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RESUMO

A Ulcera géstrica é considerada uma das doencas mais prevalentes do século XXI, cerca de
20-60 casos por 100.000 habitantes. Um dos fatores associados a distlrbios do trato
gastrointestinal é o alto consumo de bebidas alcodlicas que induzem um processo inflamatério
resultando em lesdes na mucosa. Os medicamentos mais comuns usados no tratamento das
lesBes gastricas podem estar associados a algumas reacfes adversas, como dores de
cabeca, tonturas e doencas gastrointestinais. Nesse caso, torna-se necessario a realizacao
de estudos que busquem encontrar novas alternativas de tratamento. Os produtos naturais,
durante anos, sdo usados pela medicina popular, na qual os polissacarideos obtidos de
plantas sdo considerados fontes ricas em compostos bioativos, por possuirem caracteristicas
que favorecem alteracdes de suas estruturas. Os polissacarideos, se tornaram alvo de
estudos das modificagcdes quimicas que buscam melhorar suas propriedades fisico-quimicas,
tais como solubilidade, massa molecular, estrutura molecular e ramificacées, sendo a Goma
do Cajueiro (GC) um polissacarideo extraido através do exsudato de Anacardium occidentale
um dos compostos promissores, devido a sua aplicacao biotecnoldgica na formulacdo de
nanoparticulas, possuindo atividades farmacoldgicas com efeitos antimicrobiano, antidiarreico
e anti-inflamatério. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo realizar modificag&o
quimica da GC pelo processo de carboximetilacdo e avaliar atividade protetora da goma do
cajueiro carboximetilada (GCC) em modelo experimental de lesdo gastrica induzida por etanol
50% em camundongos swiss. A atividade gastroprotetora da goma foi avaliada no modelo
experimental de Ulceras gastricas induzidas por etanol 50%. O protocolo experimental foi
aprovado pela CEUA/UFPI, protocolo n° 009/19. Para tanto, foram utilizados camundongos
Swiss machos e fémeas (25-30g), mantidos a 25 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 h, com
acesso livre a agua e racao. Os animais foram mantidos com restricao de alimentos sélidos
18 h antes do experimento, com acesso livre a agua. Os animais foram divididos em 3 grupos
(n=6). Inicialmente os animais foram pré-tratados com GCC na dose de (60mg/kg v.0) e salina
0,9%, 1 hora apés o pré-tratamento foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g v.0). Depois de
1h, foi realizada a eutandsia e posteriormente os estbmagos foram abertos para determinacéo
da area da lesdo (analise macroscopica) e os fragmentos de tecidos foram removidos para
andlise microscopica e andlises de SOD e MDA. No FT-IR da GC apresentou vibra¢des nas
bandas caracteristicas de polissacarideos. O FT-IR da GCC mostraram alongamento das
bandas nas regifes caracteristicas de modificacdo por carboximetilacdo. As lesGes gastricas
foram examinadas macroscopicamente, e procederam-se analises histopatoldgicas. Os
resultados mostraram que o tratamento com a GCC na dose de 60 mg/kg por via oral reduziu
a formacéo de leséo gastrica no modelo experimental, observado tanto em nivel macroscopico
como microscOpico dos animais pré-tratados que mantiveram a integridade tecidual e
preveniu as alteracdes morfoldgicas induzidas por etanol nas células. Tais efeitos protetores
também foram evidenciados pela capacidade das mesmas de atuar elevando os niveis de
SOD. Além de diminuir os niveis de MDA de amostras gastricas de animais pré-tratados com
a GCC submetidos a lesé&o por etanol. Em conjunto, os resultados do presente trabalho trazem
evidéncias de que GCC pode apresentar papel gastroprotetor em camundongos.

Palavras-chave: Polissacarideo, Ulcera Gastrica, Alcool, Carboximetilacéo.



ABSTRACT

Gastric ulcer is considered one of the most prevalent diseases of the 21st century, around 20-
60 cases per 100,000 inhabitants. One of the factors associated with gastrointestinal tract
disorders is the high consumption of alcoholic beverages that induce an inflammatory process
resulting in mucosal damage. The most common medications used to treat gastric lesions may
be associated with some adverse reactions, such as headaches, dizziness and gastrointestinal
illnesses. In this case, it is necessary to carry out studies that seek to find new treatment
alternatives. Natural products have been used for years by folk medicine, in which
polysaccharides obtained from plants are considered rich sources of bioactive compounds, as
they have characteristics that favor changes in their structures. Polysaccharides have become
the target of studies of chemical modifications that seek to improve their physicochemical
properties, such as solubility, molecular weight, molecular structure and ramifications, with
Gum Cajueiro (CG) being a polysaccharide extracted through the exudate of Anacardium
occidentale a of promising compounds, due to its biotechnological application in the
formulation of nanoparticles, having pharmacological activities with antimicrobial, antidiarrheal
and anti-inflammatory effects. Thus, the present work aimed to carry out chemical modification
of CG by the carboxymethylation process and to evaluate the protective activity of
carboxymethylated cashew gum (GCC) in an experimental model of gastric injury induced by
50% ethanol in Swiss mice. The gastroprotective activity of the gum was evaluated in the
experimental model of gastric ulcers induced by 50% ethanol. The experimental protocol was
approved by CEUA/UFPI, protocol n° 009/19. For this purpose, male and female Swiss mice
(25-30q9), kept at 25 + 2°C and 12 h light/dark cycle, with free access to water and feed, were
used. The animals were kept with solid food restriction 18 h before the experiment, with free
access to water. The animals were divided into 3 groups (n=6). Initially the animals were
pretreated with GCC at a dose of (60mg/kg v.0) and 0.9% saline, 1 hour after pretreatment
50% ethanol (0.5ml/25g v.0) was administered. After 1h, euthanasia was performed and then
the stomachs were opened to determine the lesion area (macroscopic analysis) and tissue
fragments were removed for microscopic analysis and SOD and MDA analysis. In the FT-IR
of the CG it presented vibrations in the characteristic bands of polysaccharides. The FT-IR of
the GCC showed elongation of the bands in the characteristic regions of modification by
carboxymethylation. Gastric lesions were examined macroscopically, and histopathological
analyzes were performed. The results showed that treatment with GCC at a dose of 60 mg/kg
orally reduced the formation of gastric lesions in the experimental model, observed both at the
macroscopic and microscopic levels of pre-treated animals, which maintained tissue integrity
and prevented alterations morphological changes induced by ethanol in cells. Such protective
effects were also evidenced by their ability to act by raising SOD levels. In addition to
decreasing the MDA levels of gastric samples from animals pretreated with GCC submitted to
ethanol injury. Together, the results of the present work provide evidence that GCC may have
a gastroprotective role in mice.

Keywords: Polysaccharide, Gastric Ulcer, Alcohol, Carboxymethylation.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera gastrica (UG) é considerada uma das doencas mais prevalentes do século
XXI, cerca de 20-60 casos por 100.000 habitantes, sendo esta responsavel por 10% da
mortalidade em todo o mundo. Um dos fatores associados a estes disturbios do trato
gastrointestinal € o alto consumo de bebidas alcodlicas, que quando nao tratada, levam a
complicacdes sérias (WHO, 2018a; FAHMY et al., 2020).

Atualmente as opcOes terapéuticas da UG incluem antagonistas do receptor H2 da
histamina, inibidores da bomba de prétons e antiacidos (TONETO; MOCELIN; ITAQUI, 2011).
No entanto, o uso desses farmacos como agentes terapéuticos podem estar associados a
efeitos colaterais graves como hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia e
alteracdes hematopoiéticas (PALLE; KANAKALATHA; KAVITHA, 2018; AL-SAYED et al.,
2020).

A falta de farmacos eficazes e seguros para este problema de satde mundial exige
rapidez em novas formas terapéuticas, que possuam seguranca e atividade contra a doenca
(KWON et al., 2019). Os produtos naturais tém sido alvo de pesquisas para a producao de
medicamentos derivados de plantas, arvores ou folhas, sendo considerada a principal fonte
para descobertas de novas terapias (KINGHORN et al., 2011).

A goma do cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo &cido ramificado de baixa
viscosidade extraido da arvore da Anacardium occidentale. Alguns estudos demonstraram
atividades biolégicas desempenhadas pela GC, dentre elas destacam-se o seu efeito anti-
inflamatério (DA SILVA et al., 2018), antimicrobiano (TORQUATO et al., 2004), antidiarreico
(ARAUJO et al., 2015), assim como, efeitos gastroprotetores (CARVALHO et al., 2015).

Alguns métodos de modificagdo quimica dos polissacarideos como a carboximetilagcéo
buscam favorecer as propriedades fisicas e quimicas, auxiliando no aumento de solubilidade
em agua, aumento da interacdo com o alvo no organismo, e consequentemente melhora seus
efeitos bioldgicos pela inser¢do de novos grupos funcionais. (MOCANU et al, 2014;
DOURADO, 2019). As vantagens dessas reacdes incluem a facilidade de processamento,
menor custo e a ndo toxicidade dos produtos (MELO et al., 2020).

Diante desse contexto, o objetivo desse estudo busca realizar modificagcdo quimica
pelo processo de carboximetilacdo visando a producdo de um polieletrélito, buscando
melhorar a atividade da goma natural e avaliar a atividade gastroprotetora da Goma do
cajueiro carboximetilada (GCC) em modelo experimental de lesdo gastrica induzida por

etanol.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOLOGIA E ANATOMIA DO ESTOMAGO

O trato gastrintestinal (TGI) trata-se de um tubo composto pela cavidade oral, faringe,
esbfago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso, reto, anus e glandulas secretoras
anexas, sendo este responsavel pela digestdo e absor¢édo dos nutrientes funcionando, como
uma barreira seletiva de protecdo entre o meio externo e o interno (SCHNEIDER, 2014;
ESTRELA, 2016). Seu revestimento compreende as camadas da mucosa (epitélio, lamina
propria e muscular da mucosa), submucosa, muscular externa (musculo circular e
longitudinal), plexos nervosos e serosa (FERREIRA, 2005).

A motilidade, secrecéo, digestdo, absorcdo e excrecdo Sao 0s principais processos
fisiologicos realizados pelo TGIl. O estdmago apresenta-se na forma de uma bolsa e esté
compreendido entre o esbfago e o intestino delgado. O alimento ao ser deglutido se deposita
temporariamente em seu interior (SCHUBERT; PEURA, 2008). Anatomicamente, o estbmago
€ subdividido em regides: a cardia que contém glandulas secretoras de muco; regiao oxintica
localizada no corpo do estdbmago e suas glandulas contém células parietais e células
principais; e regido antro-pilérica que contém células G, secretoras de gastrina e células D,
secretoras de somatostatina (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002).

Figura 1: Anatomia do estbmago

Fundo

Piloro

-

Fonte: KANG et al., 2013.
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O estbmago secreta 0 suco gastrico, que contém HCI, pepsinogénio, muco, fator
intrinseco, gastrina, lipase, bicarbonato, histamina e somatostatina. E constituido por
secrecdes proveniente das células da superficie epitelial e glandulas gastricas, formadas
principalmente de H + que converte pepsinogénio (secretado pelas células P) em pepsina e
impede a entrada de bactérias e patdgenos (LIMA et al., 2016). Para prote¢cdo da mucosa
gastrica contra esse ambiente acido e péptico, o estbmago secreta muco e bicarbonato.
Sendo o bicarbonato retido no muco, protegendo a superficie do estdbmago contra os efeitos
do H+ e das pepsinas (ALMEIDA, 2013).

O muco aderido a mucosa gastrica € constituido por glicoproteinas denominada
mucina, sendo esta camada insoluvel em agua dando protecdo ao epitélio contra &cido,
pepsina e outros agentes necrozantes, como alcool e AINES, contribuindo na recuperacao da
injaria géastrica (BIGHETTI; ANTONIO; DE CARVALHO; 2012; SCHUBERT, 2014). A mucosa
gastrica esta continuamente exposta a fatores e substancias nocivas. Para manté-la intacta,
existem muitos mediadores e substancias que ajudam a reduzir os danos gastricos, para que

néo se desenvolvam em les6es causadoras de Ulceras. (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA ULCERA GASTRICA

A fisiopatologia da uUlcera gastrica (UG) é multifatorial e ainda néo foi totalmente
esclarecida. Trata-se de uma doenga cronica causada pela inflamagdo da membrana na
mucosa gastrointestinal e os sintomas incluem dor epigastrica, queimacdo e desconforto
(FANG et al., 2019). Essas lesbes podem variar de acordo com a intensidade e profundidade,
em casos graves levam a complicacdes como hemorragia e perfuracdo (OLIVEIRA et al.,
2019).

De acordo com Caldas e colaboradores (2011), as Ulceras sédo caracterizadas por
danos na mucosa resultante da acao agressiva da pepsina e secrecao acida gastrica. Para
ser produzida uma Ulcera, é preciso haver perda da barreira, excesso de secre¢cédo de H+ e
de pepsina ou uma combinacgéo desses fatores. Pelo fato de tratar de uma lesdo profunda da
mucosa gastrica, pode atingir e destruir componentes do tecido epitelial e conectivo,
miofibroblastos subepiteliais, células do musculo liso, vasos e nervos (MILANI; CALABRO,
2001).

A UG é representada por um complexo cenério de desequilibrio entre fatores de defesa
da mucosa (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo sanguineo, 6xido nitrico, fatores de
crescimento, etc.) e fatores agressores que sdo 0s agentes quimicos, que podem ser
enddgenos (HCI, pepsina) ou exdgenos (etanol, AINES) e agente bioldgico como a bactéria
Helicobacter pylori (ZHANG; REN; WONG, 2012).
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O processo de ulceracdo é causado por varios mecanismos patogénicos que reduzem
o efeito gastroprotetor sobre a mucosa. Esses fatores afetam a secrecao de acido na mucosa
gastrica. Muitas vezes pode ser dificil determinar a causa etiolégica dessa doenca, jA que
fatores de risco como hereditariedade, fumo, Helicobacter pylori, abuso no consumo de alcool,
dentre outros fatores, podem estar associados e tendem a interagir desencadeando a geracao
de radicais livres, além disso, levam a isquemia da mucosa (THORSEN et al., 2013; PALLE;
KANAKALATHA; KAVITHA, 2018). Em pacientes com cirrose hepéatica, diabetes mellitus tipo
2 e disturbios de saude mental a UG é mais comum e sua ocorréncia a longo prazo aumentam
o risco de céncer de esttmago (RAHMAN; DWIVEDI; JENA, 2020).

2.2.1 Fisiologia do etanol na ulcera gastrica

Uma das principais causas das lesGes gastricas é o desequilibrio entre fatores
defensivos e agressivos, sendo, as Ulceras induzidas pelo etanol provocadas por uma
heterogeneidade de fatores, incluindo reducao do fluxo sanguineo na mucosa, liberacéo de
metabdlitos derivados do acido araquidbnico e histamina, como também dano ao endotélio
capilar (JAISWAL; RAO, 2016).

A fisiopatologia dessa injuria ainda nao esta bem clara, porém acredita-se que o etanol
leva a um dano direto na mucosa, através da liberacdo de mediadores inflamatorios e
elevando os niveis de EROs, citocinas e substancias vasoativas, ocasionando um processo
inflamatdério, com vasoconstricdo e isquemia, que consequentemente resulta em morte
celular, (KRON, 2008; KLEIN-JUNIOR et al., 2017).

O consumo de alcool pode causar congestdo da mucosa géstrica, edema, infiltracdo
de células inflamatoérias, apoptose de células epiteliais e hemorragia, resultando em ulceragéo
da mucosa via sinalizacdo oxidativa e inflamatéria (MOAWAD et al., 2019). Assim como,
aumentar as concentracdes de EROs e consequentemente, o estresse oxidativo, no qual afeta
proteinas, lipideos, polissacarideos, DNA, desencadeando a via intrinseca da apoptose
(RICHTER; PARK; AMES, 1988; RUBBO et al., 1994; LEDOUX et al., 1999; STADTMAN;
LEVINE, 2000; FAHMI et al., 2020).

2.2.2 Epidemiologia da ulcera gastrica

Nas ultimas décadas ha relatos que descrevem uma reducao da prevaléncia da Ulcera
péptica tanto gastrica como duodenal, entretanto ainda permanece como uma das patologias
que prevalece em todo o mundo. As complicacbes geradas pela Ulcera tais como,

sangramento e perfuracéo, sdo causas importantes de morbimortalidade (OLIVEIRA, 2019).
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Analisando por faixa etaria, 0 consumo abusivo de bebidas alcodlicas (ingestdo de
guatro ou mais doses de bebidas alcodlicas para mulheres, ou cinco ou mais doses para
homens) cresce em todos os estados, exceto entre os adultos mais jovens (18 a 24 anos),
onde ha estabilidade de 2006 a 2017. (WHO, 2018a). No que diz respeito ao consumo diario
de alcool no Brasil, a média, em 2016, foi de 41,7 g de alcool puro, o equivalente a cerca de
3 doses por dia. Essa estimativa € aproximadamente 27% superior a média mundial (WHO,
2018Db).

A proporcao dos 6bitos atribuiveis ao alcool em relagdo ao total de ébitos apresenta
discreta variacdo, com tendéncia a reducéo, de 5,83% em 2010 para 5,35% em 2017, sendo
uma das maiores causas desses Obitos as doencas gastrointestinais (BRASIL, 2019). De
acordo com a publicacéo Global Burden of Disease (GBD), o uso de alcool se destacou, em
2016, como o sétimo principal fator de risco para mortes prematuras e incapacitacdo no
mundo todo. Pessoas com idades entre 15 e 49 anos foram as mais expostas. A carga total
de danos a saude atribuiveis aumenta com a progresséao da quantidade de alcool consumida,
sendo que a partir de 10g de alcool por dia j& aumentaria o risco relativo de danos a saude
(GBD, 2016).

Diante dos dados discutidos, o consumo de alcool é um problema de saude publica
afetando a qualidade de vida de muitas pessoas, e aumentando riscos de doencas
gastrointestinais. Portanto, novas pesquisas com o objetivo de reduzir ou prevenir esse tipo

de dano tornam-se relevante.

2.2.2 Tratamento da Ulcera Gastrica

O tratamento da UG visa reestabelecer o equilibrio da mucosa gastrointestinal que foi
rompido, seja pelo aumento de fatores agressores ou pela diminuicdo de fatores defensivos
locais ou por ambos (VIEIRA, 2013). Os medicamentos para o tratamento de Ulcera gastrica
sdo utilizados para a cura e/ou prevencédo de Ulceras recorrentes e alivio dos sintomas. Eles
sao destinados a neutralizar os fatores agressivos ou entdo estimular as defesas da mucosa
(GADEKAR et al., 2010).

Os farmacos utilizados no tratamento da Ulcera sao divididos em: antiacidos, agentes
anticolinérgicos, antagonistas de receptores H2, inibidores da bomba de prétons e antibiéticos
usados para combater o Helicobacter pylori. (GADEKAR et al., 2010). Estudos para o
desenvolvimento de medicamentos no tratamento de Ulceras vém apresentando avancos,
porém, apontam limite em seu uso, devido aos diversos efeitos colaterais e alta taxa de
recorréncia de Ulceras (AIHARA et al., 2003; JAIN et al., 2007).

A utilizacdo de plantas medicinais para a gastroprotecdo foi avaliada em diversos
estudos (ROZZA et al., 2011; CALDAS et al., 2014; BRITO et al., 2018). A busca por produtos
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naturais eficazes, com menor toxicidade e de menor custo se deve ao fato dos farmacos
sintéticos atualmente empregados na terapia muitas vezes agravarem a doenca apos 0 uso
prolongado (GADEKAR et al., 2010).

2.3 PRODUTOS NATURAIS — POLISSACARIDEOS

Os Produtos naturais como os derivados de plantas tém sido utilizados na medicina
popular em todo o mundo para o tratamento de varias doencas e enfermidades como
disfunc@o cognitiva, epilepsia, tosse, lepra, asma, paralisia, gota, reumatismo e disturbios
gastrointestinais, incluindo dispepsia e Ulceras géastricas (PALLE; KANAKALATHA; KAVITHA,
2018). Atualmente os tratamentos ou prevencdes de doencas através do uso de plantas
mostram-se promissores para possiveis descobertas com grande potencial farmacoldgico,
baseando-se em seu menor custo, eficacia, disponibilidade, pouco ou nenhum efeito adverso
e variedade (SHARIFI-RAD et al., 2018).

Dessa forma os produtos naturais destacam-se como uma alternativa promissora para
o desenvolvimento de produtos farmacéuticos, com capacidade de minimizarem lesbes e
causar poucos efeitos colaterais no organismo vivo (LAHLOU, 2013). Uma vez que as plantas
sdo as fontes de mais de 25% dos medicamentos prescritos e de venda livre, a medicina
convencional esta se tornando cada vez mais receptiva ao uso de medicamentos derivados
de plantas e outros produtos naturais (CHINSEMBU, 2016).

Existe grande variedade de substéncias quimicas isoladas de plantas, e extratos
vegetais cujas atividades terapéuticas foram comprovadas em modelos experimentais de
inducdo de ulcera, indicando, portanto, o grande potencial das plantas e de seus principios
ativos na descoberta de terapéuticas para Ulceras pépticas (MOTA et al., 2009).

Os polissacarideos sado considerados polimeros macromoleculares essenciais nas
atividades vitais e desempenha papéis importantes na adesdo celular e reconhecimento
molecular no sistema imunoldgico, composto por mais de 10 monossacarideos através de
ligacdes glicosidicas em cadeias lineares ou ramificadas e podem ser extraidos de plantas,
microrganismos e algas, possuem baixa toxicidade e n&o causam efeitos colaterais
significativos (DWEK et al., 1996; XU et al., 2016; YU et al., 2018).

O interesse pela bioatividade dos polissacarideos, resultam em numerosos estudos
gue buscam sua utilizagdo em tratamento de doencas devido a sua ampla variedade de
atividades farmacol6gicas, como antitumoral e antioxidantes (YU et al., 2018). Seus efeitos
também sdo demonstrados em processos inflamatérios nas respostas imunoldgicas, atuando
na ativacdo ou suprimindo a resposta de células como leucécitos, eosinodfilos e linfocitos,
assim como, apresentam atividade antiulcerogénica e cicatrizante (YE et al., 2003; SRIKANTA
et al., 2007).
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A natureza anibnica desses polissacarideos e sua alta capacidade de ligar-se a
residuos de aminoacidos de mucina, carregados positivamente, atuam de forma benéfica com
efeitos antagonistas e imunitarios sobre o trato gastrointestinal (ABBAS; LICHTMAN, 2005;
SRIKANTA et al.,, 2007). As modificagfes quimicas na estrutura desses polimeros pela
introdugdo de novos grupos funcionais originam moléculas com grande potencial de
aplicacdes biotecnoldgicas, sendo estas, alvo de estudos a fim de obter novas caracteristicas
fisico-quimicas com a caracteriza¢do quimica desses compostos (SILVA et al., 2004; LEUNG
et al., 2006; QUELEMES et al., 2013; DOURADO, 2019).

2.4 GOMA DO CAJUEIRO

A goma do cajueiro é adquirida a partir da planta Anacardium occidentale conhecida
como cajueiro, na qual é considerada de extrema importancia e de valor econémico do
nordeste brasileiro (SILVA, 2007). A partir dos frutos desta arvore sdo obtidos varios
derivados, como por exemplo, refrigerantes, sucos, améndoas, doces e polpas (AGUIAR et
al., 2000; SILVA et al.,, 2018). As células epiteliais da casca do cajueiro produzem e
armazenam de forma natural um exsudato conhecido como goma do cajueiro, sendo este,
liberado em resposta a lesbes mecanicas ou ataques de patégenos, como uma forma de
protecdo (MIRANDA, 2009).

Figura 2: Fotografia mostrando o tronco do cajueiro (Anacardium occidentale).

Fonte: CHAVES, 2020.



20

O exsudado do cajueiro possui uma cor marrom escura e depois de ser secretado pela
planta se torna rigido (SILVA, 2013). E um composto soltvel em agua, mas que precipita em
contato com solventes organicos polares, classificado como um heteropolissacarideo
complexo com estrutura bastante ramificada formada por uma cadeia principal de B-D-
galactose ligada a cadeias laterais de glicose e galactose (PITOMBEIRA et al., 2015). E
composta de aproximadamente 61% de galactose, 14% de arabinose, 8% de glicose, 7% de
ramnose, 5% de &cido glicurdnico, 1% de xilose e 2% de residuos de acucar. (SILVA et al,
2009).

Figura 3: Representagcédo de um fragmento estrutural da goma do cajueiro (GC).

HO OH HO R

OH OH

Fonte: CHAVES, 2020.

A GC possui uma cor amarelada, alta solubilidade em fluidos aquosos originando
solucdes de baixa viscosidade, e é facilmente precipitado com solventes organicos polares,
como etanol, formando substéncias incolores, inodoras, insipidas e atéxicas. (SILVA et al.,
2018) Sua estrutura molecular é composta principalmente de glicose, manose, galactose,
arabinose, ramnose e acido glucurénico (HASNAIN et al., 2018).

As caracteristicas estruturais da GC se assemelham a goma arabica, despertando
interesse em pesquisas que visam substitui-las. Dessa forma, utiliza-la na industria
farmacéutica apresentando-se como uma proposta para o desenvolvimento de produtos, no
tratamento de doengas como a diarreia e agente anti-inflamat6rio, em cosméticos, como
aglutinante de capsulas e comprimidos, na industria alimenticia como estabilizante de sucos,
cervejas e sorvetes (ANDRADE; DE CARVALHO; TAKEITI, 2013). Em comparagdo a goma

arabica, a GC possui alta disponibilidade no Nordeste do Brasil, podendo gerar lucros no
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periodo da entressafra do caju, sendo, portanto, uma proposta economicamente atrativa no
cenario brasileiro, devido ao elevado custo da goma arabica (ARAUJO et al., 2015; BOTREL
et al., 2017).

2.5 CARBOXIMETILACAO DE POLISSACARIDEOS

Atualmente a utilizacdo de polissacarideos em pesquisas cientificas tem crescido
bastante. A modificagdo quimica de gomas é um método utilizado para alterar suas
propriedades originais, dessa forma, melhorar a estrutura dessas moléculas para sua
utilizacdo, com o objetivo de aumentar o desempenho das suas atividades biolégicas, assim
como, minimizar as desvantagens associadas ao seu uso, tais como: taxas descontroladas
de hidratacéo, solubilidade dependente do pH, espessamento, queda de viscosidade sob
armazenamento, e além disso, de possivel contaminacdo microbial (LIANG et al., 2011; RANA
et al., 2011; LIU et al., 2017; WANG et al., 2018).

Dentre os procedimentos de modificagdo, destacam-se acetilacdo a ligacdo cruzada,
a ligacdo covalente com unidades de acucar e unidades proteicas e a carboximetilagéao.
(OLIVEIRA et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2009; KUMAR et al., 2012; KARIMI;
MOHAMMADIFAR, 2014) A carboximetilacdo trata-se de um processo de modificagdo
gquimica, na qual o polissacarideo reage com o acido monocloroacético e 0os grupos alcoois
primario e secundario sao substituidos por grupos carboxilas (SILVA et al., 2004).

A adicdo destes agrupamentos na cadeia polimérica, proporciona um aumento no
caréter hidrofilico das gomas, tornando-a mais sollivel em solu¢des aquosas. Os biopolimeros
hidrofilicos possuem unidades repetidas em sua estrutura, que em contato com qualquer
solvente ionizante forma uma cadeia polimérica eletrolitica. Devido a esse carater, as gomas
carboximetiladas sdo consideradas polieletrélitos complexos (MICHAELS, 1965; SILVA et al.,
2004; LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009; DODI et al., 2011; MEKA et al., 2017).

Apesar de estudos demonstrarem vantagens relacionadas a goma do cajueiro, a sua
utilizagdo pode se limitar devido algumas caracteristicas como, sua baixa viscosidade e pouca
energia de ativacdo de fluxo, caracteristico de um sistema com poucas interagfes intra e
intermoleculares (DE PAULA; RODRIGUES, 1995; RICHTER, 2019). Portanto, a producao de
um composto polieletrolitico pela carboximetilagdo da goma melhora suas atividades,

propriedades possibilitando novos grupos reacionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar modificacdo quimica da goma do cajueiro pelo processo de carboximetilacao,
como também fazer ensaios in vivo, para avaliar possivel atividade gastroprotetora da goma
do cajueiro carboximetilada em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos Swiss.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar caracteristicas fisico-quimicas;

¢ Realizar FTIR das gomas natural e carboximetilada;

¢ Realizar modelo de leséo gastrica induzida por etanol a 50%;

¢ Avaliar os efeitos macroscépicos da goma carboximetilada na lesao gastrica induzida
por etanol em camundongos;

e Analisar as altera¢fes histopatologicas ap0s a leséo ocasionada por etanol a 50%;

e Avaliar a atividade protetora da goma em dosagem da enzima antioxidante Superéxido
dismutase (SOD);

e Verificar o efeito protetor da goma do cajueiro carboximetilada na mucosa gastrica,
utilizando marcadores do estresse oxidativo através da concentracdo de Malondialdeido
(MDA).
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4 METODOLOGIA

4.1 DROGAS E REAGENTES

As amostras brutas do polissacarideo foram obtidas pelo Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC da Universidade Federal do Delta do Parnaiba,
Parnaiba-Pl. O etanol utilizado foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e os outros
compostos quimicos usados foram de grau analitico, e adquiridos por fornecedores
comerciais padrao. Quando necessario para diluiges, foi utilizado solu¢cdo em salina (0,9%).

4.2 OBTENCAO DA GOMA DO CAJUEIRO

O exsudato da goma foi adquirido a partir do tronco da arvore do cajueiro (Anacardium
occidentale) proveniente do municipio de llha Grande do Piaui localizado na Planicie

Litoranea Piauiense.

4.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA GOMA

O processo de isolamento e purificacdo da goma foi realizado seguindo a metodologia
de Rodrigues, De Paula e Costa (1993). Com esse processo o rendimento foi de 87% da
goma do cajueiro. A goma purificada, foi doada pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade
e Biotecnologia (BIOTEC).

4.4 MODIFICACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS
DA GOMA DO CAJUEIRO

O procedimento de modificacdo quimica por carboximetilacdo dos polissacarideos foi
realizado de acordo com o protocolo proposto por Silva et al. (2004), com alteragbes. Foram
adicionados 5 ml de 4gua nas gomas purificadas (5g) até se formar uma pasta homogénea.
Logo apos, foi adicionado uma solucdo de NaOH 10 M (volume de 11 ml) e essa combinacédo
foi pressionada por 10 min. Em seguida, acido monocloroacético (AMC) (5,25 g) foi
cuidadosamente misturado com a pasta formada. A mistura foi conservada a temperatura
aguecida de 55 °C, durante 3 horas. O conjunto foi neutralizado com HCI 1 M e dialisado
contra agua destilada até que todos os reagentes restantes ou sal adicionado fossem
eliminados (4-5 dias). Os compostos sélidos carboximetilados foram recuperados pelo
processo de liofilizagdo. A razdo molar de goma/NaOH /AMC utilizada foi de 1:4:2 e os

derivados obtido foi denominado GCC.
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4.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

Para observar os grupos funcionais presentes na GC isoladas e ap6s a modificacdo
GCC, foi realizada a analise por meio da espectroscopia ho infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) (SHIMADZU IRAffinity-1S) (modelo 8300) entre 400 e 4000 cm- , usando
a técnica de reflexao total atenuada (ATR).

4.5 ANIMAIS E CONSIDERAGOES ETICAS

Para a execucdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (machos e
fémeas), com peso entre 25-30g, adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal do
Piaui (UFPI). Os procedimentos foram realizados como especificado pelo Guia de Cuidado e
Uso com Animais de Laboratério (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Os
animais foram acondicionados em caixas com xilana, com temperatura média de 25 + 2°C e
luminosidade controlada em ciclos de claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e ragao
padréo ad libitum. Os grupos experimentais apresentaram um ndmero entre 5 e 8 animais.

Todos os principios e normas internacionalmente aceitas para o uso de animais em
projetos de pesquisa, como também as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal) foram respeitadas e seguidas. Todos os procedimentos estiveram
de acordo com a Lei Federal 11.794 de outubro de 2008, ditada pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, com numero de protocolo
009/19.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GOMA CARBOXIMETILADA NA LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR ETANOL EM CAMUNDONGOS

Para a investigacdo de um possivel efeito protetor da goma carboximetiladas na
mucosa gastrica, foi realizado o protocolo seguindo Medeiros (2009a) e Pinto (2019) com
modificacBes. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=5-7) GCC (60mg/kg), salina
(controle saudavel) e etanol 50% (controle lesado), todos os grupos receberam administracéo

por via oral (v.0).

47 MODELO DE LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL E ANALISE
MACROSCOPICA
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Os animais do grupo GCC foram pré-tratados com dose de 60 mg/kg por v.o de goma
do cajueiro carboximetilada. Os grupos salina e etanol receberam solucdo salina para
sofrerem 0 mesmo estresse. Apds 1 hora do pré-tratamento, o dano gastrico foi induzido pela
administracdo de etanol a 50% (Sigma-Aldrich/ St. Louis, MO, EUA) em um volume de 0,5
ml/25g (v.0), e o grupo salina recebeu apenas salina, na propor¢cdo de 0,5ml/25g (v.0). Os
animais foram eutanasiados 1 hora ap6s a inducéo da leséo por etanol. Em seguida, foi feita
uma incisdo abdominal para retirada do estébmago, na qual foi cuidadosamente lavado e
aberto ao longo da curvatura maior, depois estirado em um suporte para ser fotografado com
camera digital para a analise macroscopica (MEDEIROS et al, 2008). No que diz respeito a
area das lesdes hemorragicas, foi analisada por meio do software Image J. Além disso,
amostras foram retiradas de tecido do corpo do estbmago e fixadas em formol 10% para
andlises histolégicas, e o restante de tecido foi congelado para analises posteriores. A figura
abaixo representa o delineamento do protocolo experimental (Figura 4).

Figura 4: Representagéo esquematica — Protocolo Lesao Géstrica induzida por etanol a 50%.
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4.8 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA

Para a avaliacdo histopatoldgica, amostras da mucosa gastrica de camundongos foi
fixada em uma solucdo de formalina 10%, onde permaneceu por 18 horas. Logo apés, as
amostras foram transferidas para uma solucao de etanol 70%. Para comecar o processo de
analise histologica, as amostras foram seccionadas e embebidas em parafina. Com auxilio de
um micrétomo, foram cortadas sec¢fes de 4 micrometros de espessura, logo depois foram
retiradas da parafina e colocadas numa lamina e coradas com hematoxilina-eosina e
examinadas com ajuda de um microscoépio Optico de forma cega. Em resumo, a severidade
da lesé@o géstrica foi avaliada seguindo os critérios descritos por Laine e Weinstein (1988):
perda de células epiteliais (escores de 0 a 3), edema na superficie da mucosa (escores de 0
a 4), danos hemorragicos (escores de 0 a 4) e infiltracdo de células inflamatérias (escores de
0 a 3), sendo 14 o escore maximo.

4.9 AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO COM GCC NOS NIVEIS DE SUPEROXIDO
DISMUTASE (SOD) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50%

A atividade de SOD foi avaliada seguindo o proposto por Sun, Oberley e Li (1988). A
partir de amostras do tecido do estbmago foi feito um homogenato a 10%, que em seguida foi
centrifugado a 3000 rpm, por 15 minutos com temperatura de 4°C. Logo apds, foi retirado
100uL do sobrenadante e colocado em outro tubo, e adicionado 1110 pL de tampéao fosfato,
descontando o que ja foi adicionado desse tampao no homogenato, 40 yL de Triton X-100
(1% vl/v), 75 pL de L-metionina (20mM), 100 uL de EDTA (50 uM) e 75 pL de cloreto de
hidroxilamina (10 mM). Apds adicionados todos os reagentes, os tubos foram colocados em
banho-maria na temperatura de 37°C durante 5 minutos. Depois de um periodo necessario,
com pouca luz, foi adicionado 80 pL de riboflavina (50 yM) e todos os tubos foram colocados
em uma caixa adequada com luz branca no tempo de 10 minutos. Logo apds, ainda sob pouca
luz, 100 pyL da solugdo preparada foi adicionada a pocos da placa para Ensaio de
Imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA), com adicdo de 100 pyL do reagente de Griess.
Apo6s 10 minutos, em temperatura ambiente, foi realizada a leitura em leitor de Elisa (550nm).
No que diz respeito a dosagem de proteinas totais foi usado um kit do LABTEST. Com o valor
da dosagem de proteinas totais foi calculado o valor de Unidade de SOD (ug) / ug de proteinas

totais.

4.10 AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO COM GCC NOS NiVEIS DE MALONDIALDEIDO
(MDA) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50%
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Para avaliacdo da injuria tecidual apés os tratamentos, a metodologia foi realizada de
acordo com Uchiyama e Mihara (1978). De forma sucinta, as amostras da regido glandular do
estbmago foram homogeneizadas em KCI a 1,15%, e aliquotas de 250 pl do homogenato
foram colocadas em tubos contendo 1,5 mL de H3PO4 a 1% e 500 pl de uma solugdo de
acido Tiobarbitarico 0,6%. Os tubos foram agitados e a solucéo foi aquecida em banho-maria
a 100°C por 45 min. Apos o tempo necessario realizou-se um chogue térmico com a utilizacao
de &gua gelada e cubos de gelo, depois do resfriamento foram adicionados 2 mL de n-butanol,
os contetdos foram misturados por 1 minuto com a utilizacdo de um vortex e em seguida as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm. Nesta andlise, a absorbancia do
sobrenadante foi mensurada em 520 e 530 nm. E com relagdo as concentragdes de MDA,

foram expressas como nmol/g de tecido, de acordo com uma curva padrao.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Para realizar as andlises da significancia estatistica da diferenca entre os grupos foi
utilizado o teste pela analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguido pelo pOs-teste de
Student-Newman-Keuls. Os resultados foram tabelados como média * erro padrdo da média
(E.P.M), sendo as diferencas consideradas significativas quando p<0,05. Para avaliacdo da
analise histoldgica, foi usado o teste ndo para métrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-
teste de Dunn para comparacdes multiplas, onde diferencas consideradas significativas
guando p<0,05. As diferencas consideradas significativas quando p<0,05. As analises

estatisticas foram realizadas a partir do programa GraphPad Prism, software versédo 7.
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5 RESULTADOS
5.1 MODIFICACAO QUIMICA DA GOMA DO CAJUEIRO

Apés isoladas e purificadas, foram realizadas as analises de FTIR da goma do cajueiro
natural e da goma do cajueiro apés as modificacdes estruturais. E possivel observar as
diferencas em relacdo aos espectros da goma apo6s a modificacdo na figura 3, que exibe o
espectro de FTIR da GC e GCC. A caracterizagéo da GC se da pela vibracao de alongamento
de C-H na banda de 1649 cm - !, com picos em 1150, 1080 e 1030 cm " pelas vibragées de
alongamento de C-O-C de ligagbes glicosidicas com flexdo de O-H de alcoois (SILVA et al.,
2009). O resultado dos espectros de infravermelho apresentou bandas de absorcéo
caracteristicas de polissacarideos entre 4000 cm ! e 700 cm™*. A presenca de bandas na
regido de 1602 cm ! nos espectros (GCC) na figura 3, esta relacionada a vibracdo de COO -
do carboxilato; 1420 cm ! (GC) referente a vibragcdo da adi¢édo de carboxil e hidroxila (C-H) e
1248 cm ! (GC) corresponde modo de alongamento de C-O-C presentes nas unidades
glicosidicas (ARARUNA, 2020). Observa-se um aumento consideravel na intensidade dessas

bandas apos o processo de carboximetilagcdo relacionadas a introducdo de novos grupos
carboxilicos.

Figura 5: Espectros FTIR correspondente a goma do cajueiro (GC) e goma do cajueiro
carboximetilada (GCC).
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Legenda: Estudos das mudancas estruturais ocasionadas na goma do cajueiro em decorréncia do
processo de carboximetilacdo. Espectros de FTIR da modificacdo por carboximetilacdo da goma do

cajueiro (GCC) apresentando bandas de modificagdo em 1602 cm-?; 1420 cm; 1248 cm™.
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5.2 AVALIACAO MACROSCOPICA DO EFEITO GASTROPROTETOR DA GCC NA LESAO
GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL EM CAMUNDONGOS SWISS.

Na figura 4 observa-se os efeitos macroscopicos com a utlizacdo da goma
carboximetiladas na lesdo gastrica induzida por etanol. E a figura 5 mostra o grafico da analise
macroscépica da mucosa gastrica. Na figura 4A é possivel observar que os animais que
receberam somente etanol 50% (0,5 mL / 25 g v.0), tiveram grandes lesdes hemorragicas na
mucosa (23,91 + 3,05 mm?), quando comparadas ao grupo tratados apenas com salina
(Figura 4B) que ndo apresentaram lesdes na mucosa gastrica. Ainda na figura 4C observa-
se que o pré-tratamento com a GCC (na dose de 60mg/kg v.0) 1 hora antes da inducdo da
lesdo, reduziram de forma significativa as lesées provocadas pelo etanol na mucosa gastrica
quando comparado ao grupo etanol (P <0,0001). Considerando que o grupo que recebeu o
pré-tratamento com as GCC reduziu de forma significativa a area das lesées em 87,11%,
quando comparado ao grupo etanol.

Figura 6: Efeitos Macroscépicos da mucosa gastrica de camundongos swiss submetidos a

lesBes gastricas induzidas por etanol e pré-tratados com GCC.

Legenda: Imagens macroscopicas da lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos Swiss. (A)
Grupo salina (controle saudavel); (B) Grupo etanol (controle lesado); (C) camundongos pré-tratados
com goma do cajueiro carboximetilada (GCC), seguido da administracdo de etanol 50%. As setas

indicam as les6es hemorragicas na mucosa do estémago.
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Figura 7: Avaliacdo macroscopica do envolvimento da GCC na lesao gastrica induzida por

etanol em camundongos swiss.
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Legenda: A GCC reduziu as lesdes gastricas induzidas por etanol. Os camundongos foram pré-
tratados, via oral, com dose de 60mg/kg de GCC e apds 1 hora foi administrado etanol 50% (0,5ml/25g).
(SAL) Grupo salina, controle saudavel. (SAL) Grupo etanol 50% controle lesado. (GCC) Grupo pré-
tratado com goma do cajueiro carboximetilada na dose de 60mg/kg seguido de etanol 50%. Os dados
sdo apresentados como média £ SEM com n=5 animais por grupo. YP<0.0001 quando comparado
com o grupo saudavel; (***) P<0.0001 quando comparado com o grupo etanol. A andlise de variancia

e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a avalia¢éo.

5.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDONGOS
PRE-TRATADOS COM GCC E/OU ETANOL EM CAMUNDONGOS SWISS.

Os resultados da analise histopatol6gica da mucosa gastrica estdo demonstrados na
Tabela 1 e na Figura 6. Foi possivel observar que o grupo lesado, tratado apenas com etanol
(Figura 6A), demonstrou lesdes graves caracterizadas por hemorragia, perda de células
epiteliais, edema e infiltrado de células inflamatérias. Demonstrando diferengca macroscopica
e microscopica em relacdo aos animais dos grupos pré-tratado com GCC 60mg/kg (figura
6C), que inibiu significativamente estes efeitos danosos do etanol na mucosa gastrica (p<
0,05), em relacao aos parametros: danos hemorragicos, edema, e perda de células epiteliais

evidenciando uma reducéo das lesdes promovidas pelo etanol, demonstrando caracteristicas
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semelhantes ao grupo saudavel. Assim, o somatoério dos escores dos parametros

histopatologicos avaliados estdo representados na tabela 1, onde verifica-se que a GCC

diminuiu de forma estatisticamente significativa (p<0,05), os efeitos do etanol sobre os

parametros: danos hemorragicos (escores de 0-4), nos demais parametros, tais como, edema

(escores de 0-4), perda de células epiteliais (escores de 0-3) e infiltrado inflamatério (escores

de 0-3) ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre os grupos GCC e etanol.

Tabela 1: Escores histopatolégicos na lesdo aguda induzida por etanol.

Escore SAL ETH GCC
Dano hemorragico (0-4) 0 3(3-4)" 2 (0-2)*
Edema (0-4) 0 3,5(3-4)" 1,5 (1-2)
Perda celular (0-3) 0 2 (2-3)¥ 1(1-3)
Infiltrado inflamatério (0-3) 0 1(1-1)% 1(0-1)
Total (0-14) 0 9,5(9-12)¥ 5,5 (2-8)*

Os resultados sé@o apresentados como mediana, com valores minimos e maximos mostrados entre

parénteses. Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. ¥p<0,05 quando comparado com o grupo salina;

*P<0.05 guando comparado com o grupo lesado (etanol). Abreviagdes: GCC: Goma do cajueiro

carboximetilada.
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Figura 8: Alteragdes histopatolégicas na mucosa do estdbmago na lesdo géastrica induzida

por etanol em camundongos.

Legenda:(A-E) Fotomicrografia da mucosa gastrica de camundongos. Na primeira e segunda linha com
aumento de 10x e na terceira linha aumento de 40x. (A) Grupo salina — evidenciando a integridade da
mucosa, sem lesdo. (B e C) Grupo etanol 50% (0,5 ml/25g), (D e E) Grupo GCC 60mg/kg (v.0). Perda
de células epiteliais (#), hemorragia (seta) e edema (*). Foram utilizados testes ndo paramétricos

Kruskal- Wallis, seguido do teste de Dunn.
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5.4 AVALIACAO DO EFEITO DA GCC SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO
DISMUTASE (SOD) NO MODELO DE LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

A analise da atividade da SOD quantificada e analisada (uSOD/mg de proteina p <
0,05). a utilizacdo de etanol a 50% levou a uma diminui¢éo significativa desses niveis quando
comparado ao grupo salina (9,13 £ 0,52 uSOD / mg de proteina). No entanto, a utilizacao de
GCC (11,18 £ 0,94 uSOD / mg de proteina) levou a um aumento significativo (p<0,05) dos
niveis de superdxido dismutase na mucosa gastrica quando comparado com O grupo

lesionado (6,45 + 0,70 uSOD / mg de proteina) como demonstrado na figura 7.

Figura 9: Avaliagcéo do efeito da GCC sobre os niveis SOD na mucosa gastrica lesionada por

etanol em camundongos swiss.
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Legenda: Atividade da superéxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica apés pré-tratamento com GCC
60mg/kg (v.0) com consequente indugéo da lesdo com administracdo de etanol a 50%. Os resultados
estdo expressos pela média + erro padrdao da média de pelo menos 5 animais por grupo. (***) P < 0,05
quando comparado ao grupo tratado com etanol; (W) P< 0,05 quando comparado ao grupo tratado com
salina nas analises de SOD. Os resultados foram analisados por one-way ANOVA seguido por

Newman— Keuls. Abreviaturas: SAL: salina; GCC: goma do cajueiro carboximetilada.
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5.5 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MALONDIALDEIDO (MDA) NO EFEITO
GASTROPROTETOR DA GCC NO MODELO DE LESAO GASTRICA INDUZIDA POR
ETANOL 50%.

As andlises da concentracdo de MDA na mucosa gastrica demonstraram que a
administracdo de etanol 50% (341,9 + 30,53 nmol / g) apresentaram niveis aumentados
(p<0,05) desse marcador quando comparado ao grupo salina (saudavel) (234,5 + 29,82 nmol
/ g), demonstrando com isso, uma intensa peroxidacao lipidica por espécies reativas de
oxigénio (ROS), produzidas pelo o etanol. Entretanto, nos estdmagos dos animais pré-
tratados com GCC (60mg/kg) (227,0 + 14,06 nmol / g) houve diminuig&o significativa desses
niveis quando comparado com o grupo que recebeu apenas etanol 50% (Figura 8).

Figura 10: Determinacédo dos niveis de malondialdeido (MDA) em camundongos swiss pré-
tratados com GCC na leséo gastrica induzida por etanol.
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Legenda: Os resultados de MDA foram expressos pela média + erro padrdo da média de pelo menos
5 animais por grupo. (**) P< 0,05 quando comparado ao grupo tratado apenas com etanol; (¥) P< 0.05
quando comparado ao grupo tratado com salina. Para a andlise estatistica os resultados foram
analisados por one-way ANOVA seguido por Newman—Keuls. Abreviacdes: SAL: salina, GCC: goma

do cajueiro carboximetilada.



35

6 DISCUSSAO

A utilizacdo dos polissacarideos naturais e seus derivados é crescente devido
sua viabilidade para aplicacdo em produtos industriais quimicos (AVACHAT; DASH,;
SHROTRIYA, 2011; RINAUDO, 2008), além de possuirem grande capacidade em
reduzir possiveis danos quanto ao uso de farmacos, e em seu baixo custo para sua
obtencdo (DOURADO, 2019). Uma das principais caracteristicas das gomas € sua
facil hidratacdo para conduzir solucbes aquosas com alta viscosidade em baixas
concentracdes, que podem produzir géis com diversos graus de estabilidade e rigidez
que contém acidos carboxilicos em sua composicdo e podem interagir com ions
metalicos (OLIVEIRA, 2005).

Por possuirem caracteristicas susceptiveis a alteracbes de sua modificacao
estrutural os polissacarideos, se tornaram alvo de estudos de modificacBes quimicas
(GERESH; DAWADI; ARAD, 2000), novos grupos funcionais podem ser adicionados
para melhorar as propriedades fisicas e quimicas, o que é benéfico para sua interacéo
com a drogas e absorcdo (MOCANU et al., 2014). Muitos estudos utilizando derivados
de polissacarideos modificados por reacbes de carboximetilacdo usando
determinadas substancias s&o descritos na literatura, tais como, pululano (PICTON et
al., 1995), escleroglucano (NOOY et al., 2000), quitina (KURITA, 2001), celulose
(TORUL; ARSLAN, 2003) e goma do angico (OLIVEIRA, 2005).

Os resultados demonstrados nesse estudo na qual foi realizado a analise por
meio da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
(SHIMADZU IRAffinity-1S), utilizando a técnica de reflexdo total atenuada (ATR) para
modificacdo de carboximetilagdo, O espectro de FTIR da GCC possui bandas mais
intensas quando comparadas com os espectros obtidos para a GC. Na GCC observa-
se uma forte banda de absorcéo na regido de 1602 cm™ , é resultado das vibragées
de estiramento do grupo COO- . Um pico maior foi observado nas regides de 1420
cm ! no que se refere a vibracdo da adicdo de carboxil e hidroxila (C-H) para GC,
corroborando com estudos que indicam a carboximetilacdo do polimero (XU et al.
2009; WANG & ZHANG, 2009; ARARUNA, 2020). Esses resultados também estdo
coerentes as afirmacdes de que nas bandas 1248 cm-! (GC) atribuida a presenca de
vibragcdes C-O-C de ligacdes glicosidicas (PITOMBEIRA et al., 2015; MOURA NETO,
2008).
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A GC possui comportamento hidrofilico, por este motivo, algumas modificacdes
guimicas podem ser realizadas neste polissacarideo. Logo, uma modificacdo por meio
do processo de carboximetilacdo. As andlises realizadas nesse estudo buscaram
avaliar as alteragbes nas propriedades da GCC e verificar o efeito da modificagéo de
carboximetilacdo e o uso desse polissacarideo em modelos experimentais de lesbes
gastricas (XU et al., 2010; PITOMBEIRA et al., 2015).

A adicdo de agrupamentos na cadeia polimérica, proporciona um aumento no
caréater hidrofilico das gomas, tornando-a mais solUvel em solu¢des aquosas. Em sua
maioria, biopolimeros hidrofilicos possuem unidades repetidas em sua estrutura que
em contato com qualquer solvente ionizante forma uma cadeia polimérica eletrolitica.
Diante disso, as gomas carboximetiladas s&o consideradas polieletrolitos. Por
apresentar regides eletroliticas carregadas negativamente a goma do cajueiro
carboximetilada é chamada de polianion, (SILVA et al., 2004; DODI; HRITCU; POPA,
2011; MEKA et al., 2017).

As andlises realizadas nesse estudo buscou avaliar essas alteracbes nas
propriedades dessa goma carboximetilada, avaliando o controle da solubilidade desse
polissacarideo e melhora da estrutura para seu uso no modelo experimental de lesdo
gastrica, logo que a carboximetilacdo atua alterando a hidrofilidade e as propriedades
fisicas das gomas, tais como a absorcéo de agua e o poder de intumescimento, o que
possibilita uma melhor interacéo ao epitélio gastrointestinal facilitando e auxiliando na
sua protecdo (XU et al.,, 2010; PITOMBEIRA et al.,, 2015). Esses polieletrdlitos
desempenham o papel de facilitar na adesdo dessas moléculas em células epiteliais
da mucosa demonstrando agregacfes dessas particulas, atuando como uma camada
protetora do estbmago pela atividade eletrostatica, de modo que, a goma
carboximetilada possui carga negativa e as células da mucosa gastrointestinal carga
positiva (RIBEIRO et al., 2020).

A escolha da dose de 60mg/kg da goma carboximetilada, foi baseada em
estudos ja presentes na literatura, na qual mostram a melhor dose da goma do cajueiro
natural em processo inflamatorio no intestino, atuando de forma satisfatéria na
melhora do quadro de diarreia (ARAUJO et al., 2015). Neste estudo, o polissacarideo
da GCC foi usado em um modelo de lesé@o gastrica induzida por etanol de uma forma
inédita. No entanto, outras atividades tém sido relatadas na literatura, como a goma

do cajueiro com atividade cicatrizante (SCHIRATO et al., 2006), antibacteriana
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(QUELEMES et al., 2013), gastroprotetora (CARVALHO et al., 2015) e antidiarreica
(ARAUJO et al., 2015).

O modelo de Ulcera induzida pelo etanol assemelha-se as Ulceras agudas em
humanos, sendo comumente escolhido em experimentos com animais, uma vez que
permite uma inducéo rapida, podendo ser amplamente utilizado para testar a eficacia
de drogas potenciais (SONG et al., 2018). A administracao por via oral de etanol reduz
0s mecanismos defensivos gastricos, a partir da formacao de EROs, incluindo anifes
superoxido, radicais hidroxilicos e peroxidos lipidicos (ZAMORA et al., 2007,
ALVAREZ; SUAREZ et al., 2011).

A literatura relata que este agente necrozante provoca lesées hemorragicas
lineares, edema extenso da submucosa, friabilidade da mucosa, infiltracdo de células
inflamatorias e perda de células epiteliais no estdmago (FRANKE et al., 2005). Estes
danos a mucosa gastrica podem estar associados a uma diminuicdo nos niveis de
glutationa, estresse oxidativo intracelular, alteracdes na permeabilidade da membrana
e despolarizacdo da membrana mitocondrial, levando a morte celular (LU;
CEDERBAUM, 2008).

O dano irreversivel a mucosa estomacal associado a inflamacdo severa,
aumentam riscos de sangramento na parte gastrica superior, Ulcera ou até cancer
gastrico. Assim, € necessario a protecdo do tecido gastrico contra lesdes, a fim de
prevenir o desenvolvimento de potenciais doencas relacionadas (ZHANG et al., 2019).
Esse estudo sugere que as lesbBes gastricas induzidas pelo etanol podem ser
reduzidas pela GCC, atuando na protecdo das células aos danos causados pelo
etanol.

Inicialmente, de acordo com os achados macroscoépicos e histopatolégicos
obtidos neste estudo, a eficacia do modelo foi comprovada, pois o etanol causou
alteracdes compativeis com Ulceras gastricas. Confirmando esses dados, foi
comprovado que o etanol é um irritante exdégeno, que danifica as células da mucosa
gastrointestinal e induz Ulceras gastricas por diferentes mecanismos moleculares. A
patogénese da doenca inclui a producao de lesdes hemorragicas induzidas por etanol,
edema, destruicdo da mucosa e infiltracdo de células inflamatérias (ABDELFATTAH
et al., 2019), que sao claramente observados em nossos resultados.

Na avaliacdo macroscopica foi analisado que o etanol 50% ocasionou diversas
lesbes eritematosas lineares e ulceradas como ja descrito na literatura (TARNAWSKI

et al., 1992). No grupo controle foi possivel observar a auséncia dessas lesdes, ao
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comparar com o grupo que foi pré-tratados com a GCC (60mg/kg, por via oral) nota-
se a reducéo das areas das lesdes gastricas, demonstrando possivel protecdo dessa
mucosa com o pré-tratamento.

A partir do estudo histopatolégico por microscopia 6ptica dos estbmagos pré-
tratados com GCC, foi possivel verificar que o polissacarideo demonstrou
gastroprotecédo nas lesdes das camadas superficiais da mucosa gastrica induzidas
pelo etanol. A dose da goma foi eficaz no tratamento da Ulcera gastrica, prevenindo o
dano a mucosa e preservando o epitélio, quando comparados ao grupo etanol,
corroborando com as analises macroscopicas.

Estes dados sdo histopalogicamente relevantes jA que a mucosa gastrica é
uma das mais importantes do organismo por suas fun¢des (absortiva e secretora),
estrutura e processos patoldgicos que nelas se desenvolvem. Os resultados
mostraram que o etanol 50% provocou alterac6es em todos os parametros avaliados:
hemorragia, edema e perda de células epiteliais. Os dados obtidos nesse estudo
corroboram com estudos anteriores que utilizaram o etanol como agente indutor de
ulceracdo (AWAAD et al., 2013; SELMI et al., 2017; MONTEIRO et al., 2019). No
entanto, varios sdo os mecanismos implicitos para o surgimento de lesdes induzidas
pelo etanol nas membranas mucosas.

Com base nos resultados obtidos na nossa pesquisa mostrou que as lesdes
gastricas induzidas por esse agressor podem ser reduzidas com o pré-tratamento com
a GCC, protegendo assim a integridade da mucosa dos danos causados pelo estresse
oxidativo. Os resultados deste estudo confirmam os achados por Carvalho e
colaboradores (2015) no qual relataram que a goma do cajueiro tem um efeito
gastroprotetor no modelo de les&o induzida por naproxeno, tal como o estudo da goma
arabica no aumento da protecdo e manutencao da integridade da mucosa em modelo
de lesdo gastrica causada por etanol (TAHA; EL-SHERBINY; OSMAN, 2020).

Como também os resultados similares obtidos por Pinto e colaboradores (2019)
em um estudo experimental de gastrite induzida por alcool, avaliando o efeito
gastroprotetor da goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e galactomanana da fava
danta (Dimorphandra gardneriana). A capacidade de eliminar os radicais livres € uma
das propriedades biolégicas mais promissoras das substancias naturais (WOJTUNIK-
KULESZA et al., 2016).

A superoxido dismutase (SOD) é considerada uma das principais enzimas

antioxidantes, que tem a funcédo de eliminar os anions superoxidos por meio da
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aceleracdo da conversédo do peroxido de hidrogénio. Estudos tém demonstrado que a
administracdo de etanol pode causar uma resposta imune, liberando radicais livres
em excesso e citocinas inflamatorias, e a SOD desempenha um papel na protecéo
das membranas mucosas de forma benéfica (LI et al., 2017).

O malondialdeido (MDA) como marcador de peroxidacao lipidica, € comumente
utiizado como um estado oxidativo e antioxidante nas células (AVERY, 2011;
MEDEIROS et al., 2008). O estresse oxidativo tem sido apontado como um passo
essencial para a lesdo gastrica provocada pelo etanol (LYKKESFELDT, 2007). No
presente estudo, verificou-se que os niveis de enzimas antioxidantes (SOD) que foi
marcadamente reduzida enquanto o teor de MDA foi significativamente elevado no
grupo de modelo induzido por etanol. No entanto, 0os grupos pré-tratados com o
polissacarideo mostraram efeitos inibidores evidentes, o0s niveis de enzimas
antioxidantes (SOD) com resultados elevados e reducdo do teor de MDA, obtendo
dados similares ao grupo controle, o que demonstrou que a GCC exibiu um importante
potencial antioxidante na Ulcera gastrica induzida por etanol 50% em camundongos.

Com base no presente estudo, a administracao por gavagem de GCC poderia
proteger contra a ulceracdo gastrica, elevando as atividades SOD, e diminuindo os
niveis de MDA. Os resultados deste estudo corroboram com os dados relatados na
literatura, que a atividade de SOD foram elevadas em grupos tratados com compostos
gastroprotetores utilizando animais tratados com etanol (HALABI et al., 2014; KETULY
et al., 2013; SALGA et al., 2012). Além disso, a reducdo nos niveis de MDA foram
relatados em estudos utilizando animais tratados com varios compostos, tais como as
batatas Dioscorea (BYEON et al., 2018) e o extrato de Artemisia capillaris (YEO et al.,
2018).

Nesse contexto, cada vez mais evidéncias mostram que o etanol esta
relacionado a producdo excessiva de EROs no tecido gastrico, interferindo na
integridade e permeabilidade das membranas celulares, levando a morte celular e
promovendo a formacéao de Ulceras da mucosa gastrica (AMIRSHAHROKHI; KHALILI,
2017). Neste trabalho, a GCC apresentou resultados satisfatorios, mostrando
capacidade de eliminar os radicais livres. Esses achados corroboram com Carvalho e
colaboradores (2015), onde concluiram que parte do efeito gastroprotetor da GC esta
relacionado aos seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, reduzindo a

peroxidacao lipidica.
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Portanto, os resultados alcancados nesse estudo levam a uma analise sobre o
efeito do tratamento com o polissacarideo da Goma do cajueiro carboximetilada
(Anacardium occidentale) na lesdo gastrica induzida por etanol 50% com reduc¢éo dos
danos causados pelo etanol, demonstraram que a goma modificada pode ser uma
possivel candidata no tratamento de lesdo gastrica. Os resultados apresentaram-se
satisfatorios nas analises macroscopicas e histopatologicas das lesées causadas por
etanol a 50%, reduzindo os danos causados pelo etanol, como também, resultados
eficazes nas analises de SOD e MDA demonstrando melhora em parametros
associados ao estresse oxidativo, contudo, outras avaliacées desta possivel atividade
da GCC sédo necessarias para melhor compreensdo do efeito gastroprotetor desse

polissacarideo neste modelo de leséo.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, a carboximetilacdo do polissacarideo foi realizada na goma do
cajueiro obtendo um polieletrélito. As analises fisico-quimicas de FT-IR da GCC demostrou o
estiramento das bandas em locais especificos de caracteriza¢do de polissacarideos obtendo
resultados que corroboram com resultados descritos na literatura.

A GCC apresentou atividade gastroprotetora desse polissacarideo na lesao géastrica
induzida por etanol diminuindo o estresse oxidativo a partir do pré-tratamento com a goma e
fornecendo uma alternativa valida para melhorar a cicatrizagdo da Ulcera de forma a prevenir
a recorréncia da doenca. O grupo pré-tratado com a goma carboximetilada mostrou
diminuicdo dos danos causados na mucosa gastrica pela administracdo de etanol nas
andlises macroscopicas e histoldgicas. Como também apresentaram e manutencdo do
sistema antioxidante enddgeno, pela andlise de SOD ap6s a lesao gastrica induzida por etanol
50% e diminui¢cdo dos parametros de estresse oxidativo na mucosa gastrica pela mensuragao
de MDA, obtendo resultados similares ao grupo controle, demonstrando que a GCC exibiu um
importante potencial antioxidante na Ulcera gastrica induzida por etanol 50% em
camundongos.

A relevancia desse estudo reside em importantes contribuicbes para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da Ulcera gastrica que
possuam melhor eficacia e seguranca. Os dados obtidos neste estudo fornecem base
cientifica preliminar para o uso da goma do cajueiro carboximetilada. Entretanto, sugerem-se
mais experimentos in vivo e in vitro com intuito de estudar o mecanismo de acdo
gastroprotetora da goma, assim como investigar outras propriedades terapéuticas desse

polissacarideo.
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