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RESUMO

A Ulcera péptica (UP) acomete milhdes de pessoas em todo mundo, considerada
heterogénea e multifatorial, € uma das principais doencas que acomete a mucosa
géstrica e que tem crescido o numeros de casos, ocasionando representatividade na
economia global. A acerola (Malpighia emarginata D.C.) € um fruto avermelhado,
sendo originario da regido das Antilhas, norte da América do Sul e América Central.
Seu cultivo teve maior crescimento na década de 90 quando foi descoberto seu alto
teor de vitamina C. Estudos mostram que as fracdes polissacaridicas extraidas dos
subprodutos apresentaram natureza péctica em associacdo com proteinas, sendo
evidenciada principalmente para aquelas extraidas da acerola, abacaxi e caju,
efetiva acdo antioxidante, sugerindo sua possivel aplicacdo como antioxidantes
naturais. O presente estudo avaliou a atividade anti-inflamatdria e antioxidante dos
polissacarideos provenientes de subprodutos agroindustriais do processamento da
acerola (Malpighia emarginata) no modelo de lesdo géstrica induzida por naproxeno
em camundongos. Os camundongos Swiss receberam pré-tratamento com salina
e/ou polissacarideos provenientes de subprodutos agroindustriais do processamento
da acerola (PCA) [3], [10] e [30] mg/kg, por gavagem. Apés 30 minutos, receberam
naproxeno (300 mg/kg, por gavagem) ou carboximetilcelulose (CMC 0,5% v.0),
sendo os animais eutanasiados 6 horas apO0s o protocolo experimental. Os
segmentos de estbmago foram coletados para a analise dos seguintes parametros:
macroscopia, microscopia, GSH, MDA, MPO, TNF-a , IL-6 e imunohistoquimica IL-1.
O PCA nas doses de [3], [10] e [30] mg/kg, por gavagem reduziu significativamente
a lesdo gastrica macroscopica e microscopica induzida pelo naproxeno. A PCA nas
doses de 10 e 30 mg/kg preveniu a deplecéo nas concentragdes de GSH, reduziu as
concentracfes de MDA e reduziu a infiltracdo neutrofilica. O PCA na dose de 30
mg/kg reduziu as concentracBes das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6. Na
analise por imunohistoquimica para IL-1 (interleucina) o grupo pré-tratado com PCA
30 mg/kg obteve uma reducdo significativa da expressdo de IL-1 quando
comparado ao grupo NPX. A expressédo de IL-10 se mostrou elevada no grupo pré-
tratado com PCA 30 mg/kg quando comparado com o grupo NPX. J4 para as
determinacdes de TNF-a e COX-2 o grupo pré-tratado com PCA 30 mg/kg obteve
uma reducédo da expressdao quando comparado com o grupo tratado com NPX. A
partir dos dados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que o PCA tem um efeito
anti-inflamatério e antioxidante no modelo experimental de Ulcera géastrica induzida
por naproxeno.

Palavras-chave: Ulcera péptica. Malpighia emarginata. Flavonoides.



ABSTRACT

The peptic ulcer (PU) affects millions of people worldwide, considered heterogenous
and multifactorial, is one of the main diseases that affects the gastric mucosa and
that has grown the number of cases causing representativeness in the global
economy. The acerola (Malpighia emarginata D.C.) is a reddish fruit, originating in
the region of the Antilles, north of South America and Central America. Its cultivation
had higher growth in the decade of 90 when its high content of vitamin C was
discovered. Studies show that the polysaccharide fractions extracted from the
byproducts presented pectic nature in association with proteins, being evidenced
mainly for those extracted from acerola, pineapple and cashew, effective antioxidant
action, suggesting its possible application as natural antioxidants. The present study
evaluated the anti-inflammatory and antioxidant activity of polysaccharides from the
agro-industrial by-products of the processing of acerola (Malpighia emarginata) in the
model of gastric lesion induced by naproxen in mice. Swiss mice were pretreated
with saline and / or polysaccharides from acerola processing byproducts (PCA) [3],
[10] and [30] mg / kg, by gavage. After 30 minutes, they received naproxen (300 mg /
kg, by gavage) or carboxymethylcellulose (0.5% vCMC), and the animals were
euthanized 6 hours after the experimental protocol. Stomach segments were
collected for analysis of the following parameters: macroscopy, microscopy, GSH,
MDA, MPO, TNF-qa, IL-6 and IL-1 immunohistochemistry. PCA at doses of [3], [10]
and [30] mg / kg by gavage significantly reduced macroscopic and microscopic
gastric lesion induced by naproxen. PCA at doses of 10 and 30 mg / kg prevented
depletion at GSH concentrations, reduced MDA concentrations and reduced
neutrophil infiltration. PCA at the dose of 30 mg / kg reduced the concentrations of
proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6. In the immunohistochemical analysis for
IL-1 (interleukin) the pretreated group with PCA 30 mg / kg achieved a significant
reduction in IL-1 expression when compared to the NPX group. IL-10 expression was
elevated in the pre-treated group with 30 mg / kg PCA when compared to the NPX
group. For the determinations of TNF-a and COX-2 the pretreated group with PCA 30
mg / kg obtained a reduction in expression when compared to the group treated with
NPX. From the data obtained in this work, it can be concluded that PCA has an anti-
inflammatory and antioxidant effect in the experimental model of gastric ulcer induced
by naproxen.

Keywords: Peptic ulcer. Malpighia emarginata. Flavonoids.
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1. INTRODUCAO
1.1 Anatomia e Fisiologia do Estdmago

O sistema digestorio tem funcdo essencial no corpo humano onde
desempenha a funcéo de processar os alimentos e distribuir os nutrientes para as
células do corpo humano. O estdbmago € o principal 6rgdo do sistema digestorio
superior que participa desse processo dos alimentos, processando-0s
mecanicamente, bem como quimicamente. O estdbmago € dividido anatomicamente
em quatro partes: cardia, fundo, corpo, antro ou por¢ao pilorica (SON et al., 2015;
SCHUBERT; PEURA, 2008).

O estbmago € composto por camadas chamadas de mucosa, submucosa,
camada muscular e a camada serosa. Cada uma dessas camadas apresentam
caracteristicas e funcdes diferentes, dependendo da regido que estiver localizada.
No estbmago a mucosa (na qual sdo encontradas as glandulas oxintica e glandula
pilérica), a submucosa (onde sdo encontrados vasos sanguineos e plexo de
Meissner), a camada muscular (constituida por uma camada longitudinal externa,
uma camada obliquoa, e uma circular interna de musculo liso) e a camada serosa.
Cada camada pode apresentar caracteristicas peculiares dependendo da regido que
estiver localizada (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Figura 1 — llustracdo da anatomia do estdmago.
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Fonte: Adaptada de Robbins & Cotran (2005).
A mucosa do estdbmago tem uma funcéo fundamental, pois nela encontra-se

as células oxinticas que secretam principalmente acido cloridrico e fator intrinseco e

0 pepsinogénio provem das ceélulas principais ou zimogénicas, predominando na
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base das glandulas gastricas. As células neuroenddcrinas compreendem 2% das
células epiteliais em ratos e 1% em humanos (JIANG et al., 2002; BADO et al.,
1998).

Sua inervacao se dar por meio de uma rede neuronal pelo sistena nervoso
entérico (ENS) com processos intrinsecos e extrinsecos dos neurbnios aferentes.
Assim neurdnios pés-ganglionares do ENS regulam a secrecéao de acido cloridrico,
no caso a acetilcolina e / ou indiretamente para modulacdo da secrecdo de gastrina
de células G, células D de somatostatina, histamina de células enterocromafins e
peptideo natiurético atrial de células epiteliais (SCHUBERT; PEURA, 2008).

As substancias secretadas pelas glandulas gastricas sao acido cloridico (HCI)
e 0 pesinogénio. O HCI ativa o pepsinogénio formando assim a pepsina que é
responsavel por iniciar digestdo de proteinas, o HCI exerce a funcdo também da
absorcao de ferro e atua na destuicdo de microoganismos ingeridos (KAYACETIN;
GURESCI, 2014).

Trés mecanismos regulam o sistema gastrico, sendo o sendo o neuronal por
acetilcolina (ACH) que atua nas células parientais por meio do receptor muscarinico
M3 ou indiretamente por meio das células enterocromafins do fundo gastrico,
paracrino (histamina que é mediada pelo receptor H2 na célula, ativando assim a
H'K*-ATPase) e endécrino (gastrina que estimula a liberacdo de &acido e medeia a
liberacdo de histamina nas células ECL), os fatores de inibicdo séo realizados pela
somatostatina, fatores de crescimento (EGF) e prostaglandinas E2 e 12 que sao
estimulantes de muco e bicarbonato (SCHUBERT; PEURA, 2008).

1.2 Lesao gastrica versus gastroprotecao

Segundo Abbas e Sakr (2013) e Wallace (2008), a mucosa gastrica é uma
barreira importante no organismo, isso se da devido sua estrutura diferenciada. A
mucosa gastrica possui diversos mecanismos de defesa que impedem gue ocorra
algum dano a mucosa ao ponto de causar uma alteracdo de importancia clinica. Em
contrapartida a superficie da mucosa gastrica sofre constantemente exposicdo a
substancias lesivas que possuem diferentes osmolaridades, havendo algumas
substancias com acdes citotOxicas como suco gastrico, farmacos, toxinas
bacterianas e o alcool, essas substancias lesivas determinam o surgimento de uma
reagao inflamatoria carreada por varios mediadores que séo liberados pelo préprio

epitélio das células e da lamina prépria trazendo como consequencia o
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desenvolvimento de leséo na mucosa e o aparecimento de patologias como, gastrite
e Ulcera péptica.

Por alguns anos achava-se que as lesdes gastricas estavam relacionadas a
substancias fisiologicas presentes no estdbmago, como a pepsina e acido cloridrico.
Com o passar dos anos observou-se que alem de fatores endégenos serem nocivos
a mucosa gastrica, fatores exdgenos como determinados alimentos, fumo, ingestao
de Alcool, farmacos, estresse, predisposicdo genética e presenca de
microorganismos como a Helicobacter pylori atuam em conjunto reduzindo a defesa
da mucosa e promovendo agressao (WALLACE, 2008).

A leséo gastrica esta intimamente relacionada ao desequilibrio ocasionado
pelos agentes enddgenos ou exdgenos e a capacidade da mucosa resistir a
agressdo através dos seus mecanismos defensivos existentes, como sintese de
prostaglandinas citoprotetoras, muco, bicarbonato, fluxo sanguineo e motilidade
gastrica. Pacientes que fazem consumo abusivo de AINEs ou etanol, por exemplo,
possuem uma maior predisposicdo de vir a ter lesdo gastrica. Os AINEs é a classe
de farmacos mais prescritas no mundo. A toxicidade gastrintestinal constitui a maior
limitac&o para o uso dos AINEs (PESKAR et al., 2002; BODE; BODE, 2000).

O etanol estimula a secrecéo de acido cloridrico, leva a um stress oxidativo
com a deplecédo de glutationa reduzida (GSH), influencia a atividade da musculatura,
reduzindo o fluxo sanguineo e aumentando os riscos de hemorragias e ulceragdes.
Contudo mesmo as células possuindo sistemas de defesa contra danos oxidativos
celulares e teciduais, ainda assim o desequilibrio causado por esses agentes causa
producdo de reacfes excessivas como, por exemplo, espécies reativas de oxigénio
(EROs). Enzimas antioxidantes, tais como aqueles que pertencem a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH) sao fatores importantes na
protecdo contra o estresse oxidativo na mucosa gastrica induzida por naproxeno
(MACMATH, 1990; CHAMBERLAIN, 1993; KONTUREK et al., 1998).

As paredes do estbmago nao sao impenetraveis a substancias ingeridas ou
produzidas. Dessa forma as lesbes ulcerativas ou injurias s&o inevitaveis. O
aumento ou excesso do &cido cloridrico € nocivo a mucosa gastrica, no entanto sua
desregulacédo ndo deve ser considerada como principal agente na lesdo da gastrica
(SUERBAUM; MICHETTI, 2002).

Com a descoberta desse fato, novos estudos surgiram e com isSsSO veio a

descoberta da bactéria Helicobacter pylori, um bacilo gram-negativo flagelado em
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forma de espiral que vive no ambiente acido do estdmago e possui a capacidade de
colonizar o muco produzido pela mucosa gastrica. Sendo considerados uma das
principais causas da Ulcera péptica, linfoma gastrico e adenocarcinoma gastrico
(WOLFE et al., 2003; BERSTAD, 1993).

Vale ressaltar que tal bactéria também pode estar presente na mucosa de
individuos sadios que podem ou ndo desenvolver lesGes ulcerativas
(HIRSCHOWITZ et al., 1995).

Dessa forma varios mecanismos estao envolvidos na lesdo géstrica, agindo
simultaneamente ou ndo nesse processo de producdo da lesdo como, por exemplo,
0 aumento da secrecdo acida gastrica, pepsina, diminuicdo do fluxo sanguineo,
supressdo de prostaglandinas enddgena, inibicdo do crescimento e proliferacdo
celular da mucosa, alteracdo da motilidade gastrica, presenca de agentes
infecciosos e presenca de radicais livres sdo alguns dos mecanismos envolvidos na
ulcerogénese (WOLFE; SOLL, 1988; LEWIS; HANSON, 1991).

Diante disso alguns agentes protetores estdo envolvidos na patogénese da
lesdo gastrica, que permitem que a mucosa permanec¢a intacta mesmo com a
frequente exposicdo a substancias com larga variacdo de temperatura, pH e
osmolaridade, assim como substancias com acéo citotdxica e produtos bacterianos
capazes de causar reacdes inflamatdrias. Sendo esses agentes ou mecanismos de
defesa local ou neurohormonais. Podemos destacar como fatores protetores
gastricos a camada de muco, o epitélio superficial da mucosa, secrecao de
bicarbonato, producéo de prostaglandinas, fatores de crescimento e fluxo sanguineo
local (AWAAD, 2012; ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

O muco e secrecéo de bicarbonato sdo os primeiros agentes de defesa da
mucosa gastrica. O muco juntamente com o bicarbonato secretado no estdmago
forma uma barreira protetora contra acdes causadas pelo acido e pepsina. O muco é
capaz de agir como antioxidante e pode reduzir danos da mucosa promovidos
porradicais livres. O muco é um agente protetor importante para mucosa gastrica e
tem como caracteristicas forma viscosa, elastica e aderente na forma de um gel
transparente composto por 95% de agua e 5% de glicoproteina com atividade
antioxidante, pois estes aglcares sdo potentes sequestradores de espécies reativas
de oxigénio, que recobre a superficie da mucosa gastrointestinal. Sendo sua
secrec¢ao controlada por varios fatores (REPETTO et al., 2002; MOJZIS et al., 2000).
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Figura 2 — Mecanismo de defesa da mucosa gastrica.
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Outro agente protetor € a produgdo de prostaglandinas, a qual est4 envolvida
em diversos processos fisiologicos como a secre¢do de acido, producdo de muco e
fluxo sanguineo na mucosa gastrica. As prostaglandinas ocasionam uma
gastroprotecdo através de mecanismos como aumento da secrecao de muco e
bicarbonato, manutengdo do fluxo sanguineo da mucosa, inibicdo da motilidade
gastrica, inibicAo de apoptose, inibicdo da ativacdo de mastdcitos, diminuicdo da
aderéncia leucocitaria no endotélio vascular e aumento da resisténcia de células
epiteliais contra danos causados por citotoxinas (GOLDSTEIN et al., 2001;
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HAWKEY; RAMPTON, 1985).

As prostaglandinas séo sintetizadas a partir do acido aracdoénico. E existem
duas principais formas de ciclooxigenage (COX), COX-1 e COX-2. A COX-1
desempenha um papel importante na manutencéo da integridade da mucosa, onde
produz a maior parte das prostaglandinas na mucosa normal. J& em contraste a
COX-2, é normalmente encontrada em baixos niveis na maioria dos tecidos do
corpo, mas € expressa em niveis elevados em tecidos inflamados, quando induzida
atual como fator importante na cicatrizacéo de Ulceras (ZAGHLOOL et al., 2015).

No caso do fluxo sanguineo que também possui papel fundamental na
gastroprotecdo durante a patogénese da lesdo gastrica e seu aumento ocorre como
resposta ao agente irritante (KAWANO et al., 2000).

O aumento do fluxo sanguineo na mucosa é pode estimular o tamponamento
do acido e uma rapida remocao de substancias tdxicas ou agente irritante, com isso
limitar a sua penetracdo nas camadas mais profundas. Por outro lado a reducao do
fluxo sanguineo esta intimamente ligada a patogénese das lesdes gastrica causadas
por stress, etanol e AINEs. Além desses aspectos o fluxo sanguineo também possui
a funcéo de suprir oxigénio, nutrientes e hormdnios para mucosa gastrica e participa
na regulacao da eliminacédo do acido, producédo de muco, secrecéo de bicarbonato e
remocao dos produtos incluindo a retrodifusdo de ions hidrogénio. Dessa forma o
fluxo sanguineo tem participacdo fundamental na manutencéo fisiologica da
integridade mucosa (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

O Oxido Nitrico (NO) é um vasodilatador que atua como importante mediador
de defesa da mucosa gastrintestinal, produzido por meio da NO-sintase, esta
envolvido na regulacdo do fluxo sanguineo géastrico e microcirculacéo géastrica. O NO
trata-se de um vasodilatador de extrema importancia na mucosa géstrica e uma
reducdo dos seus niveis pode resultar em uma isquemia na mucosa gastrica e a
deixar predisposta a acdo de agentes nocivos. Ele atua como um agente protetor
durante a patogénese da lesédo gastrica, com papel fundamental na modulacédo da
integridade da mucosa, prevenindo e reparando as injurias do Trato Gastrointestinal
(TGI) (MUSCARA; WALLACE, 1999).

O NO reduz efetivamente a injaria na mucosa gastrica provocada por agentes
quimicos, como o etanol, e facilita a cicatrizacdo do tecido lesado, sendo importante
na regulacdo das secrecdes acidas e alcalinas, secrecdo de muco e do fluxo

sanguineo da mucosa gastrica, atuando também como agente citoprotetor, anti-
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inflamatério e como complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas no
estbmago (WHITTLE et al., 1995; SANTOS CERQUEIRA et al., 2012)

Ja Wallace e Miller et al., (2000) propuseram que o NO em concentracdes
reduzidas esté relacionado aos efeitos benéficos no TGI, enquanto que em altas
taxas pode formar radicais derivados do nitrogénio, que sdo toxicos para varias
linhagens celulares.

Ao surgirem desequilibrios causados por agentes nocivos a mucosa gastrica
e inducdo do processo inflamatorio local, ocorre a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Mesmo tecidos e células possuindo sistema de defesa
contras os danos oxidativos celulares e tecidual as enzimas antioxidantes, tais como
agueles que pertencem a superoxido dismutase (SOD) que é a primeira enzima a
ser ativada na mucosa, catalase (CAT) e glutationa (GSH) séo fatores importantes
na protecdo contra o estresse oxidativo na mucosa gastrica induzida, por exemplo,
por AINEs como o naproxeno (POTRICH et al., 2010).

1.3 Ulcera Péptica

Segundo Zakaria et al., (2016), a Ulcera Péptica (UP) acomete milhdes de
pessoas em todo mundo, considerada heterogénea e multifatorial, € uma patologia
gastrointestinal relacionada a inflamacao aguda e cronica do estdmago e que tem
crescido os numeros de casos, ocasionando representatividade na economia global.

E caracterizada por uma eros&o em uma area da mucosa que pode estender-
se profundamente, as camadas musculares ou, até o peritdbnio. Esse processo
patogénico ocorre quando o mecanismo de defesa da mucosa € vencido pelos
agentes nocivos. Trata-se de um problema cronico e de grande magnitude social,
além disso, é resultado de um desequilibrio entre fatores de protecdo intrinsecos e
fatores agressores intrinsecos e/ou extrinsecos, presentes na mucosa do trato
digestivo (PORTH; MATFIN, 2010).

O desequilibrio envolvido na ptogenese da UP esta intimamente relacionado
ao uso de medicamentos, faixa etaria, alcool, tabagismo e infeccdo pela
Helicobacter pylori, dentre outros como mostra a figura 3 (KLEIN JUNIOR et al.,
2010).



22

Figura 3 — Figura ilustrativa do mecanismo de injuria e defesa da mucosa gastrica quando ocorre a

Ulcera péptica.
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Fonte: Adaptada de Robbins & Cotran (2005).

Os AINEs promovem lesBes gastricas através de mecanismos independentes,
inibindo ciclo-oxigenase (COX), enzima fundamental na sintese de prostaglandinas,
mas ndo sendo esse 0 Unico mecanismo envolvido na fisiopatologia ou mecanismo
com efeito toxico direto, sobre o0s mecanismos de defesa da mucosa
gastroduodenal, que resulta em aumento da permeabilidade celular, inibicdo do
transporte idnico e da fosforilacdo oxidativa. Com isso, devido a inibicdo da COX
ocorre a suspensdo ou reducdo significativa da producdo de prostaglandinas
permitindo assim a formacdo de lesdes causadas por AINEs. Sabe-se que as
prostaglandinas sédo agentes protetores da mucosa, que protegem a mucosa através
dos seus efeitos na producdo de muco e secrecao de bicarbonato, e no aumento do
fluxo sanguineo da mucosa e reduzindo turnover celular (WALLACE, 2000;
LANGENBACH et al., 1995; MUSUMBA et al., 2009).

Dependendo da sua localizacéo, a Ulcera péptica pode ser classificada como:

Ulcera esofagica, gastrica ou duodenal. As Ulceras gastricas e duodenais



23

representam as formas mais comuns da doencga, onde individuos em qualquer faixa
etaria podem ser acometidos por essa enfermidade, prevalente em cerca de 10% da
populacdo mundial, sendo um dos disturbios digestivos mais comuns, resultando em
1,25 hospitalizacdes adicionais para cada 100 pacientes por ano. Geralmente
aparece com 4cm de diametro, na grande maioria localizada em duodeno e
estbmago, mas pode acometer outras porcbes do trato gastrointestinal (PORTH;
MATFIN, 2010; SILVA et al., 2008).

Ulceras pépticas sdo mais prevalentes no duodeno, 95% estéo localizadas na
sua primeira por¢ao, e 90% préximo a jungéo do piloro com a mucosa duodenal. No
estbmago, as ulceras se localizam mais comumente no antro (60%) e na juncao do
antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). Sua incidéncia estd mais elevada
entre homens em relacédo as mulheres (SILVA et al., 2008).

As Ulceras duodenais acometem individuos com faixa etaria de 30 a 55 anos
e a gastrica acomete individuos entre 50 a 70 anos. Suas manifestacdes clinicas
podem durar dias, semanas ou meses, podendo persistir por 10 a 20 anos com
recidiva dos episédios de cicatrizacdo e irritagdo. As manifestacdes clinicas mais
comuns sao a dor ou sensacao de queimacao na por¢cdo média do epigastrio ou nas
costas (pirose), voOmitos, distensdo abdominal, constipacdo ou diarreia e
sangramento (SMELTZER et al., 2005; ABITBOL, 2012).

Durante anos, para o tratamento da UP eram utilizados os antidcidos com a
finalidade de neutralizar a acidez gastrica, dieta alimentar ou cirurgias. Na década de
70 houve uma mudanca importante na abordagem terapéutica da UP, onde os
antagonistas de receptores de histamina (H2), foram definidos através da utilizacéo
de antagonistas seletivos como a cimetidina e ranitidina. Tempos depois ocorreu
uma nova evolugdo na terapéutica da UP com o surgimento de novas drogas
citoprotetoras, como o misoprostol, um analogo da PGE1, e extensas revisdes sobre
elas tém sido feitas (OLBE et al., 2003; BLACK et al., 1972).

Mais recentemente surgiram outras classes de drogas gastroprotetoras com
mecanismos diferentes como, por exemplo, inibidores da bomba protonica ou H+,
K+ ATPase, envolvida na secrecdo de HCI pelas células parietais. O omeprazol é
uma das principais drogas dessa classe capaz de inibir a secrecdo acida por
inativacdo da bomba através da formacgéao de ligagbes dissulfeto entre as moléculas
reagentes do omeprazol com a enzima (BHATNAGAR; SISODIA, 2006).
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Estudos desenvolvidos buscam medidas alternativas a terapia convencional
no tratamento da lesdo gastrica. Tornando os produtos naturais fonte principal
desses estudos, especialmente os derivados de plantas. Muitas espécies de
vegetais sdo utilizadas na medicina popular para minimizar os sintomas gastricos.
Alguns fatores influenciam a utilizacdo desses fitoterapicos como, por exemplo,
menos efeitos colaterais e uma seguranca quanto ao seu uso (FALCAO et al., 2008;
ZAGHLOOL et al., 2015).

Diversas plantas medicinais vém sendo usadas no tratamento Ulceras por
serem na sua maioria compostas por principios ativos como flavondides, taninos ou
terpendides que geralmente demonstram atividade anti-Ulcerativa e por
apresentarem acdes antioxidante inerentes, acdes citoprotetoras ou anti-secretoras
(MENDONCGCA et al., 2016; CHEN et al., 2015).

1.4 Plantas como Alternativa Terapéutica

1.4.1 Subprodutos de frutas

O Brasil é reconhecido mundialmente como grande produtor de frutas que
leva a um grande crescimento das atividades agroindustriais. Em consequéncia
desse grande crescimento € o aumento proporcional de subprodutos vindos das
atividades de processamento (OLIVEIRA et al., 2002).

Os subprodutos de frutas sdo materiais organicos que se compdem de peles
(cascas), sementes e fracbes de polpa que apresentam diferentes formas e
tamanhos normalmente desperdicados ou descartados pela industria processadora
(MAIA et al., 2007).

A principal fonte de subprodutos agroindustriais € o setor de processamento
de sucos que na atividade gera de 30 a 40% destes materiais. Em detrimento desta
realidade, diversos estudos buscam destina-los de forma segura e econdmica,
caracterizando suas composicbes quimicas e 0s convertendo em produtos
comerciais ou matérias-primas para processos secundarios (VILAS BOAS et al.,
2001).

Com a mudanca dos habitos alimentares da populagédo, que esta cada vez
mais consciente da importancia de uma alimentacdo saudavel e uma dieta
equilibrada com produtos naturais como frutas e seus derivados. Aumentando a

demanda por sucos e promovendo o desenvolvimento na capacidade de produgéo e



25

processamento, 0 que vem a assegurar a oferta desses produtos no mercado (MAIA
et al., 2007).

Dessa forma o material descartado pelas industrias na producédo do suco é
em média de 45% em massa dos frutos. Este residuo apresenta grande potencial
para ser usado como matéria-prima de excelente qualidade para as industrias
farmacéutica, alimenticia e de ra¢gdes (VILAS BOAS et al., 2001).

Diante disso, existe uma atenc¢do mundial na possibilidade do aproveitamento
desses subprodutos buscando associar a melhoria do valor nutritivo da dieta da
populacdo e a reducdo desses subprodutos das industrias de alimentos,
principalmente aquelas que processam frutas e hortalicas (LAUFENBERG et al.,
2003; LOUSADA JUNIOR et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que as frutas sdo ricas em muitos nutrientes e
compostos bioativos com atividades antioxidantes, e que esses cOompostos se
concentram em sua maioria nas cascas e sementes (COSTA et al., 2000; MELO et
al., 2008).

Varios autores tém associado os efeitos benéficos a saude do homem, do
consumo regular de frutas, vegetais e grdos a presenca de substancias
antioxidantes, como os compostos fendlicos, a vitamina C e 0s carotendides
(VASCONCELOS et al., 2006; KIM et al.,2007; PIENIZ et al., 2009).

Dentre os diversos constituintes dos subprodutos, enfatiza-se a presenca de
carboidratos complexos denominados polissacarideos. Estes compostos que
correspondem a macromoléculas constituidas por centenas de mondémeros, estéo
presentes em diversos organismos vivos exercendo funcdes estruturais e de
material de reserva suprindo o metabolismo energético (SANTOS et al., 2010).

Aliado a esse fato, propriedades como a biodegradabilidade, a abundancia na
natureza e versatilidade de aplicacbes fazem estas macromoléculas serem
amplamente utilizadas na engenharia, biotecnologia e medicina (OVODOV, 1998;
EIRAS et al., 2007).

Os principais polissacarideos encontrados em vegetais sdo as celuloses,
hemiceluloses e pectinas que sdo macromoléculas de composi¢cdo heterogénea.
Essas estruturas séo utilizadas em diversas aplica¢cfes tanto na industria alimenticia
como na farmacéutica e cosmeética sendo sua extracdo e caracterizacdo de
fundamental importancia para que se possa determinar a sua aplicabilidade (PAULA
et al., 2010).
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Propriedades antitumorais, antivirais e anti-inflamatorias dos polissacarideos
ja foram formalmente notificadas e estudos seguem neste contexto, para que se
possa melhor elucidar o mecanismo de acdo destas macromoléculas (LI et al.,
2011). Alguns deles sdo capazes de modular a proliferacdo e ativacdo de células
imunocompetentes (KIM et al., 2007), aumentando a expressdao de citocinas
(HAUER; ANDERER, 1993) e de receptores de superficie (MUELLER et al., 1989),
além de atuarem como agentes anti-tumorais (LI et al., 2011), anti-virais (ZHANG et
al., 2004; LI et al., 2011) e anti-inflamatorios (ZHANG et al., 2004).

1.5 Malpighia emarginata (Acerola)

A acerola (Malpighia emarginata D.C.) é um fruto avermelhado também
conhecida como cereja-das-Antilhas, sendo originério da regido das Antilhas, norte
da América do Sul e América Central. Seu cultivo teve maior crescimento na década
de 90 quando foi descoberto seu alto teor de vitamina C, com isso foi iniciado seu
plantio em Porto Rico e posteriormente em Cuba, Florida e Havai. Sua insercdo no
Brasil ocorreu pelo nordeste brasileiro em 1956, onde as sementes s&o advindas de
Porto Rico (LIMA et al., 2003; EMBRAPA, 2012).

Sabe-se que os produtos naturais despertam a atencdo da medicina e
pesquisadores e com a acerola ndo é diferente, pois seu alto teor de vitamina C e
outras substancias antioxidantes desempenham diversas fungfes biolégicas, uma
delas é reciclar a vitamina E, participa da producdo e manutencdo do colageno,
minimiza os danos causados pelos radicais livres, que estdo envolvidos na
patogénese de diversas doencas, dessa forma sua ingestdo pode ajudar no
tratamento de diversos processos patoldgicos. A ingestdo de vitamina C em doses
elevadas é muito Uutil no tratamento de gripe, resfriado, tuberculose, afeccdes
pulmonares, doencas hepaticas ou das vias biliares entre outras (EMBRAPA, 2012).

Evidencias de que o consumo de frutas e hortalicas é benéfico para a
manutencdo da saude humana e que diferentes componentes biologicamente ativos
com potencial atividade antioxidante sdo importantes para a prevencéo de doencas,
esse fato vem conscientizando os brasileiros e contribuindo no fortalecimento e
difusédo do consumo da acerola. A acerola (Malpighia emarginata), um fruto tropical,
€ bem conhecida como uma fonte extremamente rica em vitamina C, aonde seu teor
de vitamina C chega a ser 100 vezes maior que da laranja e 10 vezes maior que a

goiaba, também rica em nutrientes como carotendides, tiamina, riboflavina e niacina
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(MESQUITA; VIGOA, 2000; HWANG et al., 2002).

A composicao dos subprodutos € extremamente diversificada e depende da
origem da matéria-prima e da técnica de producdo como podemos ver na tabela
seguinte (Tabela 1) (KASUM, 2002; NOGUEIRA et al., 2002; ROSS; LIMA et al.,
2003).

Tabela 1 - Composigéo fisico-quimica de subprodutos provenientes do processamento da acerola.

Componentes Subproduto
Acerola

Cinzas (%) 0,55
Proteinas (%) 1,65
Lipideos (%) 3,59
Celulose (%) 35,07
Hemicelulose (%) 17,17
Antocianinas (ug/100 g) 8,84
Flavonodides (ug/g) 1,04
Vitamina C (mg/100g) 89,55
Fendlicos Totais (mg/100g) 247

Fonte: Adaptado de Lousada Junior et al. (2006) e Sousa et al. (2011).

A acerola ja tem seu uso difundido na fabricacéo de licores, geleias, doces em
calda e em pasta, sorvetes, chicletes e bombons. Pode ainda ser consumida in
natura, sob a forma de suco natural, ou como fonte enriquecedora de vitamina C
guando associada ao suco de outras frutas (EMBRAPA, 2012).

Empresa processadora de sucos e de poupas no Nordeste brasileiro no ano
de 2009 processou 10.500 toneladas de acerola chegando a um pico de 120.00
toneladas/frutas/dia. No processamento da acerola, apdés a extracdo do suco, O
subproduto gerado corresponde a semente triturada e polpa, o que segundo
Vasconcelos et al. (2002), corresponde de 15 a 41% do volume total de toda acerola
processada. Avaliando trés diferentes cultivares de aceroleiras, Carpentieri-Pipolo et
al. (2002) determinaram que em média 24% da fruta correspondem a subproduto,
valor semelhante ao estimado por Folegatti e Matsuura (2003) que foi de 25%.

Os subprodutos agroindustriais utilizados no presente experimento foram
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obtidos do processamento diario de uma industria produtora de polpas de frutas
localizada em Fortaleza (CE- Brasil), sendo provenientes do processamento da
acerola constituido basicamente por peliculas, cascas, sementes e residuos de
polpa. Os subprodutos foram transportados para o Laboratério de Frutas e
Hortalicas da Universidade Federal do Cear4, congelados a -50° C e liofilizados.

Figura 4- Fluxograma de extracdo do subproduto da acerola.
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Fonte: Sabino (2015).
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Apdés completa secagem, cada material foi pulverizado em liquidificador
industrial até a obtencdo de farinhas finas, sendo armazenados sob-refrigeracao

(12°C) em potes de polietileno sem contato com a umidade (FIGURA 5).

Figura 5 — Subprodutos da acerola pulverizada e liofilizada para armazenagem e distribuicdo para
realizagdo do experimento. Painel A: subproduto da acerola pulverizada; Painel B e C: subproduto da
acerola em pote de polietileno.

Fonte: Sabino (2015).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A abordagem terapéutica para o tratamento de Ulceras gastricas tem como
estratégia a utilizagdo de farmacos que inibem a bomba de préton, os citoprotetores
e 0s antagonistas do receptor H2. Entretanto o uso dessas drogas est4 associado a
varios efeitos adversos, como nauseas, ginecomastia, impoténcia, diarréia, reacdes
alérgicas entre outros. Dessa forma a procura por agentes com menos efeitos
colaterais e mais eficazes € bastante relevante, sendo fatores que levam a
populacdo a buscar meios alternativos, através do uso de plantas medicinais
(CHOUDHARY et al., 2013; ARAB et al., 2015; HALABI et al., 2014).

A falta de estudos sobre a extracdo potencial de compostos de interesse
biologico limita o destino dado a estes materiais, que em sua maioria acabam se
tornando lixo organico. Estudos apontam o potencial biotecnolégico do uso de
polissacarideos principalmente na indastria alimenticia e farmacéutica considerando,
neste Ultimo caso, sua efetiva atividade biologica contra bactérias, virus e tumores,
por exemplo.

Sabendo que a quantidade destes materiais pode chegar a toneladas, é de
interesse econdmico, ambiental e cientifico a utilizacdo desses produtos, sendo
necessaria uma investigacao cientifica para que seja possivel a sua utilizacdo de
forma eficaz e segura. De diferentes substratos, existem poucos registros na
literatura sobre a caracterizacdo estrutural de polissacarideos provenientes de
subprodutos agroindustriais do processamento de frutos (ROSS; LIMA et al., 2003;
MARTINS; FARIAS, 2002; AJILA et al., 2007; PELIZER et al., 2007).

Com intuito de descobrir novos efeitos do subproduto agroindustrial da
acerola (Malpighia emarginata) esse estudo surgiu a partir do estudo de (SABINO,
2015) que demonstrou o efeito protetor e antioxidante no modelo de gastropatia
induzida por etanol.

Dessa forma, o presente estudo pretende avaliar a atividade anti-inflamatoria
e antioxidante dos polissacarideos provenientes de subprodutos agroindustriais do
processamento da acerola (Malpighia emarginata) no modelo de lesdo gastrica
induzida por naproxeno em camundongos, através de uma abordagem morfolégica
envolvendo técnicas de histomorfometria e imunohistoquimica, bem como de

analises bioquimicas como: dosagem de citocinas, MDA, MPO e GSH.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante dos polissacarideos
provenientes de subprodutos agroindustriais do processamento da acerola
(Malpighia emarginata) no modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno em

camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a toxicidade do subproduto agroindustrial do processamento da

acerola (Malpighia emarginata), através da técnica de MTT.

v Avaliar o efeito dos polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais
do processamento da acerola (Malpighia emarginata), através de uma analise
macroscopica (planimetria) e microscépica (escores histologicos), na lesdo

gastrica induzida por naproxeno em camundongos.

v Compreender a atividade antioxidante dos polissacarideos isolados de
subprodutos agroindustriais do processamento da acerola (Malpighia
emarginata) na concentracdo da glutationa reduzida (GSH) na mucosa

gastrica de camundongos submetidos a gastropatia por naproxeno.

v' Avaliar a sua acao sobre o estresse oxidativo no tecido gastrico através de
medidas da concentracdo de malondialdeido (MDA), na mucosa gastrica de

camundongos submetidos a gastropatia por naproxeno.

v" Analisar o efeito dos polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais
(casca) do processamento da acerola (Malpighia emarginata) na migragao de
neutrofilos, pela técnica de dosagem de mieloperoxidase (MPO), no modelo

de lesdo gastrica induzida por naproxeno em camundongos.
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v’ ldentificar a expressdo das citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a

através da dosagem das citocinas.

v Avaliar por meio de imunohistoquimica a expressado IL-1, IL-10, TNF-a e
COX-2 no modelo de gastropatia induzida por naproxeno em camundongos
pré-tratados com polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais do

processamento da acerola (Malpighia emarginata).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencdo do subproduto do processamento da acerola (Malpighia
emarginata)

Os subprodutos agroindustriais utilizados no presente experimento foram
obtidos do processamento diario de uma industria produtora de polpas de frutas
localizada na cidade de Fortaleza-CE; Brasil, sendo provenientes do processamento
da acerola e constituidos basicamente por peliculas, cascas, sementes e residuos
de polpa. Depois de realizada a extracdo, purificacdo e calculo dos rendimentos
finais das fracbes polissacaridicas extraidas dos subprodutos do processamento da
acerola, foram transportados para o Laboratério de Frutas e Hortalicas da
Universidade Federal do Ceara, congelados a -50° C e liofilizados. As analises foram
realizadas no Laboratério de Frutos e Hortalicas do Departamento de Tecnhologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.
Posteriormente o subproduto ja liofilizado (PCA) foi cedido pelo Prof. Francisco

Wilane para realizagéo desse estudo.

4.2 Analise de viabilidade celular através do ensaio de MTT in vitro

A citotoxicidade das fracbes polissacaridicas foi determinada segundo o
descrito por Mossman (1983) utilizando o MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
brometo de tetrazdlio]. Enzimas desidrogenases mitrocondriais tém a capacidade de
clivar o anel tetrazdlio do corante utilizado, formando um cristal insolavel de
formazan de cor roxa. Apds a solubilizacdo com DMSO (dimetil-sufoxido), obtém-se
uma solucdo cuja absorbancia pode ser medida, sendo que a intensidade da cor
mensurada sera diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Para o
procedimento, 200uL da suspensdo celular (aproximadamente 20000 células -
cultura IEC 6) foram incubadas em placas na estufa de CO2 pelo periodo de 24
horas. Passado a incubacdo o meio de cultura foi removido e as células foram
tratadas com 100uL das solugbes contendo as fragdes polissacaridicas (PCA)
(concentracdes de 50 e 100%) e o controle positivo (toxina A do Clostridium difficile),
sendo incubadas em estufa de CO2, por mais 24 horas e posterior remo¢ao do meio
de cultura. Os pocos da placa foram lavados 2 vezes com PBS estéril e a cada um
foram adicionados 100uL da solugdo de MTT (5mg/mL) em meio Krebs. O sistema

permaneceu em repouso por 20min a 37°C, no escuro. Apés a incubacéo, a solucao
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de MTT foi removida e foi adicionado 1mL de isopropanol-acido para dissolver os
cristais de "formazan". Finalmente foi adicionado a todos os pogos 100uL de DMSO
puro, sendo a placa agitada por 5 min com espera de mais 5min para a estabilizacéo
da cor. As amostras foram colocadas em cubetas de 1,5mL e a absorbancia lida a
570nm no espectrofotdmetro, usando como branco uma solugdo preparada com
0,5mL de MTT (0,5mg/mL) e 1mL de isopropanol-acido. Os resultados das
absorbancias obtidas foram submetidos ao teste de comparacdo multipla de

Bonferroni's e os resultados expressos em média e desvio padrao.

4.3 Animais

Foram utilizados 90 camundongos, de ambos 0s sexos, pesando entre 25 e
30 g. Eles foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura de 22 + 2°C
num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais foram privados de alimento por 18h
antes dos experimentos, tendo acesso livre a agua. Os ratos foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Ceard — UFC e pelo Biotério Setorial do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC.

4.4 Modelo de leséo gastrica induzida por Naproxeno (NPX)

4.4.1 Padronizacdo do modelo de lesdo gastrica induzida por NPX em
camundongos

Os camundongos foram pré-tratados com 0,5% de carboximetilcelulose
(veiculo/grupo controle) ou polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais
do processamento da acerola (Malpighia emarginata) (PCA) na dose de 3, 10 e 30
mg/Kg. Ap6s 30 minutos, o NPX (300 mg/kg, v.0.) foi administrado. O grupo controle
recebeu apenas veiculo ou veiculo + naproxeno. Decorridas 6 horas apds a
administracdo do NPX, os animais foram eutanasiados por uma dose letal de
ketamina e cloridrato de xilazina (respectivamente, 200/60 mg/kg), os estdmagos
foram retirados rapidamente e abertos pela curvatura maior e lavados com 0,9% de
soro fisiolégico. A avaliagdo das lesBes da mucosa gastrica foi realizada depois do
orgao ser estirado. O dano gastrico foi medido por planimetria por meio do software
Image J. Amostras dos estdmagos foram fixadas em formalina a 10% imediatamente
apos a remocao para avaliacdo histolégica subsequente. Além disso, as amostras

foram pesadas, congeladas e armazenadas a -70 °C até serem utilizadas para



35

posteriores andlises bioquimicas (Figura 6).

Figura 6- Fluxograma ilustrativo para protocolo de lesdo gastrica e pré-tratamento com subproduto da
acerola
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Fonte: Figura adaptada.

4.5 Protocolo experimental

4.5.1 Grupos experimentais

Grupo CMC: Os animais CMC 0,5% por via oral. Esse grupo recebeu apenas
solugao de CMC.

Grupo NPX+CMC: Os animais receberam apenas NPX (300mg/kg. v.0) +
CMC 0,5%, 0,5 ml por v.o, por gavagem. Esse grupo recebeu NPX diluido em CMC
0,5% e CMC 0,5%.
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Grupo PCA (3 mg/Kg) mais ulcera péptica induzida por NPX: Os animais
foram pré-tratados com polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais do
processamento da acerola (Malpighia emarginata) (PCA) na dose de (3 mg/Kg. v.0.)
por gavagem 0,5 ml diluido em agua destilada. Ap6s 30 minutos foi administrado 0,5
ml de NPX (300mg/kg. v.0.) diluido em CMC 0,5%.

Grupo PCA (10 mg/Kg) mais ulcera péptica induzida por NPX: Os animais
foram pré-tratados com polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais do
processamento da acerola (Malpighia emarginata) (PCA) na dose de (10 mg/Kg.
v.0.) por gavagem 0,5 ml diluido em &gua destilada. Apdés 30 minutos foi
administrado 0,5 ml de NPX (300mg/kg. v.0.) diluido em CMC 0,5%.

Grupo PCA (30 mg/Kg) mais ulcera péptica induzida por NPX: Os animais
foram pré-tratados com polissacarideos isolados de subprodutos agroindustriais do
processamento da acerola (Malpighia emarginata) (PCA) na dose de (30 mg/Kg.
v.0.) por gavagem 0,5 ml diluido em agua destilada. Ap6s 30 min foi administrado
0,5 ml de NPX (300mg/kg. v.0.) diluido em CMC 0,5%.

4.6 Protocolo Experimental
4.6.1 Avaliacao da Atividade Gastroprotetora

Todos os animais foram avaliados apds os tratamentos para avaliacdo das
lesBes gastricas induzidas por naproxeno em camundongos. O percentual da face
glandular géstrica lesionada foi determinado com o auxilio de um programa de
lanimetria computadorizada (imageJ®). A area ulcerada foi expressa em termos de
percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico (ROBERT et al., 1979).
4.6.2 Analise macroscOpica da mucosa gastrica de camundongos tratados com
extrato isolados de (PCA) no modelo de lesdo géastrica induzida por naproxeno
em camundongos

Os animais foram sacrificados 6 horas apds a indugdo da lesédo gastrica, os
animais foram analgesiados com ketamina e cloridrato de xilazina (respectivamente,
200/60 mg/kg) e posteriormente eutanasiados. ApoOs deslocamento cervical foi
realizado uma laparotomia para remocdo do estdbmago, os estdbmagos foram
removidos e abertos ao longo da grande curvatura lavados com agua destilada e
colocados em solucédo de (PBS) (Ko JK-S & Cho CH, 1998). Em seguida, 0s
estbmagos foram abertos com auxilio de alfinetes em uma mesa plana com fundo

branco e entdo fotografado com camera digital para analise das alteracdes
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macroscopicas com uso de um programa de planimetria computadorizada (Imagem
J) (FIGURA 7).

Figura 7- Figura adaptada. Fotomicrografias da mucosa gastrica abertos em local plano com fundo
branco e uso do programa de planimetria Image J — indice de lesdo gastrica (mmz). Painel A:
estdbmago aberto em fundo branco e plano; Painel B: Andlise da area total do estdmago no programa
de planimetria Image J; Painel C: Andlise das areas de lesdo do estdbmago no programa de
planimetria Imagem J

Fonte: Proprio autor.

4.6.3 Analise histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos pré-
tratados com extrato isolado de (PCA) no modelo de lesdo géstrica induzida

por naproxeno em camundongos

Para avaliagdo histologica, as amostras de estdbmago foram fixadas em
solugéo de formol a 10% por 24 h. Apoés a fixagéo, as amostras foram transferidas
para uma solucao de alcool 70%. O material foi, em seguida, embebido em parafina
e seccionado; Secdes de 4 micrometros de espessura foram desparafinizadas,
coradas com hematoxilina e eosina (H & E) para o estudo em microscopio o6tico. As
amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de (LAINE; WEINSTEIN,
1988), sendo avaliada a perda da arquitetura de células (escores de 0-3), edema na

superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e infiltracdo de
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células inflamatorias (escores de 0-3), sendo 14 o escore méaximo. Toda a avaliacdo
histopatoldgica foi realizada por um patologista experiente, por meio de um estudo

cego.

4.7 Avaliacdo da Atividade Antioxidante Através da Determinacdo da
concentracédo de glutationa (GHS)

A concentracdo de glutationa (GSH) em amostras de tecidos do estdmago foi
realizada de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay, (1968). Para
determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, uma amostra de 50 a
100 mg de tecido do estbmago 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 tampéo
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 412 nm
em espectrofotbmetro. As concentra¢des de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram

expressas em ug/g de tecido.

4.8 Avaliacdo do Dano Oxidativo Através da Analise da Concentracdo de
malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram determinados pelo método escrito por Mihara e
Uchiyama (1978), baseado na reacdo com o acido tiobarbitarico. As amostras de
tecidos do estomago foram homogeneizadas com 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, 3ml de H3PO4 (1%) e 1ml de uma solu¢do aquosa
de acido tiobarbitirico aquoso (0.6%) foram acrescentados. Os tubos foram
aguecidos por 45 minutos em um banho de agua fervendo e a mistura reacional foi
entdo resfriada em um banho de agua gelada, seguida da adicdo de 4ml de n-
butanol. Os conteldos foram misturados por 40 segundos com um misturador
"vortex", centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos e a absorbancia da camada
organica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em

mmol/g de tecido.
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4.9 Avaliagcdo da infiltracdo neutrofilica através determinagdo da concentracéo

de mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxodase € uma peroxidase abundante nos granulécitos neutrofilos
e amostras de tecido gastrico, coletadas dos camundongos pré-tratados com os
polissacarideos e submetidos a gastropatia por naproxeno, foram pesadas
colocados num tampao de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio
(pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e posteriormente homogeneizados num Politron. A
seguir, 0 homogenato foi centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos. A atividade da
MPO por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita por BRADLEY et al,
1982.

4.10 Dosagem da citocina TNF-a e IL-6

Os niveis da citocina IL-6 e TNFa foram quantificadas por ELISA. Para a
dosagem de IL-6 e TNF-q, foi utilizado a melhor dose polissacarideos isolados de
subprodutos agroindustriais do processamento da acerola (Malpighia emarginata)
(PAC 30 mg/kg). Os tecidos coletados foram homogeneizados em PBS. A detecc¢éo
da citocina IL-6 foi realizada por meio do Kit DuoSet (R&D Systems, EUA).
Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com o
anticorpo de captura para IL-6 por 18h em temperatura ambiente com 100uL de
anticorpo para cada poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com
200uL de tampéao de lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200uL de
BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h.

Apo6s o bloqueio, 100uL das amostras ou da curva padrao foram adicionadas
em cada poco e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram entéao
lavadas trés vezes com 200ul de tampdo de lavagem e depois incubadas com
anticorpo de deteccdo para IL-6 em temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa
seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampao
de lavagem e incubadas com 100 uL de estreptavidina em temperatura ambiente por
20 minutos.

Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampao de
lavagem. Na etapa seguinte, 100 pL da solugdo substrato para revelagéao (R&D
Systems, EUA) foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 20 min a

temperatura ambiente protegidos da luz. A reagdo enzimatica foi cessada,
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adicionando 50 pL solugdo de parada (H,SO,). Enfim, a absorbancia foi medida a

450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.11 Imunohistoquimica para deteccédo de IL-10, COX2, IL1-B e TNF-a

A imunohistoquimica para IL-10, COX2, IL1-B e TNF-a, foi realizada
utiizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981).
seguir, os tecidos foram desidratados em alcool sendo, entdo, incluidas em
parafina. ApOGs este procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 pm em
micrétomo apropriado e colocados em laminas de L-polilisina, apropriadas para a
realizacdo de imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em
xilol e &lcool e imersos em tampéo citrato 0,1 M (pH 6,0), e (9.0.sob aguecimento
em banho maria, por 30 minutos para a recuperacdo antigénica a 95°C. Ap6s o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase endogena com solugdo de H202 a 3% (20 minutos). Em seguida foi feito
bloqueio de proteina (protein in block) por 20 minutos. Os cortes foram incubados
orvenight com anticorpo primario de cabra anti-IL10 (Santa Cruz),diluido 1:200
COX2 diluido 1:100, IL1-B 1:00 e TNF-a Apds a lavagem em PBS, foi feita a
incubacdo com secundario (de deteccao) bitinilado IgG anti cabra e coelho diluido
1:400 (Santa Cruz), por 30 minutos.

Depois de lavado, os cortes foram incubados com o complexo
estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo ABC Santa Cruz) por 30 minutos.
Apés nova lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o cromoégeno
3,3'diaminobenzidine-peréxido  (DAB), seguida por contra-coloracdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e
montagem das laminas. Controles negativos foram processados simultaneamente
como descritos acima, sendo que o anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA
5%.

As imagens foram capturadas por meio de um microscoépio de luz acoplado a
uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5 (leica DM1000, Alemanha).
Fotografaram 10 campos por corte histolégico no aumento de 40x, e foi realizada a
contagem de células positivas marcadas por cada campo utilizando o Image J. Foi
considerada células positivas marcadas com coloracdo marron citoplasmatica e

nuclear.
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4.12 Anélise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como meédia + desvio
padrao da média (DPM), exceto os escores histopatologicos que foram expressos
pela mediana.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versdo 5.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os grupos foram
utilizados os seguintes testes: teste de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni e para os escores histoldgicos foi
realizado teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. O nivel de
significancia adotado foi de 0,05 (a = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse

valor foram considerados significantes.

4.13 Aspectos Eticos

Os protocolos desenvolvidos estdo de acordo com os padrbes de uso de
animais experimentais. Este projeto foi submetido & apreciacéo pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara com parecer favoravel N°
105/2015.
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5. RESULTADOS
5.1 Andlise de viabilidade celular através do ensaio de MTT in vitro

Através da aplicacdo do teste com o MTT pode-se observar uma correlacédo
direta entre a integridade fisica e funcional da membrana plasmatica e do
metabolismo mitocondrial das células expostas as diferentes concentracdes (50 e
100%) do material estudado. Na Tabela 2, estdo presentes os resultados
encontrados para a porcentagem de células viaveis, apds a exposicao a fracdes dos
polissacarideos estudados.

As densidades oOticas, apresentadas na Tabela 2, refletem a viabilidade das
células frente a exposicdo das mesmas ao controle negativo (células e meio de
cultura), controle positivo (toxina A do C. difficile) e as fracdes dos polissacarideos
estudados. As duas concentracbes analisadas apresentaram valores de
absorbancia superiores ao controle positivo, o que indica que a nao inibicdo do
crescimento celular e consequentemente esse percentual de viabilidade celular
(cultura IEC-6) a néo toxicidade dos polissacarideos estudados. O resultado desta
andlise traz seguranca para continuar com o estudo em questdo, uma vez que se

trata de um material seguro a saude.

Tabela 2 - Absorbancias das culturas celulares expostas aos polissacarideos extraidos dos
subprodutos da acerola

Polissacarideo Absorbéancia (570 nm)
50% 100%
Controles Absorbéancia (570 nm)
C() 0,166 + 0,04
CH) 0,0675 * 0,03

C(-): Controle negativo — Células e meio de cultura; C(+): Controle positivo: Cultura celular e toxina A
do Clostridium difficile; Células epiteliais (cultura IEC 6) expostas a extratos contendo concentracéo
de 50 e 100% dos polissacarideos estudados. Resultados apresentados em média e desvio padrédo
pelo teste de Bonferroni's.
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5.2 Avaliacdo do efeito protetor dos extratos isolados (PCA) no modelo de
gastropatia por naproxeno (NPX) em camundongos — analise macroscopica e

planimetria

Na figura 9 mostra a quantificacdo das lesdes gastricas por mmz2 observadas
no painel figura 8. PGde se observar que os animais tratados somente NPX 300
mg/kg (34,82 + 4,717) apresentaram aumento (p<0,05) nas lesdes macroscopicas
da mucosa gastrica quando comparado ao grupo carboximetilcelulose (CMC). O pré-
tratamento com PCA nas trés doses testadas (3, 10 e 30mg/Kg), reduziu de forma
significativa, a lesao géastrica provocada pela administracdo do naproxeno.

Figura 8- Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos pré-tratados com Malpighia
emarginata e/ou naproxeno (NPX): Painel A: grupo carboximetilcelulose (0,5 ml/Kg, via oral); Painel
B: grupo CMC (0,5 ml/Kg, via oral) + naproxeno (300 mg/kg, v.0); Painel C: PCA (3 mg/kg, v.0) +
naproxeno (300 mg/kg, v.0); Painel D: PCA (10 mg/kg, v.0) + naproxeno (300 mg/kg, v.0); Painel E:
PCA (30 mg/kg, v.0) + naproxeno (300 mg/kg, v.0).

Fonte: Proprio autor.

Quantificando as lesbes gastricas por planimetria, através do programa Image
J (figura 9), podemos observar que o0s animais tratados apenas com CMC 0,5%
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(grupo controle) ndo apresentaram lesdo na mucosa gastrica, enquanto que a
administracdo de naproxeno na dose de 300mg/Kg resultou no aparecimento de
multiplas lesdes gastricas, quando comparado com o grupo controle (1 + 1).

Os animais pré-tratados com PCA nas trés doses testadas de 3(26 * 2,545),
10 (12,72 £ 0,7341) e 30mg/Kg (10,92 + 2,083), reduziu de forma significativa, a

les@o gastrica provocada pela administracdo do naproxeno (34,82 + 4,717).

Figura 9 - Efeito protetor dos extratos isolados (PCA) nas doses de 3, 10, 30 mg/kg no modelo de
lesdo gatrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com 0 grupo
CMC (controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno; (c) p<0.05, quando
comparado com o grupo PCA 3mg/Kg. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido
do teste de Bonferronis.
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NAPROXENO(300 mg/kg)

Fonte: Proprio autor.
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5.3 Avaliagdo microscoépica pelos critérios de Laine (1988) de camundongos
pré-tratados com extratos isolados (PCA) nas concentracfes de 3, 10 e 30
mg/Kg de peso corporal, no modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno
(NPX).

A tabela 3 mostra as alteracbes microscépicas que foram observadas por
microscopia Optica e avaliadas através de escores de maneira geral de um
fragmento de tecido do estdbmago. Foi observado o desarranjo nas glandulas
gastricas com perdas das células epiteliais, edema, hemorragia e intensa infiltracéo
de células inflamatérias no grupo NPX quando comparado com o0 grupo controle. A

tabela 3 mostra os valores em escores das alteracdes

Tabela 3 — Avaliacdo microscépica pelos critérios de Laine (1988) de camundongos pré-tratados com
0s extratos isolados (PCA) nas concentracdes de 3, 10 e 30 mg/Kg de peso corporal, no modelo de
lesdo gastrica induzida por naproxeno (NPX). Valores denotam mediana com minimo e maximo,
respectivamente. Teste de Kruskal- Wallis. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC
(controle) (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno (NPX, (c) p<0.05, quando
comparado com o grupo PCA 3mg/Kg.

Grupo Lesdo Edema Perda de |Infiltrado de Total
Experimental | hemorragica arquitetura células
(escore 0-4)| yas células (Escores 14)
(N=5) (escore 0-4) (0-3)
(escore 0-3)

CMC 0 (0-0) 0 (0-0) 0,5 (0-1) 0 (0-0) 0,5 (0-1)
(Controle)

NPX 2(1-3)° 3(1-3)° 3(2-3)° 2,5(2-3)% |10,5(1-3) ®
PAC 3mg 2(1-2)*° [ 102> [15@1-2)*"| 2@1-2)*° [6,5(1-2) %"
PCA 10mg 0,5(0-1)° | 1(0-2*" | 1(1-2*° | 0(0-1)° [2,5(0-2)*P¢
PCA30mg | 0(0-1)> [ 1(0-1)* | 0(0-1)*™° | 0(0-1)*>° [ 1(0-1) *"°

Fonte: Proprio autor.

O extrato PCA na concentracdo de 3 mg/Kg reduziu de forma significativa o
edema e perda de arquitetura no modelo experimental de lesdo gastrica induzidas
por NPX,

semelhante ao grupo que foi tratado com NPX. O extrato PCA nas concentragdes

ja os parametros como lesdo hemorragica e infiltrado celular foi
de 10 mg/Kg foi capaz de reduzir de forma significativa o infiltrado de células, de
forma que permaneceu semelhante ao grupo tratado com CMC.

Ja o extrato PCA nas concentracfes de 10 e 30 mg/Kg reduziu de forma



46

significativa todos os parametros avaliados como hemorragia, edema, perda de
células epiteliais e a infiltracdo de células inflamatdrias no modelo experimental de
lesdo gastrica induzidas por NPX. A concentracdo do PCA 30 mg/Kg foi capaz de
preservar o tecido deixando os parametros de lesdo hemorragica e infiltrado de
células semelhante ao grupo tratado apenas com CMC.

5.4 Avaliagdo microscoépica pelos critérios de Laine (1988) de camundongos
pré-tratados com extratos isolados de (PCA) nas concentragdes de 3, 10 e 30
mg/Kg de peso corporal, no modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno
(NPX).

AlteracBes microscopicas também foram observadas por microscopia 6ptica.
Podemos observar o desarranjo nas glandulas géastricas com perdas das células
epiteliais, edema, hemorragia e intensa infiltracdo de células inflamatorias
provocados pela administracdo de NPX (naproxeno) na figura 10, quando
comparado com o grupo controle.

O PCA nas concentragbes de 3, 10 e 30 mg/Kg, diminuiram de forma
significativa os parametros avaliados como hemorragia, edema, perda de células
epiteliais e a infiltracdo de células inflamatérias no modelo experimental de lesdo

gastrica induzidas por NPX (figura 10).
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Figura 10 - Fotomicrografias da mucosa géastrica de camundongos pré-tratados PCA e/ou naproxeno
(NPX): Painel A: grupo carboximetilcelulose (0,5 ml/Kg, via oral); Painel B: grupo carboximetilcelulose
(0,5 ml/Kg, via oral) + naproxeno (300 mg/kg, v.0); Painel C: PCA (3 mg/kg, v.0) + naproxeno (300
mg/kg, v.0); Painel D: PCA (10 mg/kg, v.0) + naproxeno (300 mg/kg, v.0); Painel E: PCA + naproxeno
(300 mg/kg, v.0).

PCA 3 + NPX

PCA 30 + NPX

PCA 10 + NPX

Fonte: Imagem retirada da web.
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5.5 Determinacdo da concentracdo de MDA (malondialdeido) na mucosa
gastrica de camundongos pré-tratados com o extrato PCA na concentracao de
3, 10, 30 mg/kg no modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno em
camundongos.

Na lesdo gastrica por NPX observamos um aumento significativo dos niveis
de MDA por nMol/mg (Figura 11), quando comparado com o grupo controle (CMC)
(1750 %= 83,71 nMol/mg). A administracdo do PCA nas doses de 3 mg/kg (2429 +
368,1 nMol/mg), 10 mg/kg (1970 £ 167,2 nMol/mg) e 30 mg/kg (1874 = 63,95
nMol/mg) reduziu de forma significatica a peroxidagéo lipidica induzida no modelo
de gastropatia por NPX (4531 + 720,7 nMol/mg).

Figura 11 — Determinacdo da concentracdo de MDA (malondialdeido) na mucosa géstrica de
camundongos pré tratados com o extrato PCA na concentragcao de 3, 10, 30 mg/kg no modelo de
lesdo gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo
CMC (controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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Fonte: O proprio autor.
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5.6 Determinacdo da concentracdo de GSH (glutationa) na mucosa gastrica de
camundongos tratados com o extrato de PCA nas concentracdes de 3, 10, 30

mg/kg no modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno em camundongos.

Na figura 12 A determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos na
mucosa gastrica de camundongos por (ug/g) mostrou que os niveis de glutationa
reduzida (GSH) no modelo de gastropatia induzida pela NPX. O grupo NPX (51,87 +
7,415 pg/g) observa-se uma deplecdo dos niveis de GSH quando comparado ao
grupo controle (123,4 £ 7,143 pg/g) (CMC). A administracdo do extrato PCA, nas
doses de 30 mg/kg (112,8 + 8,38 pg/g) e 10mg/kg (91,66 +10,05 ug/g) de peso
corporal, apresentou uma atividade antioxidante significativa, determinado através
da concentracdo de GSH no tecido gastrico, quando comprado com o grupo NPX
(51,87 + 7,415 pg/g). Dessa forma, podemos sugerir uma atividade antioxidante
importante e capacidade de preservar os niveis de GSH semelhantes ao grupo
controle (CMC) quando os animais sao pré-tratados com o extrato de PCA nas

concentragdes de 10 mg/kg e 30mg/kg.

Figura 12 — Determinacdo da concentracdo de GSH (glutationa) na mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com o extrato PCA na concentracdo de 3, 10, 30 mg/kg no modelo de
lesdo gatrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com 0 grupo
CMC (controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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Fonte: O proprio autor.
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5.7 Determinacdo da concentracdo de MPO (mieloperoxidase) na mucosa
gastrica de camundongos pré-tratados com o extrato de PCA na concentracao
de 30 mg/kg no modelo de lesdo gatrica induzida por naproxeno em
camundongos.

Na determinagéo da concentracdo de mieloperoxidase (MPO/mg) podemos
demonstrar que o extrato de PCA, apresentaram uma reducdo significativa nos
niveis de MPO no tecido gastrico avaliado. Para a dosagem de MPO foi utilizado a
melhor dose dos PCA (30 mg/kg). No modelo experimental, o NPX (0,3537 %
0,05421 mg) foi capaz de promover uma maior infiltracdo de neutréfilo na parede
gastrica, aumentando de forma significativa a concentracdo de MPO, quando
comparado com o grupo controle (CMC) (0,2233 + 0,01306 mg). Diante dos
resultados obtidos, foi observado que o PCA na dose de 30mg/Kg (0,2928 + 0,02449
mg), promoveu uma reducdo importante na concentragdo de MPO, quando
comparado com o grupo NPX (0,3537 + 0,05421 mg) (Figura 13).

Figura 13 — Determinacdo da concentracdo de MPO (mieloperoxidase) na mucosa gastrica de
camundongos pré tratados com o extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de lesdo
gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC
(controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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5.8 Dosagem de citocinas

Os niveis da citocina IL-6 e TNF-a na mucosa gastrica foram quantificados
por ELISA. Para a dosagem de IL-6 e TNF-q, foi utilizado a melhor dose do PCA (30
mg/kg).

5.8.1 Determinacéo da concentracéo de IL-6 (interleucina 6) e TNF-a na mucosa
gastrica de camundongos pré-tratados com o extrato de PCA no modelo de

les@o géstrica induzida por naproxeno em camundongos

As amostras estomacais foram submetidas a ensaio para determinagao das
concentracbes das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6 por pg/ml. Os dados
resultaram em um aumento significativo de IL-6 (135,4 + 18,33 pg/ml) e TNF-a
(137,9 £ 24,58 pg/ml) na mucosa gastrica dos animais tratados com NPX (Figura 14
e Figura 15) respectivamente. A administracdo de 30 mg/Kg do PCA foi capaz de
diminuir significativamente as citocinas IL-6 (88,54 = 9,52 pg/ml) e TNF- a (78,21 +
7,580 pg/ml) na mucosa gastricas, quando comparados com a mucosa dos animais
tratados com NPX (135,4 £ 18,33); 137,9 + 24,58 pg/ml).

Figura 14 - Determinacdo da concentracdo de IL-6 (interleucina 6) na mucosa gastrica de
camundongos pré tratados com o extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de lesdo
gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC

(controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A andlise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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Figura 15 — Determinacdo da concentracdo de TNF alfa na mucosa gastrica de camundongos pré-
tratados com o extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de leséo gastrica induzida
por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC (controle); (b)
p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno.
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Fonte: O proprio autor.

5.9 Efeito do PCA sobre a imunomarcacao de IL-1 (interleucina 1), IL-10, TNF-a
e COX-2 de camundongos pré-tratados com o extrato de PCA no modelo de

lesdo gastrica induzida por naproxeno em camundongos

5.9.1 Efeito do PCA sobre a imunomarcacdo de IL-1 (interleucina 1) de
camundongos pré-tratados com o extrato de PCA no modelo de lesdo gastrica

induzida por naproxeno em camundongos

Para demonstrar o papel da capacidade anti-inflamatoria podemos observar o
papel do extrato de PCA na capacidade de promover a diminuicdo da expressdo da
% de células IL-1b imunomarcadas/campo (Figura 16). Nossos dados resultaram em
um aumento significativo de IL-1 (6,500 * 0,5669 % de células IL-1b
imunomarcadas/campo) na mucosa gastrica dos animais tratados com NPX em
relacdo ao grupo veiculo tratado com CMC (3,125 + 0,2950 % de células IL-1b
imunomarcadas/campo). A administracdo de 30 mg/Kg do PCA foi capaz de diminuir

significativamente a IL-1 (2,000 £ 0,1890 % de células IL-1b imunomarcadas/campo)
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na mucosa gastricas, quando comparados com a mucosa dos animais tratados com
NPX (6,500 £ 0,5669 % de células IL-1b imunomarcadas/campo).

Figura 16 — Determinacdo IL-1 beta através de imunohistoquimica na mucosa géstrica de
camundongos pré-tratados com extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de lesao
gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC
(controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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Fonte: O proprio autor.

5.9.2 Efeito do PCA sobre a imunomarcacdao de IL-10 (interleucina 10) de
camundongos pré-tratados com o extrato de PCA no modelo de lesdo géstrica

induzida por naproxeno em camundongos

Para demonstrar o papel da capacidade anti-inflamatéria podemos observar o
papel do extrato de PCA na capacidade de promover um aumento da expressao da
% de células IL-10 imunomarcadas/campo (Figura 17). Nossos dados resultaram em
uma reducdo significativa de IL-10 (4,625 % 0,9051 % de células IL-10
imunomarcadas/campo) na mucosa gastrica dos animais tratados com NPX em
relacdo ao grupo controle tratado com CMC (5,250 + 0,8399 % de células IL-10
imunomarcadas/campo). A administracao de 30 mg/Kg do PCA foi capaz de elevar
significativamente a IL-10 (9,750 £ 1,461 % de células IL-10 imunomarcadas/campo)

na mucosa gastricas, quando comparados com a mucosa dos animais tratados com
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NPX (4,625 £ 0,9051 % de células IL-10 imunomarcadas/campo).

Figura 17 — Determinacao IL-10 através de imunohistoquimica na mucosa gastrica de camundongos
pré-tratados com extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de lesdo gastrica induzida
por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC (controle); (b)
p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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Fonte: O proprio autor.

5.9.3 Efeito do PCA sobre a imunomarcagcao de TNFa de camundongos pré-
tratados com o extrato de PCA no modelo de lesdo gastrica induzida por

naproxeno em camundongos

As amostras estomacais foram submetidas a determinacdo de TNFa % de
células imunomarcadas/campo através de imunohistoquimica. Os dados resultaram
em um aumento significativo de TNF-a (8,375 = 1,362 % de células TNF- a
imunomarcadas/campo) ha mucosa gastrica dos animais tratados com NPX (Figura
18) quando comparado com o grupo CMC (2,625 + 0,4978 % de células TNF- a
imunomarcadas/campo). A administracdo de 30 mg/Kg do PCA foi capaz de diminuir
a expressdo de TNF-a (6,125 * 1,060 % de células TNF- a imunomarcadas/campo)
na mucosa gastricas, quando comparados com a mucosa dos animais tratados com

NPX (8,375 £ 1,362 % de células TNF- a imunomarcadas/campo).
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Figura 18 — Determinacdo de TNFa através de imunohistoquimica na mucosa gastrica de
camundongos pré tratados com extrato de PCA na concentragdo de 30 mg/kg no modelo de lesao
gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC
(controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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5.9.4 Efeito do PCA sobre a imunomarcacdo de COX-2 de camundongos pré-
tratados com o extrato de PCA no modelo de lesdo géstrica induzida por
naproxeno em camundongos

Para demonstrar o papel da COX-2 podemos observar o papel do extrato de
PCA na capacidade de promover um aumento da expressao da % de células COX-2
imunomarcada /campo (Figura 19). Nossos dados resultaram no aumento
significativo de COX-2 (9,125 + 1,025 % de células COX-2 imunomarcada /campo)
na mucosa gastrica dos animais tratados com NPX em relacdo ao grupo controle
tratado com CMC (4,375 + 0,8224 % de células COX-2 imunomarcada /campo). A
administragcdo de 30 mg/Kg do PCA foi capaz de reduzir a expressdo de COX-2

(7,875 + 0,9342 % de células COX-2 imunomarcada /campo) na mucosa gastricas,
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guando comparados com a mucosa dos animais tratados com NPX (9,125 + 1,025 %

de células COX-2 imunomarcada /campo).

Figura 19 — Determinagcdo de COX-2 através de imunohistoquimica na mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com extrato de PCA na concentracdo de 30 mg/kg no modelo de leséo
gastrica induzida por naproxeno em camundongos. (a) p<0,05, quando comparado com o grupo CMC
(controle); (b) p<0.05, quando comparado com o grupo Naproxeno. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.
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6. DISCUSSAO

No estudo Leffa et al, 2017 e Leffa et al, 2014 mostra que a Malpighia
emarginata fruta popularmente conhecida como acerola e possui uma grande
guantidade de vitamina C, carotendides e flavondides sendo ela fonte antioxidante.
E que ao ser utilizado na dieta de camundongos com obesidade induzia, conseguiu
reduzir o estresse oxidativo, a genotoxicidade e trouxe efeitos benéficos nos rins, no
sangue e na medula 6ssea. Potencializando dessa forma os resultados encontrados
em nosso estudo.

O uso de plantas no tratamento de diversas enfermidades trata-se de
uma pratica milenar, estudos mostram que o uso de polissacarideos extraidos se
subprodutos agroindustriais no tratamento da lesdo gastrica foi extremamente
relevante tendo resultados positivos. Mostrando que o polissacarideo extraido de
subprodutos como a acerola, abacaxi, manga e maracuja nas concentracdes de
50% e 100%, quando testados em células ndo afetou o metabolismo da cultura
celular das mesmas. Sendo essas células vidveis mesmo apds a exposicdo aos
polissacarideos citados acima corroborando para o presente estudo (SABINO,
2015).

O experimento de citotoxicidade celular utilizados na presente pesquisa
objetivou determinar se o0s polissacarideos extraidos do subproduto estudado
afetariam a integridade da cultura celular testada. Através da aplicacdo do teste com
o MTT pode-se observar uma correlacao direta entre a integridade fisica e funcional
da membrana plasmética e do metabolismo mitocondrial das células expostas as
diferentes concentracdes (50 e 100%) dos materiais estudados. Estdo presentes 0s
resultados encontrados para a porcentagem de células viaveis, ap6s a exposicao a
fracOes dos polissacarideos estudados. As densidades éticas refletem a viabilidade
das células frente a exposicdo das mesmas ao controle negativo (células e meio de
cultura), controle positivo (toxina A do C. difficile) e as fracdes dos polissacarideos
estudados. As duas concentracdes analisadas apresentaram valores de absorbancia
superiores ao controle positivo, o que indica que a né&o inibicdo do crescimento
celular e consequentemente, a néo toxicidade dos polissacarideos estudados.

Dessa forma o extrato de PCA nas concentracdes de 50% e 100% se mostrou
gue a atividade antioxidante total (ATT) é extremamente relevante ja que a acerola

apresenta maior grandeza molecular. No estudo de Sabino (2015) mostra que o0s
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produtos de acerola, abacaxi e caju que apresentaram menores grandezas
moleculares (10-4 g/mol), foram aqueles que apresentaram maiores AAT, enquanto
0s produtos de manga e maracuja, que apresentaram as maiores massas molares
(106 e 105 g/mol, respectivamente), foram aqueles que apresentaram menores AAT.

Segundo Luo et al., 2010 a ATT € frequentemente utilizada para avaliacdo do
poder antioxidante total de compostos naturais, podendo ser utilizadas tanto em
solventes organicos como aquosos, sendo um eficiente indice que reflete a AAT dos
polissacarideos extraidos de diferentes substratos vegetais.

Os resultados do presente trabalho demonstram que os polissacarideos
isolados de subprodutos agroindustriais do processamento da acerola (Malpighia
emarginata) (PCA) sdo capazes de reduzir as lesdes gastricas induzidas por
naproxeno em modelo experimental em camundongo. O PCA reduziu o edema, o
infiltrado inflamatdrio e a alterag@o de arquitetura da mucosa gastrica.

A producédo de acido gastrico e a secrecdo mucosa sao fatores importantes
responsaveis pela manutencdo da integridade da parede gastrointestinal, mas
subjacentes ao equilibrio homeostatico, pois 0 comprometimento da homeostase
gastrica pode levar a erosdao da mucosa e ulceracdo (ROBERT, 1979). Alguns
estudos mostram que o desenvolvimento da lesédo da parede gastrica induzida por
anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINE) envolve um aumento na secrecéo de acido
gastrico e inibicdo da sintese de muco, levando a um declinio nos niveis de
prostaglandinas locais (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Com a inibicdo da biossintese de prostaglandinas no estdmago, diminuem
seus mecanismos de defesa, tornando este 6rgdo mais vulneravel a lesao
(BATLOUNI, 2010). Essa inibicdo € responsavel pelos principais efeitos colaterais
dos AINE, como gastrite, disfuncdo plaquetaria , comprometimento renal e
broncoespasmos (JUNIOR, e tal ., 2007), pois as PG mantém a integridade da
parede gastrica através da inibigao da secregao acida , estimulagao da secregao de
muco e bicarbonato , inibicao da ativa¢ ao de mastécitos , diminuicao da aderéncia
leucocitaria ao endotélio vascular , inibicado da apoptose , e aumento e manutencao
do fluxo sangliineo da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

O Naproxeno (NPX) é um AINE comumente prescrito, e esta frequentemente
associado a lesdes gastricas e enteropaticas (AADLAND et al., 1987), uma
propriedade atribuida a fatores que incluem ativacdo de neutrofilos, deficiéncia de

prostaglandinas enddégenas (PG) e aumento da producédo de espécies reativas de
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oxigénio (ERO) (TANAKA et al., 2001). A relacdo das ERO e as lesbes gastricas
induzidas por naproxeno foi esclarecida por alguns autores. Segundo Quintero e
Miranda (2000) e Dall’Acqua e Viola (2001), o naproxeno esta entre os compostos
que contém acido aril-propiébnico em sua estrutura quimica, o qual se comporta
como fotossensibilizador. Com a absor¢cdo de fotons do comprimento de onda
apropriado, o cromoforo atinge um estado excitado, e esta energia de excitacédo é
entdo transferida para moléculas de oxigénio, gerando ERO, como superoxido e
radicais hidroxila (ONOUE; TSUDA, 2006). As ERO reagem com o DNA nuclear,
resultando na quebra da sua cadeia, que segundo Condorelli et al. (1995) e Bosca,
Marin e Miranda (2001) é facilitada por uma interacdo ndo covalente entre o farmaco
e 0 DNA, induzida pela transferéncia de elétrons e de energia para o DNA.

Através de uma analise macroscopica observamos que a administracdo do
naproxeno (NPX) apresentou lesdo na mucosa géstrica, enquanto os animais que
receberam apenas o veiculo CMC (controle) ndo desenvolveram lesdo alguma.
Contudo, os pré-tratamentos com o extrato de polissacarideos da acerola se
mostraram eficientes na avaliagdo macroscopica nas doses testadas, reduzindo de
forma significativa a les@o géastrica provocada pela administracdo de NPX.

A analise microscépica revelou que a administracdo de naproxeno causou
lesBes na parede gastrica caracterizada por desarranjo nas glandulas gastricas com
perdas das células epiteliais, edema, hemorragia e intensa infiltracdo de células
inflamatérias, quando comparado com o grupo controle CMC. Por outro lado, os
grupos preé- tratados com o extrato dos polissacarideos da acerola nas doses de 3,
10 e 30 mg/Kg, diminuiram significativamente a infiltracdo de células inflamatérias, a
formacdo de edema, a perda de células epiteliais e os danos hemorragicos
induzidos por NPX. Este resultado corrobora com os achados de Carvalho et al.
(2015) que observou que a administracao oral de NPX resulta em lesGes gastricas
macroscopicas e microscopicas, evidenciadas por edema, perda de células
epiteliais, infiltracdo de células inflamatérias e hemorragia.

Diante da reducado de todos os parametros de inflamag¢do medidos, podemos
afirmar que ambos o0s extratos possuem propriedade gastroprotetora, o que
corrobora estudos anteriores. Podemos ainda sugerir que a propriedade
gastroprotetora se da pela atividade antioxidante dos compostos fenélicos contido
nos extratos . Frutas e vegetais contém constituintes quimicos bioativos , incluindo

flavondides, terpenos, xantonas, saponinas, alcaldides e taninos , capazes de
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oferecer gastroprotecdo (SANTOS & RAO, 2001; MORIKAWA et al., 2006). Segundo
Repetto et al. (2002) e Thompson et al. (2006), evidéncias clinicas e experimentais
sugerem que o estresse oxidativo esta estreitamente relacionado a etiopatologia da
doenca ulcerosa péptica, e que substancias antioxidantes, como a mangiferina (um
polissacarideo extraido da Mangifera indica) podem desempenhar agao
gastroprotetora. Sistemas antioxidantes complexos, como eliminadores de radicais e
inibidores da producdo de radicais livres, ajudam a prevenir danos oxidativos
causados por altas concentragbes de radicais livres (MAHMOOD T; GUPTA;
KAISER, 2009).

Como as doencgas gastrointestinais, incluindo danos induzidos por AINE,
envolvem estresse oxidativo produzido pela geracéo de radicais livres e peroxidacao
lipidica, se torna necesséaria a medicdo de biomarcadores sanguineos do balanco
redox, para estimar os danos causados pelas ERO e a eficiéncia das defesas
antioxidantes do organismo, os quais podem avaliar o dano oxidativo a estruturas
lipidicas, através da peroxidacao lipidica (LPO) bem como o dano oxidativo a
proteinas, através dos compostos carbonilicos e sulfidrilicos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

Adicionalmente, o PCA diminuiu o estresse oxidativo induzido pelo
naproxeno, evitando a deplecéo das concentracdes de GSH (dose de 10 mg/kg e 30
mg/kg) e revertendo o efeito do NPX sobre o aumento do MDA.

Uma forma alternativa para analisar o estresse oxidativo € obtida pela
guantificacdo da peroxidacao lipidica. O radical lipidico é instavel e degrada-se muito
rapidamente em produtos secundarios. A maioria deles séo aldeidos eletrdfilos, tais
como o MDA (malondialdeido), que é o principal marcador do dano oxidativo, néao-
enzimatico, nos lipidos insaturados das membranas celulares, conduzindo a
oxidacdo de acidos graxos e a formacéao do radical lipido (REED, 2011). Altos niveis
de MDA indicam um aumento da peréxidacao lipidica (KASHYAP et al., 2005).

Malondialdeido (MDA) é um metabolito do processo de peroxidacao lipidica e,
portanto, um indicador de oxidacdo e um marcador de estresse oxidativo, sendo
possivel mensurar o grau de peroxidacao lipidica nos tecidos através da medicéo
dos seus niveis (DEEPA et al.,, 2012). Na lesdo gastrica induzida por naproxeno,
observamos um aumento significativo dos niveis de MDA. A administracdo de PCA
foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica induzida no modelo de gastropatia por

NPX. Como os radicais livres, quando aumentam de modo excessivo, provocam
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demasiada producdo de intermediarios reativos como o MDA, nesse contexto,
podemos sugerir uma atividade antioxidante importante dos polissacarideos
extraidos da acerola, através da capacidade de reduzir os niveis de MDA.

Tratando-se da concentracdo de MDA, observou-se efeito semelhante ao
apontado anteriormente, frente a relagdo que existe entre sua presenca e 0s niveis
de GSH na mucosa gastrica. Como era de se esperar, 0 grupo tratado com etanol,
apresentou uma maior concentracdo de MDA quando comparado ao grupo naive,
sendo a concentracdo desta substancia no primeiro grupo 79,15% superior ao
segundo grupo. Dentre os polissacarideos avaliados no grupo teste, aqueles
provenientes da acerola, abacaxi e caju, que foram 0os mesmos que mantiveram 0s
maiores de valores de GSH na mucosa, apresentaram menores niveis de MDA,
sendo inferiores ao grupo controle em 56,5; 58,1 e (A) (B) 94 41,2%,
respectivamente nao diferindo estatisticamente (p < 0,05) do grupo naive. Este fato
indica que estes polissacarideos foram capazes de reduzir a concentracdo de MDA
na mucosa lesada a valores proximos aos estabelecidos para o tecido normal,
evitando o consumo de GSH (SABINO, 2015).

A acdo toxica de ERO também pode ser avaliada pela agcdo de compostos
antioxidantes endégenos como a glutationa (GSH), um marcador da saude celular
com um papel importante na manutencdo de proteinas celulares e lipidios no seu
estado funcional, além de fornecer uma protecdo importante ao participar dos
sistemas de defesa celular contra danos oxidativo. A molécula de GSH € um
carreador de radias livres quando presentes no tecido, a fim de neutralizar essas
moléculas toxicas para as células, GSH s&o oxidadas (MARI et al., 2009).

No modelo de gastropatia induzida por naproxeno € possivel observar uma
reducdo significativa nos niveis de GSH. Como ha a geracdo de radicais livres
durante os mecanismos de acdo de NPX, as GSH foram oxidadas. Em
contrapartida, os PCA foram capazes de preservar 0s niveis de GHS
significativamente, preferivelmente nas doses mais elevadas, determinada através
da preservacao quase integral da concentracdo de GSH no tecido gastrico, quando
comprado com o grupo NPX. Estes resultados corroboram os de Rodeiro et al.
(2007). Como a producado de espécies reativas de oxigénio e a peroxidagao lipidica
desempenham papéis importantes na ulceracéo gastrica induzida por naproxeno, é
possivel afirmar que a eficacia do extrato da acerola se deu devido as suas ricas

composic¢des fendlicas, conferindo-lhes importante atividade antioxidante contra os
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radicais livres formados pelo uso do naproxeno.

Sabino (2015) mostra que animais submetidos a gastropatia induzida por
etanol 50% quando pré-tratados com subproduto da acerola mostrou que o
tratamento dos animais com etanol 50% (grupo controle) depletou os niveis de
glutaniona reduzida (GSH) da mucosa gastrica em 71% em média, quando
comparado ao grupo naive. Entretanto, observou-se que o pré-tratamento com as
solucbes das fracdes polissacaridicas da acerola (1mg/Kg), promoveu um aumento
significativo nos niveis de GSH em 66,7, 64 e 62%, respectivamente, ao se
comparar os valores apresentados no grupo controle. As médias apontadas para a
concentracdo de GSH destas fracfes foram estatisticamente iguais (p < 0,05) ao
grupo gue ndo sofreu estresse alcodlico (naive), indicando que estes materiais foram
capazes, mesmo em baixas concentra¢des, de manter os niveis de GSH na mucosa
géastrica semelhantes ao observado para o grupo naive.

Outro passo crucial na lesdo gastrointestinal induzida por AINE € a
infiltracdo de neutrodfilos, que pode levar a disturbios na microcirculagdo e na
producdo de radicais livres toxicos para a mucosa (ZHANG et al.,, 2008). No
presente estudo observou-se que mesmo 0s animais submetidos a gastropatia
induzida por NPX e pré tratados com subproduto da acerola principalmente na dose
de 30 mg/kg tiveram uma reducdo dos danos a mucosa, reducao do infiltrado de
neutréfilos e consequentemente reducdo da inflamacéo, também observou uma
atividade antioxidante.

MPO é um marcador enzimatico de inflamacéo e infiltracdo de neutréfilos que
€ elevado em condi¢des ulceradas e reduzido durante o processo de cicatrizacao
(SOUZA et al., 2004). A enzima mieloperoxidase (MPO) esta presente nos granulos
azurdfilos dos neutréfilos e tem sido utilizado como marcador quantitativo da
infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatorios em varios tecidos, entre eles o
trato gastrintestinal, além de ter papel fundamental na produgdo de espécies reativas
de oxigénio (BRADLEY et al., 1982). No modelo experimental, o NPX foi capaz de
promover uma maior infiltracdo de neutrofilo na parede gastrica, aumentando de
forma significativa & concentracdo de MPO. Dessa forma observou-se no grupo pré-
tratado com o subproduto da acerola na dose de 30mg/kg a auséncia de infiltrado de
neutrofilos na parede gastrica e a deplecao significativa da concentragdo de MPO.

Outra observacédo importante foi o0 aumento de citocinas pro-inflamatérias,

como TNF alfa e IL-6 beta, aumentadas na mucosa gastrica dos animais tratados
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com naproxeno. Os pré-tratados com PCA reduziu acentuadamente a lesdo
gastrointestinal, diminuindo os niveis de MPO, bem como das citocinas inflamatérias,
TNF alfa e IL-6 beta, citadas anteriormente. Assim, a supressao da infiltracdo de
neutrofilos e a diminuicdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias parecem
contribuir para o efeito protetor PCA contra lesdes induzidas por naproxeno. Outros
estudos demonstraram que os compostos fendlicos estdo envolvidos na prevencao
do estresse oxidativo, com suas propriedades anti-inflamatérias, inibindo a infiltracédo
de neutrofilos, como mostrado por Vieira et al (2011).

Dessa forma, estes resultados sugerem uma possivel atividade anti-
inflamatoria e antioxidante do nosso material em estudo, os polissacarideos isolados
dos subprodutos da acerola por apresentarem uma capacidade de inibir
significativamente a inflamagéo e o extresse oxidativo, resultando em melhoria dos
sinais clinicos, com a reducéo da ulceracgéo, reducdo da atividade de MPO, aumento
nos niveis de GSH e reducao dos niveis de MDA na mucosa gastrica de animais

com gastropatia induzida por naproxeno.
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7. CONCLUSAO

Portanto, o PCA demonstrou ter um efeito anti-inflamatério e antioxidante no
modelo de Ulcera gastrica induzida por naproxeno. A partir dos dados obtidos nesse
trabalho, pode-se concluir que o PCA tem um efeito anti-inflamatorio e antioxidante
no modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por naproxeno. Dessa forma,
observou-se 0 quao promissor o uso de subprodutos da acerola no tratamento de
gastropatias. Assim, se faz necessario mais estudos sobre seus mecanismos e seus

efeitos antioxidante e anti-inflamatério na patogénese da lesdo gastrica.
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