esteroidais
Ang | Angiotensina |

Ang I Angiotensina Il

Ang(1-7) Angiotensina(1-7)

A-779 Antagonista Seletivo para o Receptor MAS
B Beta

BSA Albumina Bovina

CAT Catalase

CBS Cistationina B-Synthase

CSE Cistationina y-Lyase

COX Ciclooxigenase

DIME Aceturato de Diminazeno

DTNB Acido Ditio-Nitrobenzoico

ECA Enzima Conversora de Angiotensina
ECAII Enzima Conversora de Angiotensina Il
ECL Células Enterocromafins

ELISA Ensaio Imunoenzimético

FSG Fluxo Sanguineo Gastrico

GSH Glutationa Reduzida

GPx Glutationa Peroxidase

HCL Acido Cloridrico

H+K+/ATPase Bomba de Protons

HTBA Hexadecitrimetilamonio

H2 Receptores Histaminicos

H.O, Peréxido de Hidrogénio

H.S Sulfeto de Hidrogénio

HsPO4 Acido Fosforico

IBP Inibidores da Bomba de Protons
IgG Imunoglobulina G

IL Interleucina



KCL Cloreto de Potassio

LPS Lipopolissacarideos

I.P. Intra-Peritoneal

MDA Malondialdeido

MPO Mieloperoxidase

NEP Endopeptidase Neutra

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintetase

NOSe Oxido Nitrico Sintetase Endotelial
NOSi Oxido Nitrico Sintetase Induzida
NOSn Oxido Nitrico Sintetase Neuronal
0? Superoéxidos

OH" Radical Hidroxila

OMP Omeprazol

PBS Tampao Salina Fosfato

PEP Prolil-Endopeptidase

PGs Prostaglandinas

RAS Sistema Renina-Agiotensina
ROS Espécies Reativas de Oxigénio
RPM Rotacdes por Minuto

SNC Sistema Nervoso Central

SNE Sistema Nervoso Entérico

SOD Superéxido Dismutase

TCA Acido Tricloroacético

TGI Trato Gastrointestinal

TNF Fator de Necrose Tumoral

TOP Thymet Oligopeptidase

TPU Unidades De Perfuséo Tecidual

UFPI Universidade Federal do Piaui



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Imagem ilustrativa das partes que compdem a parede gastrica. Notar a
presenca da camada muscular da mucosa, a submucosa e a serosa. Fonte:
SALADIN, 2002 (Adaptada). 19

Figura 2: Representacéo ilustrativa dos mecanismos de defesa da mucosa géstrica.
Fonte: LAINE et al, 2008 (Adaptada). 22

Figura 3. Mecanismos de protecdo versus agentes lesivos, quando se tem um
desequilibrio desses fatores, tém-se a producao Ulceras gastricas. Fonte: ROBBINS;
COTRAN, 2005 (adaptada). 28

Figura 4: Efeitos deletérios provocados pelo o etanol na mucosa gastrica. Fonte:
SIEGMUND et al, 2002 (adaptada). 30

Figura 5: Formagao do Ang 1-7. Notar que ele pode ser produzido de forma direta a
partir da Ang |, ou entdo pode ser formada pelas conversées de Ang | e Ang II,
sendo que essa ultima sofre acdo da ECA IlI, para que se possa formar o peptideo
ativo Ang 1-7. Fonte: www.medlgrap.com (adaptada). 33

Figura 6: Molécula estrutural do Aceturato de Diminazeno. Fonte: PEREGRINE;
MAMMAN, 1993 (adaptada). 35

Figura 7: Demonstracao ilustrativa da metodologia utilizada para a inducéo da leséo
gastrica por acido acético. A seta azul esta identificando a area que foi induzida a
Ulcera géastrica com a administracéo do acido acético 40%. 43

Figura 8: Aceturato de Diminazeno reduz as lesdes gastricas induzidas por
etanol. 49

Figura 9: Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos swiss (ampliacéo,
100x e 400x, primeira e segunda linha respectivamente) e resultados quantitativos
(scores) da analise microscopica. 50

Figura 10: Aceturato de Diminazeno reduz as lesdes gastricas induzidas por etanol
pela via ECA 1l/ Ang (1-7)/MAS. 52

Figura 11: Efeito do DIME em niveis de glutationa reduzida (GSH) em camundongos
swiss com leséo gastrica induzida por etanol. 53

Figura 12: Efeito do DIME em niveis de malondialdeido (MDA) em camundongos
swiss com lesdo gastrica induzida por etanol. 54




Figura 13: Efeito do DIME em lesGes gastricas induzidas por &cido acético em
camundongos swiss, papel da via ECA II/Ang(1-7)/MAS. 55

Figura 14: Andlise histopatolégica das lesdes induzidas por acido acético. 57

Figura 15: O DIME elevou os niveis de colageno Tipo | em lesdes gastricas
induzidas por acido acético. 58

Figura 16: Efeito do DIME no ensaio de atividade de Mieloperoxidase (MPO) em
lesGes gastricas induzidas por acido acético em camundongos swiss. 59

Figura 17: Avaliagcdo dos niveis do peptideo Ang(1-7) em modelos de leséo gastrica
em camundongos Swiss. 61

Figura 18: Imunohistoquimica para o Receptor MAS na mucosa gastrica de
camundongos swiss. 62

Figura 19: Efeito do pré-tratamento com DIME na gastroprotecdo por avaliagcdo dos
niveis de muco nas lesées gastricas induzidas por etanol 50%. 63




LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Analise Histopatoldégica das lesdes gastricas induzidas por acido

acético 57

Tabela 2: Dosagens de citocinas inflamatorias 60

Tabela 3: Avaliacdo da secrec¢éo gastrica em camundongos Swiss. 64




SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt
2. REFERENCIAL TEORICO.......ciiiiieeceecteee et ane e
2.1 Anatomia € Fisiologia GASIICA............uuururiiiiiiiieeie e e
2.2 Regulacao Fisioldgica da Secrecéo Acida GASriCa.............ccoeveveveeeennen.
2.3 Mecanismos de Protecdo da Mucosa GaSstriCa............vevviieiiieieeeeeeeenn,
2.3.1 Barreira Composta por Muco, Bicarbonato e Fosfolipidio.................
2.3.2 Prostaglandinas (PGS)........couuveiiiiiiuiiiiiiseee et
2.3.3 OXid0 NTtrICO (NO).....oveiveiveeeeeeeeee e ee et sre e eeeeae e
2.3.4 Sulfeto de HIdrog€nio (HaS)....cccooeeeieiiiiiiiiieeees e,
2.3.5 FIUXO SANQUINEO.... oot e
2.3.6 Sistema ANtIOXIAANTE.........coeieiiii e
2.4 UICEIA GASIIICA. .....cveeveveeeeeeeeeeeeteetee e e et e et tesae et ee e e eaeeaeenenee,
2.4.1 Etanol: Agente Ulcerogénico GASIICO. .......cocuuviiiiieiiiiiiiiiiee e
2.5 Farmacoterap@utica da Ulcera GASHCA. .........c.cceevvieireeeeieeeee e,

2.6 Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA I1)/ANG 1-7/Receptor MAS:
uma nova via de proteGao GASIICA.........ovvurriiieeeiiiiiieee e
2.7 Dimenazeno Aceturato (DIME)........cccooooiiiiiiiiiiiceee e

3. OBIETIVOS . .. e e et e
3.1 ODJELIVO GEIAL....cce i i
3.2 Objetivos ESPECITICOS. ... ..uuiiiiiiiiiiiiiie e
4. MATERIAL E METODOS.......ooi ettt aneane e
O Y 0114 T SO PSP PPT TP
4.2 Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais.............cccooevvvviiiiiiiiiiiiiiii e,
4.3 Drogas ULIlIZadas............coeveiiiiiiiiiiee e a e e
B4 COTANTES. ...ttt e e e e e et e ettt et e e e e e e e e e
4.5 SOIUGDES. ...ttt ettt e e e e e e e e e n e

4.6 Efeito Gastroprotetor do DIME na Les&o Gastrica Induzida por Etanol:
CUINVA DOSE-RESPOSIA. .. .cceviiiiiii et r e aaa s

4.7 Avaliacao da Via ECA II/ANG (1-7)/MAS no Efeito Gastroprotetor de DIME.
4.8 Analise Histopatoldgica da Mucosa Gastrica de Camundongos....................

4.9 Andlise da Concentracao de Glutationa...............ccceveeiiieeeeieeeeeeeieeeeeeeeen

16
18
18
20
22
23
24
24
25
25
26
27
29
30

34
36
36
36
37
37
37
38
38
38
40



4.10 Avaliacéao das Concentracdes de Malondialdeido (MDA).......ccccoeeeeveeeeeennn.

4.11 Efeito Gastroprotetor do DIME na Lesdo Gastrica Induzida por Acido
o =] 1o o PR PP

4.12 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)..........oovvuuiiiimiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanens
4.13 Imunohistoquimica para 0 Receptor MAS...........ooovviiiiiiiiiiiiiei e
4.14 Concentracdes de Ang 1-7 na mucosa gastriCa.............oeveevvvvrvvvveeeeeeeenenns
4.15 DetermMiNaGa0 A€ IMUCO .......uuuiiiiiiiiiiiieeeee et e e e e e e e e e
4.16 Avaliag8o da SeCreGa0 GASICA. .......cuuvreeieeeeiiiii e e et
4.17 Determinacédo dos Niveis de Colageno com Picrosirius Red.....................
4.18 Dosagens de Citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10)..........cccoevvriirriiriiiiiiiiiceeen,
4.19 ANAIISE EStAtISICA. .. .eeeiiiiieiiiie ettt
5. RESULTADOS. ... ettt e e e aaaaans

5.1 Efeito do DIME em lesdes géstricas induzidas por etanol em camundongos

5.2 Papel da via ECA II/ Ang (1-7)/ Receptor MAS sobre o efeito gastroprotetor
do DIME em lesdes induzidas por etanol..............coooooiiiiiiiiiiiiiiiiceeee e

5.3 AvaliaCao ANtIOXIAANTE. ... ...iiiie e i e e e e e e e e e e e e e e

5.4 Efeito do DIME em lesbes gastricas induzidas por acido acético em
CAMUNUONGOS SWISS...cceiitiiiiiiieeaaeeeeii ettt ettt e e e e e e e e aaa e e s e s s s ann s babs e e e sereeeeeeaaeens

5.5 Analise da Area de Regeneracido e Reepitelizacdo nas Lesbes Gastricas
Induzidas por Acido Acético em CamundONgOS SWISS........cceeeriiiirrreeeesiiiiieeeaaannns

5.6 Determinagdo dos niveis de COIAgENO0...........cooviiiiiiiiiiiiiiiee e
5.7 Avaliagéo da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)..........ccevviivieieeiiiiiniiiniinnns
5.8 Dosagens de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-6 € 1L-10)..........cccvveeeeeennne

5.9 Avaliacdo dos niveis do peptideo Ang(1-7) em modelos de lesdo gastrica
€M CAMUNAONGOS SWISS....uuuruuuuiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeas s s e s e e eaeaaaeeaeeeeeeesreesanrnanan

6. Imunohistoquimica para o Receptor MAS na mucosa gastrica de
CAMUNUONGOS SWISS....ceitiiiiiiieeeeeiit ittt e ettt e et e ee e e e e e e e e s s s s e bbb bbb e e e e eeeaaaaaeeeeeas

6.1 Avaliagdo dos Niveis de MUCO GASIICO. .......ccoiiuiiiiiieeiiiiiee e
6.2 Avaliag8o da SECreGA0 GASHICA. . ..cuiiiieeeiieei ittt
7. DISCUSSAOD. ...ttt ettt
8. CONCLUSAO........eiectieeeeeeeeeeee ettt ettt et enaae e,
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ocuoeeieeeeeeeeeeeee e,

48

51
52

54

56
58
59
60

61



18

1. INTRODUCAO

A Ulcera péptica constitui uma desordem do trato gastrintestinal que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo, e, tem sido descrita como uma das principais
causas de morbidade e mortalidade na populacdo adulta. Existem ainda relatos que
essa doenca esta presente na humanidade desde o século IV antes de Cristo
(DONATINI et al, 2009).

A Ulcera péptica caracteriza-se pela perda circunscrita de tecido que
ultrapassa os limites da camada muscular da mucosa e ocorre nas por¢coes expostas
a secrecgdo acida. Dessa forma, a Ulcera pode desenvolver-se na porcao inferior do
es6fago, no estbmago e no duodeno (DONATINI et al, 2009). A Ulcera péptica
gastroduodenal € uma doenca heterogénea, com multiplos fatores envolvidos na sua
génese, afetando aproximadamente 5 a 10% da populacdo (MEDEIROS, 2009).

Apesar dos grandes avancos no conhecimento da doenca ulcerosa péptica a
sua etiologia ndo esta totalmente elucidada. O que se pode mencionar € que ocorre
um desequilibrio entre agentes lesivos, como a secrecdo de acido cloridrico e
pepsina, com os fatores citoprotetores da mucosa gastrica, como por exemplo, a
secrecdo de bicarbonato, de muco e producdo de prostaglandinas (BORRELLI;
1ZZO, 2000). Outros fatores estdo associados a producdo de Ulceras gastrica, como
a infeccdo por Helicobacter pylori, o largo uso de anti-inflamatoérios nao-esteroidais
(AINES), o tabagismo e o alcoolismo (YUAN; PADOL; HUNT, 2006).

Nesse contexto, o consumo excessivo de alcool pela populacdo possui
grande importancia no desenvolvimento de Ulceras gastricas, no qual podem
produzir lesdes gastricas agudas de carater hemorragico. A ingestdo excessiva pode
resultar em gastrite caracterizada por edema, hemorragia sub-epitelial, esfoliacdo
celular e infiltracdo de células inflamatérias na mucosa gastrica. Além disso, em
modelos experimentais o etanol tem efeito ulcerogénico e necrotizante que resulta
em dano direto da mucosa (JAHOVIC et al, 2007; MATSUHASHI et al, 2007).

O etanol também induz a liberacdo de endotelinas (peptideos
vasoconstrictores), degranulacdo de mastécitos, inibicio da sintese de
prostaglandinas (PGs), reducéo na producédo de muco, além de provocar dano no
endotélio vascular da mucosa gastrica, desordem da microcirculacdo e isquemia,
resultando na producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (PAN et al; 2008).

Os farmacos corriqueiramente utilizados no tratamento de Ulceras gastricas

sdo os antiacidos, os anticolinérgicos, os inibidores da bomba de protons e os
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antagonistas de receptor histaminico (H2). Porém, estes farmacos podem ocasionar
reacoes adversas graves, como trombocitopenia, nefrite intersticial aguda,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, reacGes anafilaticas, ginecomastia e disfuncao
erétil (RANG et al, 2004).

Com isso, muitos sdo os estudos que procuram evidenciar novas formas
terapéuticas que possam minimizar o0s agravos advindos dessa doenca.
Recentemente, foi descrito na literatura que a ativacéo da via da Enzima Conversora
de Angiotensina Il (ECA 1), esta associada a varios efeitos benéficos no organismo,
dentre eles a gastroprotecdo. A ECA Il foi identificada como uma enzima que regula
negativamente o sistema renina-angiotensina (RAS), convertendo a angiotensina Il
(Ang Il) em um peptideo ativo denominado Ang 1-7.

Nesse contexto, tém-se elevado a busca de novos compostos que possam
atuar na via da ECA Il promovendo gastroprotecdo. Em estudos atuais o Aceturato
de Diminazeno (DIME), farmaco tripanossomicida utilizado em animais, foi descrito
como um possivel ativador da ECA Il. Além disso, a literatura demonstra varias
influéncias do DIME em outras condi¢des fisioldgicas do organismo, cita-se, por
exemplo, a regulagcéo da pressao arterial, protecéo contra acidente vascular cerebral
isquémico, glaucoma, além de promover reducdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-6, IL-12 e TNF) (KURIAKOSE; UZONNA, 2014).

Com isso, mediante a problematica apresentada anteriormente, tém-se a
justificativa para a realizacdo do referido estudo. Uma vez que, a Ulcera gastrica é
um problema mundial que acomete milhares de pessoas, sendo responsavel por
elevados numeros de mortalidade, principalmente na populacdo adulta. Além disso,
no Brasil, o tratamento de Ulceras gastricas é bastante oneroso, ndo sendo acessivel
a grande parte da populacdo. Dessa forma, o tratamento das Ulceras gastricas
constitui ainda um grande desafio e torna-se necessario o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos toxicos e de custos mais baixos.
Infere-se ainda, que o0s estudos sobre a acdo dos metabdlitos oriundos da
angiotensina sdo relativamente escassos no trato gastrointestinal, principalmente no
estbmago. Portanto, foi avaliado no presente estudo o papel do Aceturato de

Diminazeno, um ativador de ECA Il, como um novo agente gastroprotetor.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Anatomia e Fisiologia Gastrica

O sistema digestério € constituido por um tubo muscular com epitélio
especializado que compreende a cavidade bucal, faringe, es6fago, estdmago,
intestino delgado e grosso, e colon. Além disso, € composto por alguns 6rgaos
anexos, tais como: glandulas salivares, figado e pancreas, 0s quais secretam
substancias que auxiliam no processo digestivo dos alimentos. O trato
gastrointestinal (TGI), juntamente com os 6rgdos anexos, tem a funcdo de receber,
digerir, absorver e eliminar substancias ingeridas, e todos esses processos Sao
controlados pelo sistema nervoso e pelo sistema hormonal (POTRICH, 2009;
MERCHANT, 2007).

Dessa forma, o TGI torna-se de fundamental importancia para o individuo,
uma vez que, possui a funcdo de prover agua, eletrolitos e nutrientes para o
organismo (MEDEIROS, 2009). As suas funcdes dependem de propriedades
inerentes a musculatura lisa intestinal, reflexos de neurdnios intrinsecos no intestino
e do sistema nervoso central (SNC), além de efeitos paracrinos de mediadores
quimicos e hormdnios gastrointestinais (GUYTON; HALL, 2006). No entanto, as
principais funcdes que o estbmago exerce sao as autbnomas, predominantemente
controladas pelo o Sistema Nervoso Entérico (SNE) (HOOGERWEF; PASRICHA,
2009).

O TGI possui um sistema nervoso proprio (SNE), que contém
aproximadamente 100 milhdes de neurbnios, iniciando a partir do eséfago e
estende-se até as porcdes do anus, controlando os movimentos e as secrecdes
gastrintestinais. E composto também pelo plexo mioentérico ou plexo de Auerbach,
plexo externo situado entre as camadas musculares longitudinais e circulares, e pelo
plexo de Meissner ou submucoso, plexo interno localizado na submucosa,
constituindo a inervacéo intrinseca do 6rgao (PASRICHA, 2006).

O plexo mioentérico é responsavel pela parte motora (peristaltismo) e o plexo
submucoso é responsavel pela regulacdo da liberacdo de secrecdes, do transporte
de liquidos e pelo fluxo sanguineo. Células nervosas de ambos os plexos recebem
estimulos do parassimpatico (inervacdo extrinseca), e de outros neurdnios entéricos.
Tal comunicacdo neuronal permite a realizagdo das fungdes motoras e secretoras
desse trato (POTRICH, 2009; GUYTON; HALL, 1997).
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O estdmago, 6rgdo de estudo do referido trabalho, é dividido anatomicamente
em trés porcdes, sdo elas: fundo; corpo; e antro. O fundo esta situado na regido
superior e tangencia a juncdo esofagogastrica; o corpo corresponde a maior parte do
orgao; e o antro esta situado na regido proximal ao canal pilérico (DANGELO;
FATTINI, 2007).

A parede géstrica apresenta algumas camadas teciduais, compreendendo a
serosa, a camada muscular longitudinal, a camada muscular circular, a submucosa e
a mucosa (Figura 1). A serosa, que sera utilizada como alvo para a inducdo de
Ulceras crbénicas promovidas pela a utilizacdo de acido acético no presente trabalho,
€ a camada tecidual que reveste a maior parte do 6rgdo, exceto em uma pequena
porcdo da parte posterior do estbmago (regido do céardia); a submucosa €
constituida de tecido conjuntivo frouxo e contém uma rica rede vascular e um plexo
submucoso; e a mucosa é a camada da parte interna do estbmago que abriga

numerosas glandulas gastricas (MEDEIROS, 2009).

Mucosa

]- Submucosa

Muscularis
externa

Serosa

Figura 1: Imagem ilustrativa das partes que compdem a parede gastrica. Notar a presenca da

camada muscular da mucosa, a submucosa e a serosa. Fonte: SALADIN, 2002 (Adaptada).

Nesse contexto, pode-se inferir a presenca de determiandas glandulas
gastricas, cita-se, por exemplo, as glandulas oxinticas e as glandulas piloricas, que
secretam substancias responsaveis pelos processos digestivos e homeostaticos do

estdbmago. As glandulas oxinticas estdo localizadas na superficie interna do corpo e
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fundo do estbmago, e sdo compostas por varias células, sao elas: células mucosas,
que promovem a secrecdo de muco; células pépticas, responsaveis pela secrecéo
de pepsinogénio, que em contato com o acido cloridrico € convertido em pepsina;
células parietais, que possuem como funcdo a liberacdo de acido cloridrico; as
células D, que secretam somatostatina; além das células enterocromoafins (ECL)
que secretam histamina. Ja as glandulas piléricas sdo compostas por: células G, que
guando estimuladas liberam o hormdnio gastrina importante na secrecdo acida
gastrica; e células mucosas (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A superficie do estbmago ainda é recoberta por células mucosas superficiais
(células epiteliais) que sdo especializadas em secretar elevadas quantidades de um
muco extremamente viscoso e alcalino. Tal muco é responsavel por recobrir toda a
parede gastrica, podendo ter mais de um milimetro de espessura, proporcionando
uma barreira fisica de protecdo contra as secrec¢des acidas que sdo produzidas
pelas células parietais, além de contribuir para a lubrificagdo do transporte do
alimento (POTRICH, 2009).

As estruturas gastricas sao entdo responsaveis por desempenhar funcdes
especificas que garantirdo a manutencdo da homeostasia do 6rgdo, como por
exemplo, a secrecdo de &cido cloridrico, pepsinogénio, muco, bicarbonato e
prostaglandinas (PGs). No entanto, outras substancias como o 6xido nitrico (NO)
(SILVA et al, 2011), sulfeto de hidrogénio (H.S) (MEDEIROS, 2009) e enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase - SOD, catalase — CAT e glutationa peroxidase
- GPx) e glutationa reduzida (GSH) também estéo relacionadas com a manutencao
da integridade géastrica (DAMASCENO et al, 2012).

2.2 Regulacéo Fisiol6gica da Secrec&o Acida Gastrica

O estdbmago possui como uma das suas principais funcdes a producédo de
acido gastrico. Esse acido € responsavel por facilitar a digestdo de proteinas, e de
favorecer a absorcao de ferro, calcio e vitamina B12. Além disso, é responsavel por
minimizar a entrada e proliferacdo de bactérias no organismo. No entanto, quando
0S mecanismos homeostaticos do individuo estdo prejudicados, o volume e acidez
gastrica podem elevar-se desproporcionalmente, superando as barreiras protetoras
da mucosa, promovendo a formacdo de Ulceras géastricas ou duodenais, além de

propiciar o surgimento da doenca do refluxo gastro-esofégico.
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Como mencionado na se¢do anterior, as células parietais sdo umas das
principais células secretoras de &cido na mucosa gastrica. Tal mecanismo é
regulado por meio de neurbnios e horménios, agindo em niveis centrais e
periféricos, 0s quais convergem para a etapa final da secrecdo que € a atividade de
H'K*-adenosina trifosfatase (H+K+/ATPase - bomba de protons) (SCHUBERT;
PEURA, 2008).

A H+K+/ATPase é dividida em duas subunidades, a subunidade a, que
contem o sitio catalitico da enzima, responséavel pela troca idnica do H* intracelular
pelo K* luminal, e a subunidade B, responsavel pela estabilidade estrutural e
funcional da enzima, protegendo a enzima de possivel degradacdo. A troca ibnica
(H'K") promovida pela bomba de protons é acompanhada pela saida de ions cloro,
da célula parietal, via canais de cloro localizados na membrana apical da célula
parietal. Os ions de H* e CI" ligam-se formando o acido cloridrico, que atingira o
limen géstrico (POTRICH, 2009).

Em estado ndo-excitatorio, a célula parietal apresenta vesiculas tubulares
intracelulares que estocam a H+K+/ATPase. Quando ocorre o estimulo, por meio da
elevacdo da concentracdo de calcio intracelular, AMPc, ou ambos, uma cascata de
eventos intracelulares desencadeia a fusdo das vesiculas tubulares na membrana
apical da célula parietal, promovendo ativacdo da bomba de prétons, iniciando
assim, o processo de secrecdo do acido gastrico. Quando o estimulo é cessado, as
bombas sdo recicladas e retornam ao compartimento vesicular intracelular
(MEDEIROS, 2009; POTRICH, 2009; SCHUBERT, 2005).

Na via neuronal, o SNC modula a atividade do SNE através da acetilcolina
(ACh), estimulando a liberacdo de acido gastrico em resposta a antecipacdo ao
alimento, o que caracteriza a “fase cefalica” da secregcdo acida gastrica. As fibras
eferentes que se originam nos nudcleos motores dorsais, descem até o estdbmago
pelo nervo vago e fazem sinapse com células ganglionares do SNE (POTRICH,
2009). A ACh é entéo liberada pelos neurdnios pds-ganglionares do nervo vago e
estimula diretamente a secrecdo do acido por atuar em receptores muscarinicos M3
localizados na membrana basolateral da célula parietal. Além disso, existe um
estimulo indireto a liberagdo de histamina, bem como a liberagédo de gastrina pelas
células G na regiao do antro (SCHUBERT, 2005).
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2.3 Mecanismos de Protecdo da Mucosa Gastrica

Em condicbes de homeostase, existe no estbmago um equilibrio entre os
agentes lesivos, como HCL, pepsina, bile e enzimas pancreéticas, com o0s
mecanismos gastroprotetores, como muco-bicarbonato, prostaglandinas e glutationa
(Figura 2). Com isso, sdo necessarios processos dinamicos e eficazes que evitem
que esses agentes causem danos a mucosa. Tais mecanismos podem ser
classificados pelo seu local de agcdo, em mecanismos de protecdo pré-epitelial,
epitelial ou subepitelial (LAINE et al, 2008).
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Figura 2: Representacdo ilustrativa dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica. Fonte: LAINE et
al, 2008 (Adaptada).

A protecdo pré-epitelial é realizada pela barreira muco-bicarbonato, que cria
um gradiente de pH necessario para manter neutra a superficie das células epiteliais
contra a acidez do acido gastrico. JA a protecdo epitelial € promovida pelos
surfactantes, fosfolipideos anfoteros, que elevam a hidrofobicidade das membranas
bioldgicas, tornando-as resistentes aos agentes hidrofilicos lesivos. A protecao

subepitelial € promovida pelo o fluxo sanguineo que fornece nutrientes e oxigénio
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para as células gastricas, e, ainda realiza a remogédo de fons H* e outros agentes
nocivos (MATSUI et al, 2011; MEDEIROS, 2006).

2.3.1 Barreira Composta por Muco, Bicarbonato e Fosfolipidio

A primeira camada de defesa da mucosa gastrica € formada por muco,
bicarbonato e fosfolipidios de membrana, que desempenham um importante papel
estrutural na protecdo do trato gastrointestinal. Tal barreira possui um aspecto
viscoso e alcalino, no qual é formada por um gel de muco, bicarbonato e fosfolipidios
surfactantes que se depositam sob a superficie mucosa (ALLEN; FLEMSTRO,
2005).

A secrecdo de muco ocorre em todo o trato gastrointestinal desde o estbmago
até o colon, formando um gel aderente entre a mucosa e o lumen, protegendo assim
a mucosa contra agentes nocivos. E secretado pelas células epiteliais da mucosa e
contém 95% de agua e 5% de mucina (glicoproteina). A secre¢cdo de muco é
estimulada por hormbnios gastrointestinais, como gastrina e secretina, bem como
por prostaglandina E, (PGE,) e agentes colinérgicos. Substancias ulcerogénicas,
como AINEs, sais biliares, e etanol causam dissipacéo do gel mucoso e da camada
de fosfolipidios, causando lesGes na mucosa (LAINE et al, 2008).

O muco apresenta elevada estabilidade e aderéncia, sendo entdo capaz de
reter ions bicarbonatos secretados pelas células mucosas superficiais, formando
uma zona de pH neutro sob as células géastricas. Dessa forma, o muco age inibindo
a penetracdo do acido cloridrico, da pepsina e na digestdo de enzimas proteoliticas
na superficie epitelial (SCHUBERT; PEURA, 2008).

No momento que se tem a liberacdo da secrecdo acida gastrica, uma camada
de &cido se forma acima da barreira de muco-bicarbonato e ambas ndo se misturam
devido a sua diferenca de polaridade. E bem conhecido que esse carater hidrofébico
seja o principal fator responsavel por evitar a difusdo contraria de acido, impedindo a
agressao a mucosa gastrica (SILVA, 2014).

No entanto, a barreira muco-bicarbonato é apenas uma barreira pré-epitelial
entre o limen e o epitélio. Quando essa barreira é rompida, a proxima etapa do
mecanismo protetor inclui a neutralizacdo do acido intracelular, reparacdo epitelial
rapida, bem como manutencdo e distribuicdo do fluxo sanguineo da mucosa. Um
importante agente nesta etapa sdo as PGs, que desempenham uma série de

eventos que promovem a protecdo da mucosa gastrica (POTRICH, 2009).
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2.3.2 Prostaglandinas (PGs)

As PGs séao oriundas dos acidos graxos de 20-carbonos e sao encontradas
em boa parte dos tecidos e o6rgdos, desempenhando uma ampla variedade de
funcdes fisioldgicas e patoldgicas. Elas sdo sintetizadas a partir de diferentes
precursores, sendo um deles, o acido araquidonico (AA), que € convertido a
endoperoxidos instaveis, PGG, e PGH, pela acéo da ciclooxigenase (COX).

Até o presente momento, foram descritas trés isoformas de COX, séo elas: a
COX-1 expressa constitutivamente; COX-2 induzivel (SMITH et al, 1996); e COX-3,
uma variante da COX-1 (CHANDRASEKHARAN et al, 2002). As PGs derivadas do
AA sdo denominadas PGs da série-2, incluindo a PGE; e a prostaciclina (PGl,), que
séo extremamente importantes no trato gastrointestinal (CALDER, 2001).

A geracdo sucessiva de PGE; e PGI, é fundamental para a manutencédo da
integridade da mucosa, além de garantir protecdo contra agentes ulcerogénicos e
necrotizantes. Insere-se ainda, que as PGs promovem a inibicdo da secrecao de
acido; estimulam a secre¢do de muco, bicarbonato e fosfolipidios; aumentam o fluxo
sanguineo da mucosa; e aceleram a restituicéo epitelial e cicatrizacdo da mucosa. E,
sao responsaveis por inibir a ativacdo de mastoécitos e leucécitos, além da aderéncia
plaquetaria (POTRICH, 2009; LAINE et al, 2008).

2.3.3 Oxido Nitrico (NO)

O 6xido é um mediador gasoso de elevada importancia para a manutencao da
integridade da mucosa gastrica. Caracteriza-se por ser uma molécula extremamente
volatil que se difunde rapidamente, promovendo a sinalizacdo de varios processos
fisioldgicos no organismo. Com isso, 0 NO pode agir como um agente oxidante ou
redutor dependendo do meio, e por sua vez, € rapidamente destruido pelo oxigénio,
no qual sua oxidagao produz nitrito e nitrato (SILVA, 2014).

O NO ¢ sintetizado a partir da oxidacdo de um aminoacido denominado L-
arginina, na presenca do oxigénio molecular, cuja reacao € catalisada por enzimas
oxido nitrico sintetases (NOS), produzindo ainda a L-citrulina por meio dessa reacao
(MEDEIROS, 2006).

Atualmente, sdo descritas trés diferentes isoformas de NO, no qual duas
delas s&@o expressas de forma constitutiva por mecanismos dependentes de

Ca”*/calmodulina, s&o elas: a NOS endotelial (NOSe) e NOS neuronal (NOSn), que
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séo ativadas quando existe o influxo de célcio para o interior da célula, sendo entédo
estimuladas por neurotransmissores como a acetilcolina e glutamato. Ja a terceira
isoforma de NO é denominada de NOS induzida (NOSI), que atua independente de
calcio, no qual é induzida por exposicbes a citocinas e constituintes bacterianos
como os lipopolissacarideos (LPS) (SILVA, 2014).

Nesse contexto, o NO garante protecdo gastrica por varios fatores, dentre
eles, cita-se a producao da barreira de muco-bicarbonato, diminuicdo da secrecao
gastrica, na prevencao da ativacdo de aderéncia de neutroéfilos, na elevacao do fluxo
sanguineo, e, auxilia na cicatrizacdo de Ulceras cronicas (MUSCARA; WALLACE,
1999).

2.3.4 Sulfeto de Hidrogénio (H2S)

O sulfeto de hidrogénio € um gas incolor, que possui odor caracteristico, e
gque vem sendo amplamente estudado. Pesquisas atuais demonstram que, assim
como o NO, o sulfeto de hidrogénio possui inUmeras funcbes bioldgicas no
organismo, no qual nos mamiferos essa molécula é produzida em véarios tipos de
tecidos (MEDEIROS, 2009).

Nesse contexto, a literatura demonstra que o H,S esta implicado em
respostas imunes e inflamatérias, percepcdo e mediacdo nociceptiva, bem como o
controle da integridade da mucosa gastrica, do tbnus vascular e o controle da
motilidade gastrointestinal (FIORUCCI, 2006).

Dessa forma, o sulfeto de hidrogénio contribui para a defesa da mucosa
gastrica. E importante salientar que no estdbmago sdo expressas duas enzimas
fundamentais para a producao de H,S, a cistationina y-lyase (CSE) e a cistationina
B-synthase (CBS) (MOORE et al, 2003), no qual a CSE € a principal responséavel
pela a sintese de sulfeto na mucosa gastrica. O H,S possui um papel de grande
importancia na regulacdo do fluxo sanguineo e esta envolvido na reparacdo da
integridade da mucosa gastrica em roedores tratados com etanol e AINEs
(MEDEIROS, 2009).

2.3.5 Fluxo Sanguineo

O fluxo sanguineo constitui um importante mecanismo de defesa do
estbmago, uma vez que, possui 0 papel de suprir oxigénio, nutrientes e hormoénios

para a mucosa gastrica. Além disso, participa da regulacéo da producédo de muco,
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secrecdo de bicarbonato e remoc¢éo dos produtos incluindo a retrodifusdo de ions
hidrogénio e substancias potencialmente téxicas. Com isso, o fluxo sanguineo
contribui de forma significativa para manutencdo fisiolégica da integridade da
mucosa (SILVA, 2014).

Além disso, a literatura enfatiza o papel do fluxo sanguineo e, em particular a
microcirculagcdo na fisiopatologia de diversos modelos experimentais de lesdo na
mucosa, como as causadas por AINES (CARVALHO et al, 2015) e etanol
(MEDEIROS et al, 2008). Porém, quando se tem a producao excessiva e anormal de
acido géstrico, as defesas da mucosa nédo suportam e acabam sendo consumidas,

e, consequentemente podem ocorrer lesdes.
2.3.6 Sistema Antioxidante

Sabe-se que o0s aspectos anatbmicos sdo importantissimos para a
gastroprotecdo, no entanto 0s mecanismos bioquimicos sdo fundamentais para a
protecdo e manutencdo da homeostase celular gastrica. O metabolismo celular
normal envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o0s
varios processos fisiolégicos no organismo, cita-se, por exemplo, a cadeia
transportadora de elétrons (fosforilagdo mitocondrial), 0 metabolismo de xenobidticos
e a resposta inflamatoria (SILVA, 2014; ZHU; KAUNITZ, 2008).

No entanto, a producao excessiva de ROS pode prejudicar o funcionamento
celular, além de promover inflamacdo e morte de células, através das vias de
transducdo do sinal; visto que, afetam as enzimas redox-sensiveis e fatores de
transcricdo, facilitando a acdo de proteases, estimulando a expressdo de
mediadores inflamatorios e moléculas de adeséo.

As espécies reativas de oxigénio sao originadas como consequéncia da
respiracdo aerdbica e da oxidacdo de substratos, que causam danos oxidativos aos
tecidos. As ROS incluem radicais livres como os radicais hidroxilas (OH"), ou
superoxidos (0?), além de espécies de radicais ndo livres, como o peréxido de
hidrogénio (H»,0;). O papel das ROS na patogénese das lesGes gastricas
experimentais induzidas por estresse (OLIVEIRA et al, 2010), etanol (SILVA et al
2011; MEDEIROS et al, 2008) e AINES (CARVALHO et al, 2015; NICOLAU et al,

2013) sado bem descritas na literatura.
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As ROS causam peroxidagdo lipidica nas membranas, por atacar &cidos
graxos insaturados, um dos produtos oriundo da peroxidagdo lipidica é o
malondialdeido (MDA), responsavel por produzir efeitos lesivos na mucosa gastrica.
Além disso, quando conseguem “agredir” o DNA, podem promover a formagao de
cancer como consequéncia de uma mutacao (BAYIR et al, 2006).

Com isso, 0s organismos aerdbicos precisam possuir um sistema de defesa
enddgeno que combate essas ROS. O sistema de defesa antioxidante inclui agentes
enzimaticos e ndo enzimaticos que visam combater os efeitos téxicos oriundos das
ROS. Um importante antioxidante encontrado em todo o TGI é a glutationa reduzida
(GSH), que é um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina. A GSH é
responsavel por varias acfes essenciais para as ceélulas como, o transporte de
aminoacidos, catalise enzimatica e protecdo contra os efeitos deletérios de radicais
livres enddégenos e metabdlitos toxicos (CARVALHO et al, 2015).

Dessa forma, a glutationa atua como um removedor de radicais livres e
substancias toxicas ingeridas na alimentacéo, produzidas diretamente no TGI e/ou
consumida em excesso. Contudo, manter os niveis de GSH é de fundamental
importancia para a manutencdo da integridade da mucosa gastrica e para o bom

funcionamento dos demais 6rgéos do individuo.
2.4 Ulcera Gastrica

A Ulcera gastrica pode ser definida como solucédo de continuidade na mucosa
do trato digestivo, que se estende desde a mucosa até a submucosa, passando pela
muscular ou ainda mais profundamente. Histologicamente caracteriza-se por duas
grandes estruturas: a margem da Ulcera (formada por tecido adjacente né&o-
necrosado da mucosa, denominado componente epitelial) e o tecido de granulagéo
na base da Ulcera (denominado componente tecidual conectivo), formado por
fibroblastos e macréfagos, sendo esse, o local em que ocorre a proliferacdo de
células endoteliais e formacao de microvasos (TARNAWSKI, 2005).

Apesar dos grandes avancos no conhecimento da doenca ulcerosa gastrica, a
sua etiopatogenia ndo é totalmente conhecida. E uma doneca comum do TGl e sua
patogénese pode ser considerada como multifatorial, incluindo infec¢cdes por
Helicobacter pylori, aumento da concentracdo de &cido gastrico sob a mucosa, de
pepsina, alteracbes na motilidade gastroduodenal, habitos de vida como o
tabagismo e consumo de bebidas alcoolicas (MEDEIROS, 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de protecdo versus agentes lesivos, quando se tem um desequilibrio entre

esses fatores, tém-se a producéo de Ulceras gastricas. Fonte: ROBBINS; COTRAN, 2005 (adaptada).

Alguns relatos sdo descritos que a humanidade tem convivido com a Ulcera
gastrica desde meados do século IV antes de Cristo. Para o tratamento desse
agravo a saude era recomendada, ha mais de doze séculos, a neutralizacdo acida.
Desde esse tempo até os dias contemporaneos existiram grandes avangos na
terapéutica e no entendimento sobre a sua patogénese. Com isso, o conhecimento a
respeito dos inibidores da bomba de prétons e do H. pylori elevaram-se
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2001).

No estbmago, as ulceracdes se localizam corrigueiramente no antro (60%) e
na juncdo do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). Na Ulcera gastrica, as
lesbes ocorrem pela acdo do acido cloridrico (HCL) sobre a mucosa, resultando em
um desequilibrio entre os fatores agressores e 0s mecanismos de defesa da mucosa
gastrica. Tais lesdes podem surgir e serem agravadas pelo o estresse, consumo
excessivo de alcool, tabagismo, uso de AINES e pela presenca de H. pylori no TGl
(WALLACE; GRANGER, 1996).
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2.4.1 Etanol: Agente Ulcerogénico Gastrico

Individuos que possuem patologias relacionadas ao alcool possuem um
importante papel na medicina clinica, no qual aproximadamente 29% dos homens e
9% das mulheres sdo hospitalizados devido a doencas relacionadas ao alcool,
afetando varios 6rgédos internos, dentre eles o esttmago. No Brasil, evidenciou-se
que o alcoolismo é o terceiro motivo de absenteismo no trabalho e oitava causa de
concessao de auxilio-doenca pela Previdéncia Social (MEDEIROS, 2009).

O élcool é uma substancia de efeitos complexos, tornando-se a causa mais
comumente associada a casos de Ulceras gastricas em homens. E conhecido como
uma substancia necrosante que causa injuria na mucosa gastrica, suas lesdes
caracterizam-se pela presenca de ulceracdes hemorragicas. Dessa forma, o
consumo excessivo de &lcool pode resultar em quadros de gastrite, que se
caracterizam pela presenca de edema na mucosa, hemorragias subepiteliais,
esfoliacao celular e infiltracdo de células inflamatérias.

No estbmago, o etanol promove rapidamente a formacéo de Ulceras (lesao
aguda), que € devido essencialmente a uma reacdo inflamatéria. Essa lesdo é
provocada, inicialmente, pela a liberacdo de mediadores inflamatérios que induzem
vasoconstriccdo, isquemia e morte de células (OLIVEIRA et al, 2010).

Além disso, o alcool ainda interfere na secrecao de acido gastrico, um efeito
possivelmente mediado por secrecdo de histamina e gastrina. Sabe-se que a
barreira da mucosa € a principal protecdo do estbmago contra o acido gastrico, no
entanto, o etanol em elevadas concentracbes aumenta a permeabilidade epitelial
como consequéncia de mudancas no potencial celular, causando redifusdo de ions
H*. Outro fator que caracteriza o etanol como agente lesivo ao estdmago é sua
capacidade de promover a deplecdo de grupos sulfidrilas, que sdo fundamentais
para a estabilizacdo das membranas celulares, bem como na eliminacdo de ROS.

O etanol ainda pode influenciar a atividade da musculatura e diminuir o fluxo
sanguineo no estbmago. Dessa forma, provoca estase gastrica e cogestao capilar,
elevando os riscos de hemorragias e ulceragcbes, associados as injurias

macroscopicas e histolégicas na mucosa (SANTOS; RAO, 2001) (Figura 4).
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Figura 4: Efeitos deletérios provocados pelo o etanol na mucosa gastrica. Fonte: SIEGMUND et al,
2002 (adaptada).

O etanol ainda é responsavel pela deplecdo de muco, possivelmente por
mobilizar os mucopolissacarideos da mucosa para o lumen, reduzindo a capacidade
secretéria de muco do estbmago, contribuindo assim, para formacao de Ulceras. A
liberacdo de muco em resposta a aplicacdo de agentes irritantes possui um papel

importante no reparo do epitélio e no processo de restituicdo (MEDEIROS, 2009).
2.5 Farmacoterapéutica da Ulcera Gastrica

Por véarios anos as Ulceras gastricas eram controladas cirurgicamente,
resultando em elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Como estratégia de
tratamento, o entendimento sobre a fisiopatologia dessas lesdes € focado nas
anormalidades da secrecao de acido gastrico e de pepsina, bem como na supressao
dessa atividade secretoria acida. Na década de 1970, a supresséo farmacologica da
secrecdo acida géstrica foi efetivada com a introducdo dos antagonistas de
receptores H, histaminérgicos (cimetidina e ranitidina) e, até 1990, foram os

farmacos mais prescritos no mundo inteiro (POTRICH, 2009).



33

Nos dias atuais, existem quatro antagonistas H, utilizados na clinica:
cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina, 0os quais promovem a reducdo da
secrecdo do acido ao competir reversivelmente com a histamina pela sua ligacéo
aos receptores H; nas células parietais, diminuindo os niveis de AMPc.

Com o passar dos anos, com o desenvolvimento dos inibidores da bomba de
protons H+/K+ATPase (IBP), houve uma acentuada reducdo no uso dos
antagonistas de receptores H, histaminérgicos. Os IBP como, omeprazol,
lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol sdo medicamentos
extremamente eficazes na inibicdo da secre¢do do acido gastrico, resultando em
melhoras significativas nas taxas de cicatrizacdo de Ulceras gastricas e duodenais
(YUAN et al, 2006).

No entanto, tanto os farmacos antagonistas de receptores H, quanto os IBPs,
podem apresentar alguns efeitos adversos quando utilizados cronicamente devido a
supressdo do acido gastrico. Dentre esses efeitos, pode-se destacar o
desenvolvimento da hipergastrinemia, resultante da menor liberacdo de
somatostatina a partir das células D, que ocorre subsequentemente a supressao da
secrecdo acida, e o aumento do risco de infec¢do bacteriana, principalmente por H.
pylori, ressaltando-se que esses dois problemas podem levar a formacdo de
neoplasia gastrica (BRUNTON et al, 2006).

Além disso, no Brasil, o tratamento de Ulceras gastricas, quando se é
necessario a intervencao cirdrgica, torna-se bastante oneroso, ndo sendo acessivel
a grande parte da populacdo. Dessa forma, o tratamento das Ulceras pépticas
constitui ainda um grande desafio e torna-se necesséario o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos téxicos e de custo mais baixo para
minimizar ou solucionar esses problemas (LIMA et al, 2006).

Com isso, diante dos efeitos colaterais provocados pela utilizagao crénica dos
farmacos atualmente utilizados, e pelo o alto preco das intervencgdes cirlrgicas, se
faz necessério investigar novas alternativas que agreguem efeitos farmacologicos
capazes de promover a prevencdo e a cicatrizacdo de Ulceras, com auséncia ou

reducao de efeitos colaterais.
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2.6 Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA IlI)JAng 1-7/ Receptor MAS:
Uma Nova via de Protecao Gastrica

O sistema renina angiotensina (RAS) regula varias fun¢des do corpo em um
nivel sistémico ou local em varios 6rgdos. O RAS sistémico ou circulatério esta
envolvido na regulacdo da pressao sanguinea, bem como na homeostase liquida e
eletrolitica. J& o RAS local ou tecidual regula as funcfes de véarios 6rgédos tais como
coragao, rim, e pulmao (PERLOT; PENNINGER, 2013).

Dentro dos RAS, a regulacdo € realizada através de uma cascata de
proteases que geram varios peptideos bioativos. O angiotensinogénio, glicoproteina
produzida e secretada principalmente pelo figado, € clivada pela renina, que é
originada pelo aparelho justaglomerular do rim, resultando em um decapeptideo, a
angiotensina | (Ang I). A Ang |, subsequentemente, pode ser clivada em um
octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il), pela a acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA). ECA €& expresso em células endoteliais da vasculatura e
também localmente numa variedade de tecidos, tais como rim, coracdo, pulmao,
cérebro (KUBA et al, 2010).

A Ang Il representa o principal componente bioativo dentro do sistema RAS,
promovendo suas acoes e transducfes de sinais através de receptores acoplados a
proteina G, séo eles os receptores de Ang Il do tipo 1 (AT;) e do tipo 2 (AT,). A
sinalizagdo atravées AT; é uma rota bem estabelecida para mediar efeitos
vasoconstritores, ao passo que a ativacdo do receptor AT, tem efeitos através da
ativacdo de uma cascata vasodilatadora, ou seja, possui efeitos opostos ao receptor
AT1 (CAREY; PADIA, 2008).

Ang Il pode ainda ser processado pela enzima conversora de angiotensina Il
(ECA 1) para formar o heptapetideo Ang 1-7, removendo assim o principal peptideo
de ativacdo do sistema renina-angiotensina. Ang 1-7, por sua vez, se liga ao
receptor Mas para inativar a atividade de Ang Il em receptores AT;. Por isso, a via
ECA 1/ Ang 1-7/ MAS é considerado um regulador negativo do RAS, opondo-se a
atividade da via ECA/ Ang I/ AT1 (SANTOS et al, 2013).

Além da sinalizagdo através do receptor Mas, o peptideo Ang 1-7 também
pode atuar como um antagonista seletivo do receptor AT;, conseguindo entao,
inativar ainda mais a via ECA/ Ang ll/ AT1. Em vias alternativas, a Ang | pode ser

clivada por quimases para formar Ang Il através de outras peptidases, como prolil-
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endopeptidase (PEP), endopeptidase neutra (NEP), e thymet oligopeptidase (TOP),
para gerar diretamente Ang 1-7, como demonstrado na Figura 5 (SILVA; BRAGA,
SANTOS, 2010).

Profenina—{Re_mm_gj Angiotensina Ill ::’m
]

Angiotensindgeno—*Angiotensina |———Angiotensina Il —"W
eS|

Angiotensina IV —— JalEX

Angiotensina(1-9)

——
™ =

Angiotensina(1-7)

Figura 5: Formacao do Ang 1-7. Notar que ele pode ser produzido de forma direta a partir da Ang |,
ou entdo pode ser formada pelas conversfes de Ang | e Ang Il, sendo que essa Ultima sofre acdo da

ECA I, para que se possa formar o peptideo ativo Ang 1-7. Fonte: www.medIgrap.com (adaptada).

O sistema RAS desempenha um papel importante na patogénese de lesdes
na mucosa gastrica induzidas por estresse e por indometacina (BREGONZIO et al,
2004; JEZOVA et al, 1998). Antagonistas dos receptores AT; garantiram uma
protecdo gastrica contra as acdes deletérias promovidas por esse sistema.

A literatura demonstra que a partir da descoberta da ECA 1l, que por sua vez
€ responsavel pela conversao de Ang Il em Ang 1-7 que se liga ao receptor MAS, os
estudos sobre os seus efeitos benéficos dessa via comecaram a  surgir.
Curiosamente, embora o receptor MAS tenha sido identificado inicialmente em 1986
através do proto-oncogene MAS, apenas em 2007 é que a via ECA II/ Ang 1-7/MAS
foi elucidada. Tornando-se inicialmente um importante alvo para o controle da
pressao arterial (CHAPPEL, 2007).

Recentemente, os metabolitos essenciais Ang | e Ang Il foram identificados

ao longo do TGI de roedores, incluindo estbmago, colon, ilhas pancreaticas e figado.
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Evidéncias recentes indicam que o receptor Mas quando ativado por Ang 1-7, inibe
aos efeitos produzidos pela Ang I/ AT; na mucosa gastrica, em modelos
experimentais (BRZOZOWSKI, 2014). No entanto quando se utilizou o antagonista
especifico para o receptor MAS, o A-779, notou-se que esses efeitos benéficos eram
revertidos. Dessa forma, demonstra que a via ECA 1/ Ang 1-7/MAS é realmente
importante para a protecdo da mucosa gastrica (BRZOZOWSKI, 2014
OLSZANECKI et al , 2009).

Além disso, estudos relatam que Ang 1-7 diminuiu consideravelmente a
expressao e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como, IL-18 e TNF-a, que sao
responsaveis por produzir danos na mucosa do estdbmago. Com isso, sugere-se que
as propriedades anti-inflamatérias de Ang 1-7 podem contribuir para sua atividade
protetora na mucosa gastrica (BRZOZOWSKI, 2014; McGRATH et al, 2009).

A partir disso, muitos estudos tém sido realizados a procura de compostos
que possam atuar na via ECA I/ Ang 1-7/ MAS, visando novos alvos farmacologicos
que garantam gastroprotecdo. Recentemente o Aceturato de Diminazeno, foi

descrito como um possivel ativador dessa via.
2.7 Aceturato de Diminazeno (DIME)

Ha& mais de 60 anos, o Aceturato de Diminazeno (DIME) é utilizado como
tratamento da tripanossomiase animal. A droga foi introduzida pela primeira vez no
mercado como um tripanossomicida e babesicida para o gado. Por causa do seu
indice terapéutico elevado e baixa incidéncia de resisténcia em comparacdo com
outros compostos, tornou-se o agente terapéutico mais comumente utilizado para a
tripanossomiase no gado. Sua composicdo quimica é formada basicamente por uma
diamidina aromatica com duas por¢des aminofenil ligados por uma ponte de triazeno
(PEREGRINE; MAMMAN, 1993) (Figura 6).
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Figura 6: Molécula estrutural do Aceturato de Diminazeno. Fonte: PEREGRINE; MAMMAN, 1993
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(adaptada).

Recentemente, véarios estudos tém demonstrado que o Diminazeno é
responsavel por interferir em varios processos fisiolégicas no organismo de
roedores. O DIME tem sido demonstrado que pode ser um possivel ativador da
enzima conversora da angiotensina Il. Como ja mencionado no estudo em questao,
a ECA Il metaboliza a Ang Il em Ang 1-7 regulando assim, alguns efeitos deletérios
da via Ang Il/ AT, Estes estudos sugerem um possivel papel de DIME no tratamento
de condi¢des causadas por ativacdo dessa via de Ang-ll. De fato, um estudo atual
demonstrou que a administracdo de Diminazeno previne crises cronicas de
hipertensdo pulmonar em modelos experimentais (SHENOY et al, 2013). Além disso,
o DIME também demonstrou possuir efeitos protetores em diferentes condicdes
fisiol6égicas, incluindo acidente vascular cerebral isquémico e glaucoma
(KURIAKOSE; UZONNA, 2014).

Outros estudos demonstram que o DIME reduz significativamente os niveis
séricos de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo a IL-6, IL-12 e TNF (KURIAKOSE et
al, 2012), e ainda pode agir sobre lipopolissacarideos bacterianos (LPS). Dessa
forma, mostra que esse composto pode ser importante para solucionar ou a0 menos
minimizar os efeitos produzidos por algumas outras doencas (KURIAKOSE;
UZONNA, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito gastroprotetor do Aceturato de Diminazeno, um ativador da
Enzima Conversora de Angiontensiona Il, em roedores, bem como estudar o

possivel papel da via Ang (1-7)/Receptor MAS neste efeito.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito gastroprotetor do Diminazeno na lesdo gastrica macroscoépica
e microscoépica induzidas por etanol e acido acético em camundongos;
Investigar os efeitos do DIME sobre o estresse oxidativo induzido por etanol,
através das dosagens de glutationa (GSH) e de malondialdeido (MDA);
Determinar a acao do DIME sobre a formagéo da camada de muco em lesdes
gastricas induzidas por etanol;

Avaliar o efeito do DIME sobre a secrecdo géastrica em lesdes gastricas
induzidas por etanol;

Quantificar a expressao do peptideo Ang 1-7 por ELISA em lesdes gastricas
induzidas por etanol e acido acético;

Estudar o efeito cicatrizante do Diminazeno nas lesdes cronicas induzidas por
acido acético, por meio da dosagem de colageno;

Testar os efeitos anti-inflamatorios do DIME na lesdo gastrica induzida por
acido acético, através da dosagem de mieloperoxidase (MPO) e citocinas
(TNF-a, IL-6 e IL-10).

Determinar por imunohistoquimica a expressdao do receptor MAS na lesao
gastrica induzida por &cido acético;

Avaliar o efeito do DIME sobre o fluxo sanguineo gastrico;

Investigar a angiogénse promovida pelo o DIME em lesBes gastricas

induzidas por &cido acético.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados no referido estudo, camundongos Swiss, pesando entre 25 e
30 gramas. Os animais foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura
de 22 £ 2° C num ciclo de 12h luz/12 h escuro. Os animais foram privados de
alimentos por 20-24 horas antes dos experimentos, mas tiveram livre acesso a agua.
Os grupos experimentais consistiram de 5-8 animais por grupo. Os camundongos
foram fornecidos pelo Biotério Central e do Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Piaui — UFPI. Os protocolos
experimentais estdo de acordo com os padrdes de uso de animais experimentais e o
projeto foi aprovado pelo o Comité de Etica em pesquisa animal da Universidade
Federal do Piaui — UFPI (N°068/14).

4.2 Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais

« Agitador de tubos tipo Vortex

% Balanga Analitica Ohaus AS2600

% Banho-Maria (Aquecedor com temperatura controlada)
s Beéqueres (vidro e plastico)

+ Camara de Neubauer espelhada

% Canula para gavagem (Administracao v.0.)

% Contador manual de células sanguineas (Digitimer)
% ELISA

% Fios para sutura

« Homogeneizador

% Lamina para microscopia 26x76 mm

% Laminula 24x32 mm

« Luvas (Super Max)

% Maquina fotografica Nikon

% Medidor de pH

% Micropipetas

% Microscépio Optico



X/
L X4

Micrétomo Olympus
Ponteiras para pipetas automéaticas Sigma
Seringas (B-D Plastipak)

Tubos de Ensaio

4.3 Drogas Utilizadas

<
<
<
S

*
L X4

X/
L X4

Aceturato de Diminazeno (Sigma-Aldrich, Nomero CAS: 908-54-3);
Acido Acético (Dinamica);

Anti-Angiotensina (1-7) Receptor MAS (Alomone labs);

A-779 (Alomone labs);

Etanol Absoluto (Sigma-Aldrich, Niumero CAS: 64-17-5);

Kit ELISA para Ang (1-7) (R & amp; D Systems Ins.; Mn, EUA);
Omeprazol (Sigma-Aldrich, Numero CAS: 73590-58-6);

4.4 Corantes

X/
L X4

*
L X4

Eosina (Merck);

Hematoxilina (Reagen);

4.5 Solugdes

Salina
Cloreto de Sédio a 0,9% estéril;

Formol 10%

FOrmol ADSOIULO------=-===m oo 10ml

Agua Destiladar--------======mmmm e o0ml

Acido Tricloroacético (TCA) 50%

Alcian Blue 0,1%
Alcian Blu@------=-==mm oo 0,109
Agua destilada--------=======mmmmm e 1L
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Hidroximetil aminometano (TriS)-------------======mmmmmmmmmmomommmemeeee ---6,19

Agua destilada------=======m===mm e
* O pH do tampé&o foi ajustado para 8,0

% EDTA 0,02M

% EDTA0,2M

% TRIS 0,4M pH 8,9

{1 — S — S — 4,84g
=20 7N 0 10,0ml
Agua Destiladar------========mmm e 90,0ml

% DTNB 0,01M
[0} V[ —— S — 1

MetanOl------m -

s Solucéo de KCL 1,15%

o — 1,15g

Agua Destiladar------========nmmm e 100ml
** H3PO4 1%

= ) 1g

Agua Destilada-------=========nmmmm e 100ml

< Solucdo de Acido Tiobarbittrico 0,02M 0,6%

Acido TioDarDItUriCO--============m e 2,882g
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Agua Destiladar--------=======mmm = 1L

< Fenolftaleina 2%

Fenolftaleina-------------=-=msmmmmmmmmcememeeeee e --29
Etanol 50%0----------=---m e 100ml

% NaOH 0,01N

4.6 Efeito Gastroprotetor do DIME na Lesdo Géastrica Induzida por Etanol:
Curva Dose-Resposta

Para avaliar o efeito gastroprotetor do DIME na lesdo aguda por etanol
seguiu-se 0 modelo descrito por MEDEIROS (2009) com algumas modificacdes. Os
camundongos foram pré-tratados por gavagem e divididos nos seguintes grupos:
Grupo controle, pré-tratado somente com salina; DIME nas doses de 0,7, 2, 7
(melhor dose) e 20 mg/kg; e Omeprazol (10 mg/kg). Apés uma hora foi administrado
etanol 50% (0,5ml/25g), ao término dessa hora os animais foram sacrificados e o
estbmago retirado e imediatamente aberto ao longo da curvatura maior, para
analise. Os estbmagos foram entéo estirados e fotografados com uma camera digital
para posterior andlise e medi¢cdes das alteragcbes macroscépicas com o auxilio de
um programa de planimetria computadorizada (Image J ®). Uma amostra da regiao
do corpo de cada estbmago foi fixado, imediatamente apds a retirada, em formol
10%, e apos 24 horas foram transferidas para alcool 70% para subsequentes
analises histopatoldgicas. Outras amostras gastricas foram retiradas, pesadas e
congelas a -80°C para posterior dosagem de glutationa (SEDLAK, LINDSAY, 1968)
e ensaio de malondialdeido (MIHARA; UCHIYAMA, 1978).
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4.7 Avaliagéo da Via ECA II/ANG (1-7)/MAS no Efeito Gastroprotetor de DIME

Para avaliar o papel da via ECA II/Ang (1-7)/MAS foi utilizado o antagonista
seletivo para o receptor MAS, A-779 (5 mg/kg), dessa forma, os animais foram pré-
tratados e divididos nos seguintes grupos: A-779 (5 mg/kg) + salina; e A-779 + DIME
(7 mg/kg, melhor dose). O antagonista foi administrado via intraperitoneal (i.p.), 30
minutos antes dos pré-tratamentos, e os demais passos foram semelhantes ao
descrito no tépico anterior, com administracao de etanol 50% (0,5 ml/25g), sacrificio

e posterior andlise.
4.8 Anédlise Histopatolégica da Mucosa Gastrica de Camundongos

Para avaliacdo histolégica, as amostras de estbmago foram fixadas em
solucédo de formol a 10% por 24 h. ApGs a fixacdo, as amostras foram transferidas
para uma solucdo de alcool 70%. O material foi, em seguida, embebido em parafina
e seccionado; Secbes de 4 mm de espessura foram desparafinizadas, coradas com
hematoxilina e eosina (H & E) e, em seguida, analisadas sob um microscépio éptico.
As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de Laine e Weinstein
(1988), sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de 0-3), edema na
superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e infiltracdo de
células inflamatorias (escores de 0-3), sendo o0 escore maximo de 14. Toda a

avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.
4.9 Analise da Concentracdo de Glutationa

A concentragao de glutationa (GSH) em amostras de tecidos do estémago foi
realizada de acordo com o método descrito por SEDLAK; LINDSAY (1968). Para
determinacao dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, uma amostra de 50 a
100 mg da mucosa gastrica dos animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 0,02M
para cada 100mg de tecido. Aliquotas de 400uL do homogeneizado foram
misturadas a 320uL de agua destilada e a 80uL de acido tricloroacético (TCA) a 50%
para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000
rom a 4°C. Um total de 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 foi lida a 412nm
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em espectrofotdbmetro. As concentracdes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram

expressas em ug/g de tecido.
4.10 Avaliacéo das Concentracfes de Malondialdeido (MDA)

Os niveis de malondialdeido foram determinados pelo método de MIHARA;
UCHIYAMA (1978) baseado na reagdo com o acido tiobarbitarico. Fragmentos de
estdbmago foram homogeneizados com cloreto de potassio (KCI) gelado 1.15% para
preparar 10% de homogenato. Meio mililitro (0,5ml) desse homogenato foi pipetado
dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml, 3 ml de acido fosforico (HsPO4 (1%) e 1ml
de uma solugdo aquosa de &cido tiobarbitirico aquoso (0.6%) foram acrescentados.
Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de agua fervendo e a
mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua gelada, seguida da
adicdo de 4ml de n-butanol. Os conteudos foram misturados por 1 minuto com o
auxilio de um agitador "vortex", centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos e a
absorbancia da camada orgéanica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados

foram expressos em mmol/g de tecido.

4.11 Efeito Gastroprotetor do DIME na Les&o Gastrica Induzida por Acido

Acético

Para a analise cicatrizante do DIME na lesdo crbnica induzida por &cido
aceético, seguiu-se o modelo de Wallace (2001) com algumas modificacdes (Figura
7). Os animais foram anestesiados e em seguida foi realizada a laparotomia, o
estbmago foi exposto e o acido acético 40% (100uL/1min) foi administrado na parte
serosa do estbmago, utilizou-se um suporte de 4 mm para depositar o acido acético,
garantindo assim que todos os animais foram expostos ao mesmo trauma. Os
animais foram tratados a partir do 2° dia até o 7° dia apds a lesédo. Os grupos foram
tratados com: Salina; DIME; A-779; A-779+DIME; e OMP. O grupo controle néo
recebeu a administracdo de &cido acético e foi tratado somente com salina. Ao
término do sétimo dia, os animais foram eutanasiados, o estdmago retirado e
imediatamente aberto para a realizacdo das analises macroscopicas. Além disso,
foram retirados tecidos para a analise histoldgica, atividade de MPO, colageno e

imunohistoquimica.
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Figura 7: Demonstracédo ilustrativa da metodologia utilizada para a inducdo da lesdo gastrica por
acido acético. A seta azul esta identificando a area que foi induzida a Ulcera géastrica com a

administracdo do acido acético 40%.
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4.12 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A avaliacéo da atividade da MPO foi determinada pelo método de BRADLEY
e cols. (1982). Resumidamente, 50-100 mg de tecido foi homogeneizada em 1 ml de
tampéo de potassio com 0,5% de hexadecitrimetilamonio (HTAB) a cada 50 mg de
tecido, em seguida, centrifugado a 4.000 rpm durante 7 minutos a 4°C. A atividade
de MPO no sedimento ressuspenso foi analisada através da medicdo da alteracéo
na absorbancia a 450 nm utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1% de peroxido de
hidrogénio. Os resultados foram registrados como unidades de MPO por mg de

tecido.
4.13 Imunohistoquimica para o Receptor MAS

As amostras da mucosa gastrica foram retiradas e posteriormente fixadas em
formol tamponado a 10%. Decorridas 24 boras, os fragmentos foram retirados do
formol e colocados em élcool 70% e em seguida parafinizados. ApGs essa etapa,
foram realizados cortes histolégicos de 3 a 4 micras de espessura e as laminas
foram colocadas em estufa a 60° C por 15 minutos. Apds a retirada da parafina do
tecido, seguida de hidratacao, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com
H,O, a 3% diluida em metanol. Posteriormente, foi realizada a lavagem das laminas
com PBS (Tampéo Salina Fosfato) 0,01M (5min), seguido por glicina 0,1M em PBS
(5 min) e PBS 0,01M (5 min). As laminas foram entdo mergulhadas numa solugéo de
PBS com albumina bovina (BSA) a 1% durante 30 min. Em seguida, as laminas
foram incubadas com o anticorpo primario para o receptor MAS (anti-Angiotensina 1-
7, de coelho, 1:100) diluido em PBS-BSA 1%, em temperatura de 4°C, durante uma
noite (overnight). Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes em P9BS-BSA
1% e incubadas com o anticorpo secundario marcado com biotina (anticorpo anti-
IgG de camundongo), na diluicdo de 1:100, por uma hora, a temperatura ambiente.
Apéds a remocdo do excesso de anticorpo, o material foi incubado com o complexo
streptoavidina —biotina — peroxidades diluido em PBS, por 35 min, & temperatura
ambiente. Ap6s a lavagem com PBS, a reacgdo foi revelada utilizando diamino —
benzidina — peréxido de hidrogénio em PBS, a temperatura ambiente, por 5 min, no
escuro. Apos controle da intensidade, a reagéo foi interrompida pela lavagem com
agua corrente por 5 min. A contra-coloracdo foi realizada com hematoxilina de

Mayer, por 45 segundos, sendo o0 excesso retirado com agua corrente.
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Posteriormente, as laminas foram colocadas em hidroxido de aménia a 0,5% por 10
segundos e lavadas novamente em 4gua destilada. Finalmente, as mesmas foram
submetidas a desidratacdo com alcool 95%, alcool absoluto, xilol e montadas com
laminulas em Entellan (MEDEIROS, 2009; RIBEIRO et al, 2002).

4.14 Concentracfes de Ang 1-7 na mucosa gastrica

As concentracdes de Ang 1-7 no tecido gastrico foram mensuradas usando
kits de ELISA (R & amp; D Systems Inc., MN, EUA) seguindo as instrugbes
fornecidas pelo fabricante. A concentracdo de Ang 1-7 foi medida na placa teste
através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA), sendo entdo ligado a uma enzima
comercial. Em resumo, a placa foi homogeneizada mecanicamente e as amostras
foram mantidas sob refrigeracdo. As amostras homogeneizadas foram entdo
centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min em uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi entdo retirado e o nivel de Ang 1-7 foi mensurado por um
equipamento de ELISA. Foram selecionadas amostras de ambos os tipos de lesao

gastrica.
4.15 Determinacao de Muco

O muco aderido a parede gastrica no modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol foi determinado de acordo com o método de CONE e colaboradores (1974).
Segmentos na porgéo glandular dos estémagos foram coletados e pesados. Cada
segmento foi transferido para uma solucdo de Alcian blue 0,1%. O excesso do
corante foi removido pela submersdo das amostras em solucdo de sacarose 0,25 M.
Apods essa etapa, o complexo muco-corante foi extraido mela imersdo em MgCl,
0,5M por 2 horas. O extrato foi misturado com éter dietilico, centrifugado a 1400 g
por 10 minutos, e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 598 nm. A
quantidade do Alcian blue extraido (mg/g de tecido) foi calculada usando a curva
padrao de Alcian blue.

4.16 Avaliacéo da Secrecdo Gastrica

Primeiramente, o piloro foi ligado e o procedimento ocorreu sob efeito
anestésico (cetamina associada a xilazina). Entdo o DIME (7 mg/kg) foi
administrados via intraduodenal. Em outro grupo, foi administrada histamina (5

mg/kg), e outro grupo foi administrado Omeprazol (10 mg/kg) Apos 4 horas, 0s
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animais foram eutanasiados por anestesia profunda por inalagéo, seus estdmagos
foram abertos e o conteudo gastrico foi coletado. O volume final e pH foram
diretamente determinados depois da lavagem da mucosa dos estbmagos com 2 mL
de agua destilada. A acidez total do suco gastrico foi titulada com NaOH 0,01 N,
usando 2% de fenolftaleina como indicador (SHAY et al., 1945).

4.17 Determinacgao dos Niveis de Coladgeno com Picrosirius Red

Amostras de tecido gastrico de até cinco micrometros de espessura foram
colocadas sobre laminas e incubadas durante 1 hora a 80°C, para aderéncia
adequada da seccao de corte. As seccoes foram depois desparafinizadas em xileno
e hidratadas em &gua. Estas amostras foram incubadas em 0,1% de corante
Picrosirius Red durante 1 hora a temperatura ambiente. Sendo entdo seguida de
lavagem com agua destilada, e posteriormente coradas com Hematoxilina. Por fim,
as seccbes foram examinadas utilizando microscopio de luz polarizada
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

4.18 DOSAGENS DE CITOCINAS (TNF-a, IL-6, IL-10)

A producéo de citocinas foi determinada através do conteddo dessas citocinas
na mucosa gastrica. Logo apds 0s animais serem eutanasiados, seccdes dos
estbmagos foram removidos e estocados a -70° C para posterior homogeneizacéo e
coleta do sobrenadante para dosagem de TNF-a, IL-6, IL-10, segundo descrito por
Garabedian e colaboradores (1995). A deteccao das concentracdes dessas citocinas
foi realizada por ensaio imunoenziméatico (ELISA), conforme protocolo de Cunha e
colaboradores (1993), o qual seguiu as etapas; (1) incubacdo com 2 pg/ml de
anticorpo anti-TNF, anti-IL-6 e anti-IL-10 diluidos em tampé&o de bicarbonato (pH 8,2)
— 100 uL/pogo (placa de 96 pocos) por 16-24 horas a 4° C; (2) lavagem da placa (3x)
com PBS-tween 20; (3) bloqueio com albumina bovina 1% diluida em tampéo de
lavagem, 100uL/pocgo por duas horas a temperatura ambiente; (4) lavagem da placa
(3x); (5) incubacédo com curva padréo de TNF-a, IL-6 e IL-10 diluida em tampéao de
lavagem e das amostras a serem dosadas (100uL/pogo por 116 a 24 horas a 4° C);
(6) lavagem da placa (3x); (7) incubagé&o com anticorpo biotinilado diluido 1:1000 em
tampdo de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por uma hora a
temperatura ambiente, (8) lavagem da placa (3x); (9) incubacdo com avidina-

peroxidase (DAKO) diluida 1: 5000 em tampao de lavagem, 100uL/pogo por 15
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minutos a temperatura ambiente; (10) lavagem da placa (3x); (11) incubacdo com o-
fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampéao substrato, 100uL/pogo, cobriu-se a
laca e deixou-se no escuro por 5-20 minutos a temperatura ambiente; (12) a reacao
foi paralisada com 150uL/pogco de H,SO,4 1M; (13) leitura em espectrofotdmetro a
490 nm.

4.19 Anélise Estatistica

Os dados foram descritos como médias = SEM, conforme apropriado. A
andlise estatistica foi determinada através do teste de analise de variancia (ANOVA).
Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos como
média £+ SEM ou pelo valor individual de cada animal, sendo as diferencas
consideradas estatisticamente significativas quando o p<0,05. Utilizara o programa

GraphPad Prism 5.0 para a realizacdo da analise estatistica.
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5. RESULTADOS
5.1 Efeito do DIME em lesfes gastricas induzidas por etanol em camundongos
SWiss

O resultado obtido na curva dose resposta demonstrou que o DIME nas doses
de 0,7 mg/kg (19.88 + 4.44), 2 mg/kg (10.24 £ 6.34), 7 mg/kg (1.78 = 0.74) e 20
mg/kg (2.87 + 1.53) foram capazes de reverter os danos na mucosa gastrica na
lesé@o induzida por etanol em camundongos na analise macroscoépica (Figura 8 de A-
G) e microscopica (Figura 9 de A-J). A andlise microscopica revelou que o etanol
aumentou edema, perda de células epiteliais, infiltracdo de células inflamatorias e
causou severos danos hemorragico. Por outro lado, o pré-tratamento com DIME
diminuiu significativamente a infiltracdo de células inflamatdrias, a formacédo de
edema, a perda de células epiteliais e a formacdo de uUlceras hemorragicas
induzidas pelo o etanol (Figura 9 de A-J). Assim, a andlise de ambas as descobertas
macroscopica e microscopica revelou uma excelente correlacdo, o que confirma a
eficacia do composto. Insere-se que a dose de 7 mg/kg proporcionou uma melhor
protecdo contra as lesbes gastricas induzidas por etanol (porcentual de inibicdo de
94%),dessa forma, esta dose foi escolhida para o estudo dos possiveis mecanismos
de acao envolvidos nos efeitos gastroprotetores mediados pelo o DIME.
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Figura 8: Aceturato de Diminazendo reduz as lesBes gastricas induzidas por etanol. Os
camundongos foram pré-tratados, via oral, com doses de DIME e ap6s 30 minutos foi administrado
etanol 50% (0,5ml/25g). Em A, controle negativo (salina); Em B, controle positivo (etanol); Em C, dose
de 0,7 mg/kg (19.88+4.44, 36% de inibicdo); Em D, dose de 2 mg/kg (10.24+6.34, 67% de inibi¢&o);
Em E, dose de 7 mg/kg (1.78+0.74, 94 % de inibicdo); Em F, dose de 20 mg/kg (2.87+1.53, 90% de
inibicdo); Em G, representacdo grafica dos valores obtidos na analise macroscépica das les6es
géastricas induzidas por etanol. Todas as doses de DIME reverteram os danos provocados pelo o
etanol na mucosa gastrica quando comparado ao grupo controle positivo, no entanto a dose de 7
mg/kg foi considerada a melhor dose. Os dados sé@o apresentados como média + SEM com n = 5-7
animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls,
Diferencas significativas: * P< 0,01, ** P<0,001, *** P<0,0001 quando comparado ao grupo lesivo
(etanol); * P< 0,0001 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 9: Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos swiss (ampliacdo, 100x e 400x,
primeira e segunda linha respectivamente) e resultados quantitativos (scores) da analise
microscopica. Em A e D, grupo controle (salina); Em B e E, grupo de animais que foi administrado
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etanol 50% (0,5ml/25g), notar a formag&o acentuada de edema, juntamente com uma grande perda
de células epiteliais e uma intensa hemorragia (setas); Em C e F, animais pré-tratados com DIME
(7mg/kg), notar o efeito protetor na mucosa gastrica com preservacdo das células epiteliais e
praticamente auséncia de hemorragia. Os painéis G, H, | e J, representam os resultados quantitativos
(scores) da analise microscépica nas lesdes induzidas pelo o etanol. Os dados apresentados séo
medianas com pontuacdo minima e maxima indicadas entre parénteses. Em G, o etanol causou
elevada hemorragia na mucosa, sendo entdo revertida de forma significativa quando os animais
foram pré-tratados com DIME. Em H, o etanol proporcionou o aumento do edema na mucosa
gastrica, no entanto quando os animais foram pré-tratados com DIME o edema diminuiu de forma
significativa. Em |, o etanol provocou uma elevada perda de células epitelias, porém quando os
animais foram pré-tratados com DIME essa perda celular diminuiu de forma significativa. Em J, o
etanol aumentou o infiltrado de células inflamatérias, entretanto quando aos animais receberam o pré-
tratamento com DIME, essa infiltragdo de células pro-inflamatorias reduziu de forma significativa. Foi
utilizado o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para as comparacfes
multiplas da avaliacdo histologica. * P<0,05 quando comparado com o grupo controle (salina), *
P<0,05 quando comparado com o grupo do lesivo (etanol).

5.2 Papel da via ECA Il Ang (1-7)/ Receptor MAS sobre o efeito gastroprotetor

do DIME em lesdes induzidas por etanol

Para a avaliacdo do papel da via ECA llI/Ang (1-7)/MAS na protecdo gastrica
em lesbes induzidas por etanol, foi utilizado o antagonista seletivo para o receptor
MAS, o A-779. O grupo que foi administrado somente etanol apresentou elevados
danos a mucosa gastrica (19.71 = 3.08); o grupo que foi pré-tratado com DIME
(7mg/kg) reverteu de forma significativa as lesdes gastricas induzidas pelo o etanol
(1.05 + 0.34); no entanto o grupo que foi pré-tratado com o A-779 e depois
administrado DIME, reverteu o efeito gastroprotetor do DIME (12.26 = 2.84); néo
houve diferenca estatistica quando comparado o grupo que recebeu somente A-779
com o grupo pré-tratado somente com o DIME (8.78 = 2.18); O grupo que foi pré-

tratado com omeprazol reverteu as lesées induzidas pelo o etanol (2.48 + 0.83).
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Figura 10: DIME reduz as les®es gastricas induzidas por etanol pela via ECA I/ Ang (1-7)/MAS. Os
grupos de animais que receberam a administragdo do antagonista seletivo do receptor MAS, o A-779,
reverteram o efeito gastroprotetor do DIME. O grupo que recebeu omeprazol (droga padréo) reverteu
as lesbes induzidas pelo o etanol. Os dados sdo apresentados como média + SEM com n = 5-7
animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls,
Diferencas significativas: *** P<0,0005 quando comparado ao grupo lesivo (etanol); * P<0,05 quando
comparado ao grupo que foi pré-tratado com DIME (Sem o antagonista).

5.3 Avaliagdo Antioxidante

A determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos na mucosa gastrica de
camundongos mostrou que a administracdo de etanol diminuiu de forma significativa
o nivel gastrico de glutationa reduzida (GSH) quando comparado com 0 grupo
controle negativo (salina) (P<0,0005). Porém, o pré-tratamento dos animais com
DIME, manteve os niveis de GSH semelhantes aos normais quando comparado ao
grupo controle negativo (salina). No entanto, quando foi administrado o antagonista
seletivo para o receptor MAS (A-779), os niveis de GSH diminuiram de forma
significativa (P<0,005). Quando foi administrado omeprazol, droga padrdo, 0os niveis

de GSH se mantiveram proximo aos niveis normais (P<0,0005) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do DIME em niveis de glutationa reduzida (GSH) em camundongos swiss com lesédo
gastrica induzida por etanol. Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com
DIME (7mg/kg), ou com A-779 (5mg/kg) que foi administrado via i.p, meia hora antes do pré-
tratamento com DIME. Apds 1 h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). Os resultados
sdo expressos como a média + SEM de 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Newman-Keuls. Diferencas significativas: * P<0,0005 quando comparado ao.
grupo controle positivo (etanol); * P<0,005 quando comparado ao grupo pré-tratado somente com
DIME.

Na figura 12 pode-se observar que a administracdao de etanol 50% provocou
um aumento nos niveis de MDA na mucosa gastrica quando comparado ao grupo
controle negativo (salina), indicando que ocorreu peroxidacdo de lipidios por
espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas pelo o etanol (P<0,005). Porém,
quando os animais foram pré-tratados com DIME (7mg/kg) ocorreu uma reducao
significativa dos niveis de MDA quando comparado ao grupo que recebeu somente
etanol 50% (P<0,005). Por outro lado, quando foi administrado A-779 (5mg/kg), os
niveis de MDA se elevaram quando comparado ao grupo que soO foi pré-tratado
somente com DIME (P<0,0005), comprovando um amento significativo da
peroxidacao lipidica. Quando utilizou omeprazol como pré-tratamento dos animais,

0s niveis de MDA ficaram semelhantes aos niveis do grupo lesivo (etanol).
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Figura 12: Efeito do DIME em niveis de malondialdeido (MDA) em camundongos swiss com lesdo
géstrica induzida por etanol. Os animais foram pré-tratados por via oral com salina (controle), com
DIME (7mg/kg), ou com A-779 (5mg/kg) que foi administrado via i.p, meia hora antes do pré-
tratamento com DIME. Apds 1 h, foi administrado por via oral etanol 50% (0,5ml/25g). Os resultados
sdo expressos como a média + SEM de 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Newman-Keuls. Diferencas significativas: * P<0,005 quando comparado ao.
grupo controle positivo (etanol); # P<0,0005 quando comparado ao grupo pré-tratado somente com
DIME.

5.4 Efeito do DIME em lesdes gastricas induzidas por acido acético em
camundongos swiss

Nas lesdes induzidas por acido acético 40%, os resultados foram: O grupo
que nao foi administrado acido acético (grupo controle) ndo apresentou ulceracdes;
No entanto, o grupo que foi administrado acido acético e nao teve tratamento, a area
de ulceracdo foi bem evidente (31.94 * 4.95) com pouca ou ausente area de
cicatrizacdo; O grupo que foi tratado com DIME (7mg/Kg) a area de cicatrizacao da
Ulcera gastrica foi bem mais acentuada quando comparado ao grupo lesivo (acido
acético) (11.54 £ 1.96). Poréem quando foi administrado o A-779 nos animais esse
efeito cicatrizante do DIME foi revertido (89,51 + 2.27). O grupo que foi tratado
somente com A-779 também apresentou uma area de cicatrizagdo minima (41,93 +
14,17). O grupo que foi tratado com omeprazol obteve uma area de cicatrizagdo bem

significativa quando comparado ao grupo lesivo (16,16 + 2,86). Esses resultados
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demonstram a eficacia do DIME como agente cicatrizante em lesbes cronicas
induzidas por acido acético (Figura 13 de A-G).
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Figura 13: Efeito do DIME em les8es gastricas induzidas por acido acético em camundongos swiss,
papel da via ECA 1lI/Ang(1-7)/MAS. No painel A, tem-se o0 grupo controle (salina) que néo recebeu a
administragdo de acido acético. No painel B, tem-se o controle positivo (acido acético), no qual
apresentou uma Ulcera severa, com pouca presenga de regeneragdo e cicatrizacdo tecidual. No
painel C, tem-se o grupo que foi tratado com DIME, no qual teve uma evidente regeneracdo e
cicatrizacdo da area lesada pelo o acido acético. No painel D, tem-se 0 grupo com o antagonista
seletivo para o receptor MAS (A-779), no qual reverteu o efeito gastroprotetor do DIME, apresentando
uma Ulcera gastrica acentuada. No painel E, tem-se o grupo que foi administrado somente o A-779,
no qual apresentou pouca de cicatrizagdo da Ulcera gastrica. No painel F, tem-se o grupo que foi
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tratado com a droga padrdo (omeprazol), no qual apresentou efeitos cicatrizantes quando comparado
0 grupo lesivo (acido acético). O grupo de animais que recebeu a administracdo do antagonista A-
779 reverteu o efeito gastroprotetor do DIME. Os dados séo apresentados como média + SEM, com
n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls,
Diferencas significativas: * P<0,0005 quando comparado ao grupo lesivo (acido acético); * P<0,0005
quando comparado ao grupo que foi tratado com DIME (Sem o antagonista).

5.5 Andlise da Area de Regeneracdo e Reepitelizacdo nas Lesdes Gastricas

Induzidas por Acido Acético em Camundongos swiss

Quando se analisou a area de regeneracdo e reepitelizacdo do DIME nas
lesbes géstricas induzidas por &cido acético 40%, pode-se observar que o grupo que
recebeu somente o0 4cido acético apresentou, na andlise histologica, uma pequena
area de regeneracao e reepitelizacdo (78.93 + 16.65), ou seja, obteve um efeito
cicatrizante minimo. Isto foi comprovado tanto na analise da area da serosa, como a
parte da mucosa. No entanto, quando os animais foram tratados com DIME, a area
da leséo diminui de forma significativa, o efeito cicatrizante foi elevado quando
comparado ao grupo lesivo (156.08 + 25.32), apresentando um raio de cura de
aproximadamente 98%. Além disso, é possivel observar que tanto na area da serosa
como na parte da mucosa que o DIME promoveu uma significativa regeneracéo e
cicatrizagdo. Quando os animais foram tratados com o0 antagonista seletivo do
receptor MAS, esse efeito cicatrizante do DIME foi revertido (65.24 + 10.73). Os
animais tratados com omeprazol tiveram uma elevada area de regeneracédo (142.16

+ 10.23), com um raio de cura de aproximadamente 80% (Figura 14, Tabela 1).
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Lado da Serosa

Lado da Mucosa

Figura 14: Analise histopatologica das lesdes induzidas por acido acético.
* Area de reorganizacio e reepitelizacdo na borda da les&o (100x). Barra de escala = 50 pm.

* Area de desorganizacao glandular, com dlcera na superficie da mucosa e infiltrado neutrofilico (100x).

Tabela 1: Analise Histopatolégica das lesbes géastricas induzidas por &cido acético.

Andlise Histolbgica
Tratamentos Area de Regeneracéo Raio de Cicatrizacéo
(um) (%)
Acido Acético (AA) 78.93 + 16.65 —
AA + DIME 156.08 + 25.32* 97.74
AA + A-779 +DIME 65.24 + 10.73" —
AA + Omeprazol 142.16 £ 10.23% 80.10

O DIME apresentou significativa area de regeneragao e raio de cicatrizagdo na leséo induzida pelo o
acido acético quando comprado ao grupo lesivo. No entanto, o grupo que foi administrado o A-779,
esse efeito gastropotetor foi revertido, quando comparado ao grupo que foi tratado somente com o
DIME. No grupo que foi tratado com omeprazol a area de regeneracdo e o raio de cura foram
significativamente expressivos quando comparado ao grupo lesivo. Os dados sdo apresentados como
meédia + SEM, com n = 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguida
pelo teste de Dunnett. Diferencas significativas: * P<0,0005 quando comparado ao grupo lesivo (acido
acético); * P<0,0005 guando comparado ao grupo que foi tratado com DIME (Sem o antagonista).
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5.6 Determinacéao dos niveis de Colageno

Os resultados obtidos para a determinacdo de Colageno em lesdes gastricas
por &cido acético demonstraram que: 0 grupo controle negativo apresenta, logo
abaixo da lamina basal, uma vasta camada de colageno Tipo | (caracterizado pela
coloracdo avermelhada); no entanto, quando foi administrado somente acido acético
nos animais, a determinacao dos niveis de colageno reduziu de forma significativa.
Nos grupos que foram tratados com DIME os niveis de coldgeno Tipo | se elevaram
quando comparado ao grupo lesivo (acido acético); os animais que foram tratados
com o antagonista A-779 diminuiram de forma significativa os niveis de colageno
Tipo |, quando comparado ao grupo tratado com DIME, e, além disso, apresentaram

uma elevacdo dos niveis de colageno Tipo Il (caracterizado pela a cor verde), um

tipo de colageno imaturo que possui fibras menos rigidas que as do colageno Tipo |
(Figura 15).

Figura 15: O DIME elevou os niveis de colageno Tipo | em lesGes géstricas induzidas por acido acético. Na
primeira linha tém-se as amostras visualizadas em luz natural e a segunda linha tém-se as amostras
analisadas em luz polarizada. O grupo salina (controle negativo) esta representado os painéis A e B, notar a
presenca de uma vasta camada de colageno Tipo | (seta inteira); O grupo lesivo (controle positivo) esta
representando nos painéis C e D; em E e F os animais que foram tratado com DIME, notar a reposi¢cao dos
niveis de colageno Tipo | (seta corrida); em G e F tém-se o grupo que foi administrado o antagonista A-779,
notar uma menor determinacéo dos niveis de colageno Tipo | e uma elevada presenca de colageno do Tipo Il
(seta pontilhada).
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5.7 Avaliacédo da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Os resultados obtidos na atividade de mieloperoxidase (MPO) foram: O grupo
lesivo (acido acético) aumentou a infiltracdo neutrofilica, e, por consequéncia disso,
0s niveis de MPO foram mais elevados quando comparado ao grupo controle
negativo (30,92 * 4,84); No entanto, quando os animais foram tratados com DIME os
niveis de MPO reduziram de forma significativa (2,33 = 1,72); os animais que foram
tratados com o antagonista A-779, esse efeito do DIME foi revertido, e os niveis de
MPO se apresentaram de forma elevada (12,82 + 2,96); assim como o grupo que foi
tratado somente com o A-779 (14,91 £ 2,50). O grupo que foi tratado com omeprazol
reduziram de forma significativa os niveis de MPO quando comparado ao grupo
lesivo (1,87 + 0.65) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do DIME no ensaio de atividade de Mieloperoxidase (MPO) em lesdes gastricas
induzidas por acido acético em camundongos swiss. Os animais foram tratados a partir do 2° dia até
0 7° dia apos a lesdo. Os grupos foram tratados com: Salina; DIME (7mg/Kg), A-779 (5mg/Kg) +
DIME (7mg/Kg); A-779 (5mg/Kg); e OMP (10mg//Kg). O antagonista A-779 foi administrado (via i.p.)
30 minutos antes dos tratamentos. O grupo controle ndo recebeu a administragdo de acido acético e
foi tratado somente com salina. Os resultados sdo expressos como a média £+ SEM de 5-7 animais
por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Newman-Keuls. Diferencas
significativas: * P <0,0005 quando comparado ao grupo controle positivo (etanol); * P<0,05 quando
comparado ao grupo tratado somente com DIME.
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5.8 Dosagens de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-10)

Os resultados obtidos nas dosagens de citocinas inflamatérias demonstraram
que o grupo que foi induzido a leséo gastrica com &cido acético apresentaram niveis
significativamente elevados de citocinas pro-inflamatorias, tanto TNF- a (1911.0 +
314.4) como a IL- 6 (14.8 + 3.1), quando comparados ao grupo salina (851.4 *
68.02; 6.3 + 1.6, respectivamente); no entanto, os niveis de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria, diminuiram de forma significativa no grupo controle positivo (94.5 +
19.3), quando comparado ao grupo salina (226.8 + 33.6). Os animais que foram
tratados com DIME apresentaram uma diminuicdo significativa nas citocinas pro-
inflamatorias TNF- a e IL-6 (971.5 + 47.97; 7.2 + 0.5, respectivamente), quando
comparado ao grupo lesivo; O DIME ndo apresentou diferenca estatistica nos niveis
de IL-10 quando comparado ao grupo controle positivo (94.5 = 19.3). No grupo que
foi tratado com omeprazol os niveis de citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6
também reduziram de forma significativa (869.4+84.94; 6.1 + 2.1, respectivamente),
quando comparados ao grupo lesivo; no entanto, os niveis de IL-10 n&o
apresentaram diferenca estatistica do grupo controle positivo (114.7 + 36.4) (Tabela
2).

Tabela 2: Dosagens de citocinas inflamatérias

Analise de citocinas inflamatérias
Tratamentos

TNF-a IL-6 IL-10
Salina 851.4 + 68.02 6.3+1.6 226.8 + 33.6
Acido Acético (AA) | 1911.0+314.4° 14.8 £ 3.1* 94.5 £ 19.3*

4 # 95.8+9.2
DIME + AA 971.5 + 47.97 7.2+05

OMP + AA 869.4+84.94" 6.1+2.1" 114.7 + 36.4

Resultados expressos com média + SEM. Diferencas estatisticas: * quando comparado ao grupo
salina; ¥ quando comparado ao grupo controle positivo (acido acético). Utilizou-se ANOVA seguida do
teste Newman-Keuls.
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5.9 Avaliacdo dos niveis do peptideo Ang(1-7) em modelos de lesdo gastrica

em camundongos swiss

Foram analisados os niveis do peptideo ativo Ang(1-7) nas lesfes induzidas
tanto pelo etanol (lesdo aguda) como nas lesfes induzidas pelo o acido acético
(leséo cronica). Os resultados estdo expressos na figura 17 (A e B). Na figura 16 (A)
0s resultados demonstraram que o etanol elevou os niveis de Ang(1-7) quando
comparado ao grupo controle (salina) (P<0,05). No entanto, quando os animais
foram pré-tratados com DIME (7mg/Kg), os niveis de Ang(1-7) se elevaram ainda
mais quando comparado ao grupo lesivo (etanol) (P<0,0005). Na figura 16 (B) os
resultados demonstram que os niveis de Ang(1-7) nao tiveram diferenca estatistica
do grupo salina. Porém no tratamento com o DIME os niveis se elevaram de forma

consideravel quando comparado ao grupo lesivo (acido acético) (P<0,0005).
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Figura 17: Avaliacdo dos niveis do peptideo Ang(1-7) em modelos de lesdo géastrica em
camundongos swiss. No painel A, os animais foram pré-trados com salina, ou com DIME (7mg/Kg).
Uma hora depois foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g). O grupo controle recebeu somente salina.
O grupo lesivo (etanol) elevou os niveis de Ang(1-7) quando comparado ao grupo salina. No entanto,
0 grupo que foi pré-tratado com DIME elevaram de forma significativa os niveis de Ang(1-7) quando
comparado ao grupo etanol. No painel B, os animais foram submetidos a lesdo géastrica pela a
administragdo de acido acético 40% (100uL/1min), os tratamentos foram realizados a partir do 2° ao
7° dia apo6s a inducdo da lesdo. Os animais foram tratados com salina, ou com DIME. O grupo
controle recebeu somente salina. O grupo lesivo (acido acético) nao elevou os niveis de Ang(1-7) nao
apresentando significancia estatistica quando comparado ao grupo salina. No entanto, 0s grupos
tratados com DIME elevaram de forma significativa os niveis de Ang(1-7). Os resultados sao
expressos como a média + SEM de 5-7 animais por grupo. Os resultados foram analisados por
ANOVA seguido por Newman-Keuls. Diferengas significativas: * P <0,05 quando comparado ao grupo
controle negativo (salina);  P<0,0005 quando comparado ao grupo lesivo (etanol ou acido acético).
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6. Imunohistoquimica para o0 Receptor MAS na mucosa gastrica de
camundongos swiss

Na figura 18 pode-se observar que nos animais que foram tratados somente
com salina houve imunomarcacdo para o0 receptor MAS na parte da mucosa,
especialmente nas células epiteliais (seta, painel A). No entanto, quando os animais
foram tratados com acido acético 40%, a marcacdo para o Receptor MAS foi bem
menor quando comparado ao grupo salina (painel B). Diferentemente dos animais

qgue foram tratados com DIME, que apresentaram imunomarcacao para o Receptor

MAS na mucosa gastrica (seta, painel C).

Figura 18: Imunohistoquimica para o Receptor MAS na mucosa gastrica de camundongos swiss.
Imunomarcacao para o Receptor MAS no estdmago dos animais tratados somente com salina (painel A); ou
tratado com acido acético 40% (painel B); ou tratado com DIME (painel C). As setas estao indicando

marcacao na parte da mucosa gastrica. (Aumento de 400x).
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6.1 Avaliacdo dos Niveis de Muco Gastrico

Os niveis de muco gastrico também foram avaliados no referido trabalho
(Figura 19). Os resultados observados foram: o grupo lesivo (etanol) diminuiu de
forma significativa os niveis de muco quando comparado ao grupo controle (salina)
(27,96 = 4,17); No entanto, quando os animais foram tratados com DIME (7mg/Kg),
0s niveis de muco se elevaram de forma significativa quando comparado ao grupo
lesivo (58,97 + 3,35); Porém quando os animais foram tratados com o antagonista A-
779, os niveis de muco diminuiram de forma significativa quando comparado ao
grupo que foi tratado somente com o DIME (40,04 + 4,19).
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento com DIME na gastroprotecao por avaliagdo dos niveis de muco
nas lesdes gastricas induzidas por etanol 50%.0s animais foram pré-tratados por via oral com salina
ou DIME (7 mg/Kg), depois de uma hora foi administrado etanol. Para a avaliacdo do papel da via
ECA 1lI/Ang(1-7)/MAS, foi administrado via i.p. 0 antagonista A-779 (5mg/Kg) no grupo A-779 + DIME.
O grupo controle foi administrado apenas solucéo salina. Os resultados sdo expressos como a média
+ SEM com 5-7 animais por grupo. Diferencas estatisticas: * P<0,005 quando comparado com o
grupo lesivo (acido acético); * P<0,05 quando comparado com o grupo que foi tratado somente com o
DIME. Foi utilizado os testes de ANOVA seguido de Newman-Keuls.
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6.2 Avaliacdo da Secrecdo Géstrica

Na tabela 3 observa-se o tratamento com DIME (7mg/Kg) em camundongos
apos 4 horas de ligadura do piloro. O pH géstrico, o volume géstrico e a acidez total
nao alteraram quando comparados ao grupo controle negativo (salina) Quando os
animais foram pré-tratados com omeprazol, o pH gastrico, o volume gastrico e a
acidez total também ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparado ao
grupo controle negativo.

Tabela 3: Avaliacdo da secrecao gastrica em camundongos Swiss.

Grupo Experimental pH Volume Total de acidez
N=6 mEq[H")/1/4h
(N=6) (L) (MEq[H"V1/4h)
Salina 5.60+0.24 0.01 £ 0.003 145.0 + 22.17
DIME 5.33+£0.33* 0.01 £ 0.001* 118.0 £ 14.28
OMP 5.66 £ 0.21* 0.01 £ 0.001* 160.0 + 14.14

Tabela 3: Resultados expressos com média + SEM. Utilizou-se ANOVA seguida do teste Newman-
Keuls.



67

7. DISCUSSAO

O Aceturato de Diminazeno (Ci4H15N7..C4H7NO3) € uma diamidina aromética
que foi desenvolvida hd mais de seis décadas e tem sido comercializada até hoje
para o controle da tripanossomiase. Nos Ultimos anos, no entanto, este composto
tripanossomicida tem sido extensivamente estudado no que diz respeito ao seu
potencial terapéutico e, consequentemente, tem atraido muito interesse para o
desenvolvimento de novas pesquisas (OLIVEIRA; FREITAS, 2015). Dessa forma,
despertou-se o interesse em trabalhar com tal composto em modelos de lesdes
gastricas, tanto na forma de pré-tratamento, como na forma de tratamento
promovendo reepitelizacdo e regeneracao tecidual. O presente estudo € pioneiro na

utilizacdo do Aceturato de Diminazeno na protecao gastrica.

Para a avaliacdo de uma possivel gastroprotecdo por DIME, utilizou-se
primeiramente um modelo experimental que utiliza etanol 50% para promover
Ulceras gastricas. O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol € um dos
principais modelos de lesdo gastrica em pesquisas. Tal modelo pode provocar
lesGes por solubilizagdo do muco protetor e desta forma a mucosa acaba perdendo
uma das suas principais barreiras de defesa contra agentes lesivos, ficando por
consequéncia indefesa a acéo hidrolitica e proteolitica do acido cloridrico e da
pepsina, respectivamente. Além disso, o contato direto do etanol na mucosa gastrica
leva a0 aumento da secrecdo acida, bem com a alteracdo do fluxo sanguineo
gastrico, modificando a rede vascular local com rompimento de vasos sanguineos
gue irrigam essa mucosa (lesdo hemorragica, caracteristica desse modelo) (OATES;
HAKKINEN, 1988). O etanol pode promover a deplecdo de grupos sulfidrilas, além
de promover a peroxidacdo lipidica com elevacdo excessiva dos niveis de
malondialdeido (JORDAO JUNIOR et al, 2009).

Os resultados obtidos no referido estudo, confirmam que a administracao de
etanol 50% induz uma severa lesdo gastrica hemorragica. E bem explanado na
literatura que a administracdo de etanol em elevadas concentracbes causam
extensas lesbes na mucosa gastrica, envolvendo, principalmente, hemorragias e
destruicdo tecidual (BHANDARE et al, 1990). Além disso, o etanol é capaz de
induzir distirbios na microcirculagcdo, isquemia, liberagdo de endotelina,

degranulacdo de mastocitos, inibicdo de prostaglandinas e diminuicdo da camada de
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muco gastrico (SAMONINA et al, 2004). Fisiopatologicamente, as Ulceras géastricas
oriundas da administracdo do etanol sdo mediadas ou moduladas por diversos
fatores tais como: a cicloxigenase; lipoxigenase; citocinas; tromboxanos; e espécies
reativas de oxigénio (MEDEIROS, 2009; TARNAWISKI, 1998).

Na analise macroscopica, nosso trabalho demonstrou que o etanol 50%
promoveu ulceragdes. No entanto, os grupos que foram administrados DIME, por via
oral, reverteram de forma significativa as lesdes gastricas. Tal feito foi observado em
todas as doses, poréem a dose de 7mg/kg foi escolhida como melhor dose por ter
apresentado melhores resultados em uma menor concentragéo (Figura 7).

Na analise microscopica (Figura 8), o presente trabalho demonstrou que o
etanol 50% provocou hemorragia, edema e perda de células epiteliais. Esses
resultados corroboram com os descritos por outros autores que mostram que 0
etanol provoca, histologicamente, hemorragias subepiteliais na mucosa gastrica e
que esses efeitos sdo geralmente atribuidos diretamente a sua acdo tdxica ou
indiretamente causados por mediadores como COX, citocinas, ROS e outras
moléculas de sinalizacdo provocando inflamacdo, morte celular ou reducado
consideravel do fluxo sanguineo gastrico (LEE et al, 2005). Outros fatores sdo
associados aos danos provocados pelo o etanol na mucosa gastrica como a
ativacdo de NF-kB que sao eventos criticos responsaveis pela hemorragia e edema
nas células musculares lisas e endoteliais (MEDEIROS, 2009; ALTURA
GEBREWOLD, 2002; JONSSON; PALMBLAD, 2001). Diferentemente do trabalho de
Medeiros (2009) que demonstrou que na lesdo por etanol ndo envolve a migracao
neutrofilica, o presente estudo apresentou migracdo de células inflamatérias para a
mucosa gastrica corroborando com o que foi demonstrado por Lee e colaboradores
(2005) e Lieber (1997), onde eles mencionaram que a administracdo de etanol
aumenta a resposta inflamatéria juntamente com a infiltracdo de células
inflamatérias para a mucosa gastrica. Os grupos que foram tratados com DIME
foram capazes de reverter todos os escores histolégicos avaliados, demonstrando
gue esse composto minimiza os agravos oriundos do etanol na mucosa gastrica. Tal
feito se da pela a diminuicdo de pontos hemorragicos, bem como a diminui¢do da na
formacdo do edema e infiltracdo neutrofilica, e, aléem disso, € responsavel também
por atenuar a perde de células epiteliais, garantindo assim uma consideravel

melhora histologica. Ko e colaboradores (1997) afirmam que a protecdo histologica
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e a protecdo da integridade vascular sdo uns dos principais critérios de
gastroprotecéo.

O proéximo passo do trabalho foi avaliar a participacdo do peptideo ativo Ang
(1-7) lingando-se ao receptor MAS, e vendo se esta ligacdo estaria relacionada a
gastroprotecao promovida pelo o DIME. Pesquisas recentes tém demonstrado que o
DIME é um ativador da Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECAII), que é
responsavel por promover a conversao da Angiotentisa Il em Angiotensina (1-7), que
por sua vez ira se ligar a um receptor acoplado a proteina G, o receptor MAS
(FERREIRA; BADER; SANTOS, 2012). Tal via ativada pelo DIME, ECAII/Ang(1-
7)/IReceptor MAS, ja foi descrita na literatura com alguns resultados positivos em
determinadas atividades bioldgicas, tais como: hipertensdo pulmonar (SHENOY et
al, 2013); infarto agudo do miocardio (QI et al, 2013); uveites (QIU et al, 2014);
acidente vascular encefalico isquémico (MECCA et al, 2011); hiperglicemia
(COUTINHO et al, 2014); disfuncéo erétil (SILVA et al, 2015); desordem metabdlica
(MACEDO et al, 2015); e aneurisma da aorta abdominal (THATCHER et al, 2014). O
efeito benéfico promovido pelo o DIME em boa parte desses estudos foi revertido
qguando utilizado o antagonista seletivo para o receptor MAS, o A-779. O presente
estudo demonstrou que a protecdo garantida pelo o DIME no modelo de lesao
gastrica por etanol 50%, foi revertido de forma significativa quando administrado A-
779 nos animais, demonstrando com esse resultado que a protecao garantida pelo o
DIME se da pela a ligacéo do peptideo Ang (1-7) ao receptor MAS (Figura 9).

As espécies reativas de oxigénio coexistem em equilibrio com moléculas
antioxidantes nas células. O aumento dos niveis intracelulares de ROS, a diminuicdo
das defesas antioxidantes, ou ambos € denominado estresse oxidativo. O estresse
oxidativo pode ser impedido por defesas antioxidantes enzimaticas e quimicas. As
enzimas que promovem a primeira linha de defesa contra superéxido e peroxido de
hidrogénio sdo a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e as glutationas
(MAYER, 2007). Dessa forma, os grupos sulfidrilas foram também avaliados no
presente estudo, em especial o0 mais importante destes, a glutationa reduzida (GSH),
tentando demonstrar que o DIME possui efeito gastroprotetor relacionado a
diminuicdo do estado redox na gastropatia induzida pelo etanol (Figura 10). Sabe-se
que o etanol é responsavel por promover a deplecdo de grupos sulfidrilas, que sé&o
de fundamental importancia para eliminar as espécies reativas de oxigénio do

organismo. No estudo em questdo, a administracdo de etanol 50% diminuiu
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consideravelmente o nivel géastrico de glutationa reduzida, provavelmente devido a
deplecédo destes pelos radicais livres. Quando foi administrado DIME nos animais, a
deplecdo de GSH foi diminuida, e os valores ficaram semelhantes ao grupo controle
negativo, préximos a normalidade. Portanto, pode-se inferir que, em partes, a
gastroprotecdo promovida pela a administracdo de DIME se d& pela preservagéo
dos niveis de GSH. E descrito na literatura que o GSH é um tripeptideo (y - L- Glu-
L- Cys- Gly) com alta capacidade doadora de elétrons (alto potencial redox negativo)
devido ao grupamento tiol (-SH) na porcédo cisteina, combinada com uma alta
concentragdo intracelular, resultando em um alto poder redutor. Estas caracteristicas
justificam sua potente atividade antioxidante e sua propriedade de cofator
enzimatico, importantes para regulacdo da atividade celular (HADDAD; HARB,
2005). Além disso, o0 GSH é necessario para a conversao da prostaglandina H, em
prostaglandina E, e D, (LU et al, 2000).

Além da analise de GSH, outro marcador relacionado a ac¢do oxidativa no
organismo foi avaliado, o malondialdeido (MDA). Os resultados obtidos no estudo
em questdo demonstrou que os niveis de MDA, produto da peroxidacéo lipidica,
elevou-se de forma consideravel nos grupos que foram administrados somente
etanol 50%. No entanto, quando os animais foram pré-tratados com DIME, a
peroxidagdo lipidica diminuiu com consequente diminuicdo na concentracdo de
MDA, tal efeito foi abolido quando utilizado o antagonista seletivo para o receptor
MAS, A-779. Sabe-se que, os produtos da peroxidacéao lipidica, como por exemplo,
o MDA, podem ser utilizados como indicadores da agcdo dos radicais livres no
organismo (RIO et al, 2005). Com isso, 0 mecanismo pelo o qual o DIME exerce seu
efeito gastroprotetor parece envolver a reducéo da peroxidacéo lipidica induzida pela
a administracao de etanol.

Para avaliar o potencial cicatrizante do tratamento DIME, foi realizado o teste
cronico de lesdo gastrica por acido acético. A administracdo de &cido acético 40%
na superficie da serosa de estdbmagos de roedores resulta em Ulceras muito
semelhantes as observadas em humanos em termos de localiza¢do, severidade e
cronicidade, bem como no que diz respeito ao processo de cicatrizacdo (OKABE;
PFEIFFER, 1972). Além disso, a ulcera gastrica induzida pelo acido acético envolve
alteracdes nos niveis de prostaglandinas, fatores de crescimento, Oxido nitrico,
citocinas e na quantidade de muco (KOBAYASHI et al.,, 2001). Os resultados do

presente estudo demonstraram que o tratamento dos animais por sete dias com
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DIME reduziu significativamente a Ulcera géastrica induzida por acido acético quando
comparado ao grupo controle positivo e ao grupo que recebeu o antagonista A-779
(Figura 12). A andlise histologica também confirmou a acdo gastroprotetora causada
pelo o DIME, sendo observada significante regeneracdo da mucosa gastrica,
reepitelizacdo e uma area consideravel de cicatrizagdo (Figura 13, Tabela 1). A
cicatrizacdo € um processo complicado que envolve a migracdo de células
inflamatorias, a sintese de tecido de granulacédo, a deposicdo de colageno e de
proteoglicanos e a maturacao esta associada com remodelacéo extensa (LOURDES
et al, 2010).

Para comprovar a capacidade regenerativa tecidual promovida pelo o DIME
foi realizada a determinacdo dos niveis de colageno na mucosa gastrica de
camundongos swiss. O coldgeno é a proteina mais abundante do tecido em fase de
cicatrizacdo (HEALING, 2007). As vérias diferencas na sua composi¢cdo quimica
determinam as suas funcdes bioldgicas. Foram descritas até o presente 19
isoformas (tipos) de colageno, codificadas por um unico gene. Os tipos de fibras
colagenas do tecido conjuntivo sdo helicoidais, com sequéncia tripeptidica repetitiva
composta de glicina-X-Y, sendo X representada pela prolina e Y pela hidroxiprolina.
A rica presenca de glicina e prolina sdo necessarias para que uma molécula madura
de colageno (Coladgeno Tipo I) assuma a estrutura de tripla hélice. O colageno
desempenha um papel fundamental na manutencédo da integridade estrutural e a
funcdo do tecido (OBREGON; OLIVARES, 2012). A degradacdo do colageno se
inicia precocemente e é muito ativa durante o processo inflamatorio. A sua digestédo
ocorre em ambiente extracelular e € mediada por colagenases especificas. A
atividade das colagenases € controlada por citocinas liberadas principalmente por
células inflamatérias, endoteliais, fibroblastos e queratindcitos. A formacdo da matriz
extracelular é, pois, resultante de um balanco entre a deposi¢cdo (sintese) e
degradacdo de colageno (HEALING, 2007). O resultado obtido no presente estudo
demonstrou que o grupo controle negativo apresentou uma grande deposi¢do de
colageno tipo I, também denominado de coldgeno maduro (Figura 14). J& o grupo
controle positivo teve uma perda significativa na deposicdo de colageno,
demonstrando uma auséncia de regeneracdo e reorganizacao epitelial. Porém, o
grupo tratado com DIME, reverteu o efeito promovido pela a lesdo com acido acético
40%, demonstrando uma deposi¢do consideravel de colageno Tipo I. O grupo que

foi administrado o antagonista apresentou deposicdo de colageno, no entanto a
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analise com auxilio da luz polarizada demonstrou a presenca de fibras colagenas
esverdeadas caracteristicas de coldgeno tipo Ill, ou também denominado de
colageno imaturo. Esse resultado demonstra que o DIME promoveu a deposicéo e
amadurecimento das fibras de colageno, vale ressaltar que o colageno do tipo Il
possui pouca rigidez e pouca sustentabilidade, por isso é necessario sua maturagéo
e transformac@o em coldgeno tipo |. Esse resultado corrobora com o demonstrado
por Junqueira e colaboradores (1982), onde eles mencionam que um tecido normal
é formado por cerca de 90% colageno tipo | e 10% colageno tipo Ill, mas quando
lesado, o tipo Ill € predominante na fase de granulacdo e sofrem remodelagem com
o tempo, sendo substituidos ao longo do processo de reparo tecidual pelas fibras do
tipo 1.

A atividade de mieloperoxidase (MPO), além da dosagem de citocinas
inflamatérias (TNF-a, IL- 6 e IL-10) foram realizadas no presente trabalho para
avaliar a capacidade anti-inflamatéria do DIME nas lesdes géstricas por acido
acético 40% (Figura 15, Tabela 2, respectivamente). A mieloperoxidase é uma
enzima presente predominantemente nos neutrofilos e tem sido utilizado como
marcador quantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios. Além
disto, os neutrofilos também séo indicativos de destruicdo tecidual. Os resultados
obtidos demonstraram que o DIME diminuiu significativamente a atividade de
mieloperoxidase na mucosa gastrica. Esse dado corrobora com o resultado obtido
nas dosagens de citocinas pré-inflamatérias onde o DIME diminuiu
significativamente os niveis de TNF-a e IL-6. Tais resultados demonstram que o
DIME, pode, em partes promover gastroprotecao por acdes anti-inflamatoérias no
local da leséo. Os niveis de IL-10n&o diferiram do grupo controle negativo.

Os niveis do peptideo ativo Ang(1-7) foram analisados nos dois modelos de
lesdo gastrica (Figura 16). Os resultados obtidos demonstraram que os niveis de
Ang (1-7) se elevaram de forma significativa no grupo controle positivo, quando
comparado ao grupo salina. Esse resultado demonstra a tentativa do organismo em
tentar recuperar a area lesada, buscando a homeostase. Como se trata de uma
lesdo aguda, os niveis de Ang (1-7) se elevaram tentando minimizar os efeitos
provocados pela leséo ulcerativa. No entanto, quando se analisou os niveis de Ang
(1-7) no modelo crénico por acido acético, esse resultado foi diferente. Os niveis de
Ang (1-7) ndo se elevaram no grupo controle negativo, demonstrando que o

organismo nao conseguiu manter por muito tempo os niveis desse peptideo elevado,
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ou entdo por conta dessa cronicidade a sua producéo acabou sendo prejudicada.
Vale a pena ressaltar ainda que os niveis de Ang (1-7) se elevaram de forma
significativa nos grupos tratados com DIME em ambos os modelos de leséo.

Alguns parametros da fisiologia gastrica foram analisados, como a deposicao
de muco na mucosa gastrica e o volume de secrecdo gastrica (Figura 18, Tabela 3,
respectivamente). Os resultados demonstraram o grupo que foi administrado etanol
diminuiu consideravelmente os niveis de muco na mucosa gastrica. No entanto,
quando os animais receberam DIME o0s niveis de muco se elevaram
consideravelmente quando comparados ao controle positivo. A barreira mucoide
gastrica desempenha um papel importante no mecanismo de defesa contra Ulcera
gastrica, pois forma um muco continuo semelhante a um gel, essa superficie
mucoide mantém um pH em torno de 6-7, protegendo a mucosa do meio acido (pH
1-2) (ZAKARIA et al, 2014). A qualidade e quantidade da secrecdo do muco gastrico
sdo os critérios mais importantes para a determinacdo do estado dessa barreira
mucolitica na defesa das injarias promovidas por acido e acdo da pepsina
(RACHCHH & JAIN, 2008). Dessa forma, o DIME pode estar promovendo protecao
géastrica também por proteger e manter a camada de muco. O DIME ndo apresentou

nenhuma alteracdo nos parametros avaliados na secrecéo gastrica.



74

8. CONCLUSAO

Mediante exposto no presente trabalho, o DIME apresentou gastroprotecao
em modelos de lesdo gastrica por etanol e &cido acético. Essa protecdo foi mediada
pela a via ECA Ill/Ang (1-7)/Receptor MAS, no qual o DIME promoveu melhora na
cicatrizacdo e reepitelizacdo da mucosa gastrica, por meio de acdes antioxidantes,
diminuicdo de infiltragdo neutrofilica e diminuicdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, o DIME foi capaz de promover a maturagéo de fibras de
coldgeno Tipo I, melhorando assim a cicatrizagdo da Ulcera gastrica, e mantendo a
integridade da camada de muco aderido a mucosa gastrica. Notou-se que 0s niveis
de Ang (1-7) se elevam na administracdo de DIME e que este peptideo ativo se liga
a um receptor especifico, o receptor MAS. Infere-se ainda que a gastroprotecao
mediada por DIME foi revertida quando administrado o antagonista A-779. Dessa
forma, acredita-se que, futuramente, o DIME possa ser utilizado como um possivel

alvo farmacoldgico no tratamento de Ulceras gastricas.
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