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RESUMO

A Ulcera gastrica € uma lesdo péptica &cida do trato digestivo resultante do desequilibrio entre
os fatores que danificam a mucosa e aqueles que a protegem. E uma doenca prevalente no
mundo inteiro e os medicamentos utilizados no seu tratamento, embora eficientes, apresentam
efeitos colaterais. Nesse contexto, a busca por novas alternativas terapéuticas que sejam
eficazes seguras e com menos efeitos colaterais é de suma importancia e tem havido grande
interesse na pesquisa por produtos naturais. Entre estes, o acai (Euterpe oleracea Mart.),
apresenta alta capacidade antioxidante e anti-inflamatoria devido a sua composicdo de
fitoquimicos bioativos que incluem a classe das antocianinas, proantocianidinas e outros
flavonoides com efeitos promissores a salde. O presente trabalho investigou a atividade
citoprotetora e cicatrizante gastrica do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO).
Inicialmente foi avaliada a capacidade do EO promover o aumento da migracdo celular de
células do tipo epiteliais (Vero) no modelo de cicatrizagdo in vitro. No espectro de avalia¢do da
atividade antiulcera in vivo, inicialmente a atividade citoprotetora do EO foi determinada nos
modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol e por indometacina. Além disso, foi investigada
a acao do EO sobre a secrecdo gastrica. O efeito cicatrizante in vivo foi avaliado em modelo de
Ulcera gastrica induzida por &cido acético. O tratamento com EO na concentragdo de (1 pg/mL)
promoveu aumento significativo na migracdo celular ap6s 48 horas. O pré-tratamento com EO
nas doses de (2,5 pL/g e 10 pyL/g) reduziu a area da lesdo gastrica nos modelos de Ulcera
induzida por etanol e por indometacina. O EO ndo foi capaz de aumentar o pH, reduzir a acidez
ou o volume de secrecdo gastrica para niveis semelhantes aos animais tratados com omeprazol
(20 mg/kg) em modelo de ligacdo de piloro. No modelo de Ulcera gastrica induzida por acido
acetico, tratamento com EO nas doses de (2,5 uL/g e 10 pL/g) por oitos dias, reduziu a area da
Ulcera gastrica induzida pelo acido, aumentando a taxa de cicatrizagdo quando comparado aos
animais sem tratamento (ANOVA “one way”, pds- teste Tukey p < 0,0001). O tratamento com
EO no modelo de &cido acético também aumentou a atividade da catalase, aumentou os niveis
de glutationa total e reduziu os niveis de malondialdeido, e nitrito em comparagdo com animais
ndo tratados. De acordo com os resultados, o extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart.
(EO) apresentou efeito cicatrizante tanto nos estudos in vitro quanto in vivo. Apresentou efeito
citoprotetor que provavelmente ndo deve estar relacionado a uma capacidade moduladora da
secrecdo gastrica, mas possivelmente relacionada a reducdo do estresse oxidativo e seus efeitos

cicatrizantes.

Palavras-chave: Euterpe oleracea Mart.; Gastroprotecdo; Ulcera gastrica; Cicatrizacao.



ABSTRACT

A gastric ulcer is an acidic peptic lesion of the digestive tract resulting from an imbalance
between the factors that damage the mucosa and those that protect it. It is a prevalent disease
throughout the world and the medications used to treat it, although efficient, have side effects.
Among these, acai (Euterpe oleracea Mart.), has high antioxidant and anti-inflammatory
capacity due to its composition of bioactive phytochemicals that include the class of
anthocyanins, proanthocyanidins, and other flavonoids with promising health effects. The
present work investigated the cytoprotective and gastric healing activity of the standardized
extract of Euterpe oleracea Mart. (EO). Initially, the ability of EO to promote increased cell
migration of epithelial-type cells (Vero) in the in vitro healing model was evaluated. In the
spectrum of evaluation of in vivo antiulcer activity, initially, the cytoprotective activity of EO
was determined in gastric ulcer models induced by ethanol and indomethacin. Furthermore, the
action of EO on gastric secretion was investigated. The in vivo healing effect was evaluated in
a gastric ulcer model induced by acetic acid. Treatment with EO at a concentration of (1 pg/mL)
promoted a significant increase in cell migration after 48 hours. Pre-treatment with EO at doses
of (2.5 uL/g and 10 pL/g) reduced the area of gastric lesions in ulcer models induced by ethanol
and indomethacin. EO was not able to increase pH and reduce acidity or volume of gastric
secretion to levels similar to animals treated with omeprazole (20 mg/kg) in a pylorus ligation
model. In the gastric ulcer model induced by acetic acid, treatment with EO at doses of (2.5
uL/g and 10 pL/g) for eight days reduced the area of the acid-induced gastric ulcer, increasing
the healing rate when compared to animals without treatment (one way ANOVA, post-Tukey
test p <0.0001). EO treatment in the acetic acid model also increased catalase activity, increased
total glutathione levels, and reduced malondialdehyde and nitrite levels compared to untreated
animals. According to the results, the standardized extract of Euterpe oleracea Mart. (EO)
showed a healing effect in both in vitro and in vivo studies. It presented a cytoprotective effect
that is probably not related to a capacity to modulate gastric secretion, but possibly related to

the reduction of oxidative stress and its healing effects.

Keywords: Euterpe oleracea Mart.; gastroprotection; ulcer gastric; cicatrization.
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1. INTRODUCAO

1.1 Anatomia e fisiologia da secrecéo gastrica

O trato gastrintestinal (TGI) consiste em um tubo muscular que se estende da boca ao anus
e € constituido por um conjunto de 6rgdos cujas as principais fungdes sao transportar, digerir e
absorver substancias e nutrientes atraves dos alimentos ingeridos. Os principais 6rgéos do TGl
sdo boca, es6fago, estbmago e intestino, que conta também com Grgdos acessorios como as
glandulas salivares, pancreas, figado e vesicula biliar (DUMIC et al., 2019; MEERVELD;
JOHNSON; GRUNDY, 2017).

Anatomicamente, o estbmago humano é dividido em quatro regides anatdmicas: cardia,
fundo, corpo e antro, sendo limitado em suas extremidades pelos esfincteres esofagiano (na
parte superior) e pilorico (na parte inferior), que controlam a passagem dos alimentos. A cardia
fica proxima a regido da juncdo gastresofagica e suas glandulas secretam principalmente muco.
O fundo/corpo compreende cerca de 80% do estdbmago e contém as glandulas oxinticas. O antro
é a regido localizada proximo ao esfincter pilérico, que separa o estbmago do duodeno, e
contém as glandulas piléricas (SHEH; FOX, 2013).

Figura 1 - Regides anatdmicas do estbmago humano.

Incisura
cardiaca

Duodeno

Canal
pilérico

Parte
pilérica

Antro
pilérico

Fonte: Imagem da internet <https://aprenda.bio.br/anatomia/anatomia-e-estruturas-do-estomago/>

(Keyla Rodrigues de Souza) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 1



A digestdo € a principal funcdo do estbmago. Para isso, a mucosa e 0s musculos estomacais,
s80 responsaveis pelas secre¢des gastricas para dissolver o alimento e também pelas contracdes
para triturar e empurrar o alimento até o esfincter pilorico (SENSOY, 2021). O suco gastrico,
secretado pelo estdbmago, € constituido principalmente por acido cloridrico (HCI), pepsina, ions
bicarbonato (HCOs-), muco livre, eletrdlitos (Na®, Cl”e K*) e fator intrinseco. Acredita-se que
sejam secretados de 1-3L de secrecdo acida gastrica diariamente, com pH aproximadamente 1
(MCDONALD; MACFARLANE, 2018). As células parietais sao as responsaveis por produzir
e secretar grandes quantidades de ions de Cl e de H* e por manter o0 ambiente &cido do estbmago
(SCHUBERT, 2010).

O &cido gastrico participa da digestdo de proteina através da ativagdo enzimatica do
pepsinogénio em pepsina, atua na absorcdo do ferro, célcio, vitamina B12 e alguns
medicamentos. Ele funciona também como um mecanismo protetor contra patogenos,
dificultando o crescimento da maioria dos micro-organismos nessa regido (BETESH et al.,
2015; SCHUBERT, 2017).

O processo de secrecdo gastrica consiste em trés fases: cefalica, gastrica e intestinal. A fase
cefélica comeca antes que o alimento chegue ao estdbmago, sendo ativada pelos sentidos da
visdo, olfato e paladar. A fase gastrica se inicia com a presenca dos alimentos, sendo
responsavel por 70% da secrecdo. A fase intestinal inicia quando o alimento comeca a chegar
ao duodeno, envolvendo principalmente processos inibitorios da secre¢do (SENSQOY, 2021). A
secrecdo gastrica e regulada por varios mecanismos entre eles, mecanismos paracrinos
(histamina), enddcrinos (gastrina) e neurais (acetilcolina). Esses mecanismos envolvem a
intercomunicacdo de células parietais com células especializadas da mucosa gastrica (células
enterocromafins - ECL no corpo/fundo do estémago, células G no antro e células D que se
localizam no antro e corpo/fundo do estbmago) e neurénios (ARIN et al., 2017).

Sendo assim, a acetilcolina, gastrina e histamina sdo as principais moléculas que atuam
estimulando a bomba de prétons e consequentemente controlando a secrecédo de acido cloridrico
pela célula. Essas moléculas interagem com receptores presentes nas células parietais
associados a duas grandes vias de transducdo de sinal: a via dependente do monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc), onde a histamina age, e a via de sinalizacdo dependente de calcio, onde
agem acetilcolina e gastrina. As duas vias ativam as proteinas quinases e resultam na ativacédo
da bomba de prétons (H* /K" -ATPase) (BITZIOU; PATEL, 2012).

A acetilcolina é um neurogquimico com diversas fung¢fes no cérebro e em outros sistemas
organicos do corpo. Este neurotransmissor € liberado por fibras pds-sinapticas de neurdnios do

sistema nervoso central (SNC) e entérico principalmente durante a fase cefalica da secrecdo de
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suco gastrico. Ele estimula a secrecdo gastrica de duas maneiras: Diretamente, via receptor
muscarinico M3 na célula parietal; e indiretamente, via receptor M1 nas células
enterocromafins (ECL) estimulando a secrecdo de histamina. Os receptores muscarinicos M2 e
M4 também estimulam de forma indireta a secrecdo gastrica através da inibicéo da secrecéo de
somatostatina, um hormdnio inibidor da secrecéo gastrica. A somatostatina age principalmente
durante a fase intestinal, inibindo a secrecdo de gastrina e de histamina e, desta forma, reduzindo
a secrecao acida (SAM; BORDONI, 2022).

A gastrina, liberada pelas células G do antro, € o principal horménio envolvido no estimulo
da secrecdo &cida gastrica, agindo diretamente na célula parietal ao se ligar ao receptor de
colecistocinina do tipo 2 (CCK-2) e indiretamente, pela liberacdo de histamina via CCK-2
presente nas ECL (WALDUM et al., 2019). Esta ligacdo nas células ECL estimula os receptores
a secretarem histamina e induz a secrecdo de acido cloridrico pelas células parietais, sendo o
principal mecanismo por tras da secrecdo de suco gastrico (FOURMY; GIGOUX; REUBI,
2011).

A histamina medeia inimeras fun¢es no organismo através de seus quatro subtipos de
receptores acoplados a proteina G transmembrana. O receptor de histamina do tipo 2 (Hz) é
envolvido na producéo de acido gastrico e, devido a disso, este receptor é o alvo farmacoldgico
de diversos medicamentos (ALONSO et al., 2015). A histamina é a principal substancia
paracrina estimuladora da secrecdo acida gastrica (CZINN; BLANCHARD, 2011). A gastrina
é responsavel, por aumentar indiretamente a producdo de HCI pela estimulacdo das células
semelhantes a ECL para liberar histamina, que se liga através dos receptores de histamina do
tipo 2 (H2) nas células parietais. Quando s&o ativados, os receptores H. estimulam a adenilato
ciclase a converter adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Em
seguida a proteina quinase A ¢é ativada pelo AMPc, que estimula a via dependente de AMPc,
aumentando os niveis de célcio dentro da célula, causando a ativacdo da bomba de protons da
célula parietal e consequente estimulacdo da secrecdo &cida gastrica (HSU; SAFADI; LUI,
2020; MEGHA; FAROOQ); LOPEZ, 2020; PATEL; MOHIUDDIN, 2020).

A bomba de prétons (H* /K™ -ATPase) pode ser ativada de trés maneiras: através da ligacéo
da acetilcolina a receptores M3, através da ligacdo de gastrina a receptores CCK2 e atraves da
ligagdo de histamina a receptores H. A histamina aumenta as concentragdes intracelulares de
AMPc e a acetilcolina e a gastrina aumentando as concentrac@es intracelulares diretamente de
calcio. Tudo isso acarreta a ativacdo da bomba prétons. No estado de repouso, a bomba de
prétons fica em compartimentos vesiculares citoplasmaticos da célula parietal. Quando a célula

parietal recebe o estimulo secretor pela ligacao de algum dos agentes moduladores, as vesiculas

(Keyla Rodrigues de Souza) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 3



movem-se para a regido apical das células e se fundem a membrana plasmatica ativando o
funcionamento da bomba (IMHANN et al., 2016; SANTOS; RAO, 2016).

A meia-vida da bomba protons é por volta de 50 horas e estima-se que aproximadamente
25% das bombas de protons sao sintetizadas todos os dias (IMHANN et al., 2016). Essa bomba
troca ions de hidrogénio intracelulares (H™) por ions de potassio extracelulares (K*) e isso
ocorre contra um gradiente de concentracdo, na forma de transporte ativo, consumindo para
isso adenosina trifosfato (ATP). Este mecanismo ocorre juntamente com extrusao do ion cloro
(CI) através de canais de cloreto e potassio também na membrana apical das células parietais.
Os ions CL se associam aos ions H* para formar, no limen gastrico, a solugdo de acido
cloridrico presente na secrecao gastrica e essencial para a digestdo dos alimentos (SHIN; KIM,
2013).

1.2 Ulcera gastrica

A Ulcera péptica € um disturbio gastrointestinal prevalente no mundo inteiro e suas
complicagbes aumentaram muito nas Ultimas décadas, sendo inclusive, causas de
morbimortalidade (PARK et al., 2019). E uma doenca caracteriza por uma lesdo que afeta toda
a integridade da mucosa gastrica, podendo estender-se desde o lumen do estdbmago até as
camadas musculares (BEIRANVAND, 2022; BENVENUTTI et al., 2020). As ulceras sdo
geralmente encontradas no estdbmago ou no duodeno. Quando encontradas no estbmago sao
chamadas de Ulceras gastricas, quando encontradas no duodeno Ulceras duodenais. As Ulceras
também podem ocorrer no es6fago e no diverticulo de Meckel (SOUZA et al., 2016).

Estima-se que a Ulcera péptica se desenvolve em cerca de 5% a 10% da populacdo mundial
pelo menos uma vez durante a vida, chegando a acometer 4 milhdes de pessoas no mundo
anualmente com incidéncia de 0,1% a 0,3% (LANAS; CHAN, 2017). E considerada uma
doenga dos tempos modernos, estando associada ao estilo de vida agitado da maioria dos
individuos, com altos niveis de estresse, dieta desequilibrada, utilizacdo de substancias
qguimicas como o élcool, tabagismo e o uso prolongado de AINEs (YEGEN, 2018;
MALFERTHEINER; SCHULZ, 2020).

A apresentacdo tipica de um paciente com Ulcera € a dor epigastrica que piora apos a
alimentacdo. Geralmente também ocorre nausea leve e saciedade precoce, onde o individuo
relata se sentir satisfeito mais cedo ou depois de comer uma quantidade bem menor que a
habitual. Os pacientes costumam descrever a dor como aguda ou ardente que normalmente néo
irradia. O achado mais comum no exame fisico € a sensibilidade epigastrica. Os sintomas

podem continuar por semanas ou meses antes que 0s pacientes procurem ajuda médica
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(WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022). Pacientes com Uulcera péptica ndo tratada geralmente
apresentam sintomas recorrentes devido a cura espontanea e recaida enquanto o fator causal
persiste. As principais complicacdes da doenca sdo sangramento, perfuracdo ou obstrucdo da
saida gastrica (LANAS; CHAN, 2017).

A lesdo normalmente ocorre quando existe um desequilibrio entre os mecanismos
protetores e os fatores agressivos do sistema gastrico. A mucosa gastrica apresenta diversos
mecanismos de defesa responsaveis pela manutencdo da sua integridade. No entanto, alteracdes
nessas defesas devido a presenca de um ou mais fatores agressores podem causar erosao e
ulceracdo. Muitas vezes a doenca é multifatorial e resulta da interacdo de diversos fatores
agressores juntos (LIU et al., 2015; MIRANDA et al., 2015). Entre 0os mecanismos de protegdo
gastrica estdo a producdo de mucinas, a liberacdo de peptideos e prostaglandinas, a renovacao
celular continua e o fluxo sanguineo adequado. Por outro lado, entre os fatores agressivos estdo
a liberagdo excessiva de acido cloridrico, a ingestdo de alcool, o uso de anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINES) e a presenca da bactéria H. pylori (AZIZ et al., 2019; HE et al., 2022).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de Ulceras gastricas sao principalmente a idade
e a cronicidade do uso de AINEs. O tabagismo também é um fator importante para o seu
desenvolvimento, aumentando o risco relativo em duas vezes, em relacdo a ndo fumantes. N&o
existem diferencgas relacionadas ao sexo, portanto a prevaléncia de Ulceras géastricas entre
homens e mulheres é semelhante. As estimativas também estipulam que cerca de 25% dos
usudrios crénicos de AINEs, desenvolverdo ulceras gastricas em algum momento da vida
(KAYALLI et al., 2018). O élcool, por sua vez, é considerado um fator de risco independente
para a iniciacdo e complicagdes associadas a ulcera gastrica. A ingestdo aguda e cronica de
alcool pode levar o individuo a ter lesdes estruturais e funcionais no TGl (LIVERO et al., 2016).

As etiologias mais comuns das Ulceras gastricas incluem uma infec¢do bacteriana por
Helicobacter pylori e a perda de prostaglandinas gastricas associada ao uso de AINEs.
Etiologias menos comuns incluem infecgdo viral por citomegalovirus, radiacdo, quimioterapia,
obstrucdo da saida gastrica, cancer e doenca de Crohn. Sendo um fator comum a essas etiologias
elas promovem a ruptura da barreira e expbem a mucosa gastrica aos efeitos prejudiciais do
acido que esta naturalmente presente no estbmago (SCIDA et al., 2018). Os AINEs e o H. pylori
sdo considerados os mais importantes fatores predisponentes para o desenvolvimento das
ulceras pepticas (SARRI et al., 2019).

Estudos apontam que os AINESs sdo responsaveis por 50% das lesdes ulcerativas (LANAS,
2016) e cerca de 70% das Ulceras gastricas e 90% das Ulceras duodenais estdo associadas ao H.

pylori (SVERDEN et al., 2018). Apesar do fato de que sinais e sintomas da Glcera péptica sdo

(Keyla Rodrigues de Souza) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 5



pouco confiaveis, o seu diagndstico encontra-se nas apresentacoes clinicas e testes definitivos.
Assim, o teste padrdo ouro usado na primeira linha de investigagio € o teste
esofagogastroduodenoscopia ou endoscopia digestiva alta, o qual fornece uma visualizacdo
direta e precisa para a ulceragdo gastrica. Permitindo também, o diagndéstico de outras células

anormais no tecido, como esofagite e malignidade (AHMAD et al., 2019).

1.3 Mecanismos protetores da mucosa gastrica

A mucosa gastrica é constantemente exposta a diversos fatores agressores, sejam eles de
origem enddgena, como o proprio acido cloridrico e a pepsina, ou exdgena, como estresse,
alcool, anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES), bactérias como H. pylori, dentre outros. Por
conta disso, existem diversos mecanismos de defesa responsdveis pela manutencdo da
integridade do tecido gastrico. Esses mecanismos incluem muco, bicarbonato e fosfolipidios
qgue formam uma barreira protetora, producdo de prostaglandinas, 6xido nitrico, e enzimas
antioxidantes, mecanismo de renovacdo constante do epitélio através de proliferacdo celular,
entre outros (AZIZ et al., 2019; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

No estdbmago, a citoprotecdo desempenhada pelo muco esta intimamente ligada a
capacidade de formar uma barreira fisica que protege a mucosa das for¢as mecanicas da
digestdo, da secrecdo de acido cloridrico e da acdo proteolitica da pepsina. O muco retém os
ions bicarbonato secretados pelo epitélio na superficie da mucosa gastrica, formando uma
barreira quimica, onde mantem um microambiente com um pH (6-7) proximo da neutralidade
frente ao pH (1-2) extremamente acido do Iimen (JIN et al., 2017).

O muco é composto basicamente por agua e mucinas, que se polimerizam para dar a
consisténcia viscosa caracteristica. As propriedades Unicas do muco permitem que o &cido
cloridrico flua das células parietais para o limen gastrico, mas ndo permitem que o acido
penetre na camada de muco (SQUIRE et al., 2013). O muco é secretado em todo o TGI desde
0 estdmago até o colon. A secrecdo de muco € estimulada pelos horménios gastrointestinais,
como gastrina e secretina, assim como as prostaglandinas do tipo 2 (PGE2) e também agentes
colinérgicos (YANDRAPU; SAROSEIK, 2015). A perda da integridade desta camada de muco
e bicarbonato, tal como ocorre na presenca de Ulcera gastrica, dificulta a neutralizacdo
intracelular do acido e os processos de cicatriza¢do do tecido (SAID; KAJI; KAUNITZ, 2015).

Além da barreira de muco gastrico, as prostaglandinas também sdo importantes
mecanismos de defesa da mucosa. As prostaglandinas sdo produzidas a partir da clivagem dos
fosfolipidios de membrana pelas duas isoformas da ciclooxigenase (COX). Que séo derivadas

do acido araquidénico e produzidas em resposta aos diferentes estimulos, no qual inclui varios
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agentes hormonais, quimicos e fisicos. As prostaglandinas protegem a mucosa gastrica através
da regulacdo da secrecdo de acido cloridrico, do estimulo & producdo de muco e bicarbonato
pelas células epiteliais da mucosa, da manutencao do fluxo sanguineo e também do controle da
motilidade gastrica (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

As prostaglandinas do tipo E2 (PGE2) possuem a capacidade de estimular uma reagdo em
um tipo de tecido e inibir a mesma reagdo em outro tipo de tecido. Essa capacidade €
determinada pelo tipo de receptor ao qual a prostaglandina se liga. Para exercer suas acoes
bioldgicas, essas prostaglandinas se ligam a receptores de prostaglandina E do tipo 1 ao 4. Na
hora em que as PGEZ2, por exemplo, ativam receptores EP3, elas estimulam a secre¢éo de muco
e bicarbonato pelas células superficiais da mucosa gastrica. Quando ativados esses receptores
EP1, elas estimulam a proliferacdo celular e favorecem o aumento do fluxo sanguineo da
mucosa (TAKEUCHI, 2014).

O fluxo de sangue adequado é um agente determinante para manter a integridade das
células epiteliais da mucosa gastrica. O fluxo sanguineo exerce seu efeito protetor da mucosa
do estbmago por meio do fornecimento do oxigénio, nutrientes e bicarbonato e pela remogéo
de fons H™ e metabdlitos toxicos que se difundem do limen para mucosa (YANDRAPU,;
SAROSIEK, 2015). A microcirculagdo esta diretamente relacionada com a fisiopatologia de
lesBes géstricas principalmente aquelas relacionadas a ingestéo de alcool e AINES, uma vez que
estas substancias reduzem significativamente o fluxo sanguineo (BROWNING; TRAVAGLI,
2014). Algumas substancias liberadas pelas células endoteliais sdo vasodilatadoras e estimulam
0 aumento da circulagdo, como é o caso da PGE2 e do éxido nitrico. O 6xido nitrico (NO) é
uma molécula de sinalizacdo sintetizada a partir da reagdo do oxigénio molecular (O2) com a
L-arginina. A reacdo é catalisada pela enzima Oxido nitrico sintase e ela existe em trés
isoformas: NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNOS), ambas constitutivas, e NOS
induzivel (iNOS), expressa em macrofagos e neutrofilos (MAGIEROWSKI et al., 2015).

Diante disso, a protecdo da mucosa géstrica envolve um amplo sistema antioxidante de
defesa que sdo constituidos pelas vitaminas, flavonoides, carotenoides, acido Urico, glutationa
reduzida (GSH) e enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST). Esse sistema protege a mucosa
gastrica dos efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROs), como o0 anion superdxido (02°)
e o peréxido de hidrogénio (H202) (KWIECIEN et al., 2014; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015). As espécies reativas de oxigénio (EROs) consistem em atomos ou moléculas produzidas
durante o metabolismo aerdbio e atuam como moléculas sinalizadoras, participando de diversos

processos celulares importantes para 0 metabolismo normal, como a fosforilagéo de proteinas,
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diferenciacdo celular, ativacdo de fatores de transcricdo, imunidade celular, dentre outros
(SIES, 2015; RAJENDRAN et al., 2014). Entretanto, o acumulo excessivo destas moléculas
pode causar danos as estruturas celulares (GASCHLER; STOCKWELL, 2017).

Além disso, diversos fatores externos desencadeiam a producédo das EROs a exemplo do
tabagismo, radiacédo ultravioleta (UV), poluentes ambientais, pesticidas e solventes industriais
(KOUNTOURAS et al., 2017). A producdo de EROs também, ligadas a fatores externos tém
sido implicadas em diversas patologias, incluindo na ulcera gastrica (BHATTACHARYYA et
al., 2014). Os EROs causam um processo chamado de peroxidacdo lipidica, onde ocorrem
danos as membranas celulares. Durante o processo séo gerados produtos, onde o principal é o
malondialdeido (MDA). Em altas concentracGes, os produtos da peroxidacéo lipidica, causam
desordens no influxo e efluxo de ions, danos no DNA e até a morte celular. Para controlar ou
evitar essas alteracOes, as células produzem as enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (ECKL; BRESGEN, 2017).

A superoxido dismutase (SOD) é uma metaloproteinase que catalisa a dismutacao do anion
superoxido (O2- ), uma das principais EROs, em peroxido de hidrogénio (H20.). Ha trés
isoformas de SOD que estdo localizadas no citoplasma, na mitocondria ou no compartimento
extracelular. Desta forma entram as enzimas catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx),
para eliminar esse perdxido de hidrogénio do organismo (KWIECIEN et al., 2014).

A principal funcdo da CAT é a decomposicdo e reducdo dos niveis de perdxido de
hidrogénio, gerado na reacdo catalisada pela SOD, formando agua e oxigénio. Existe ainda uma
segunda via do metabolismo do perdxido de hidrogénio que depende da GPx (SIES; JONES,
2020). Compostos ndo enzimaticos, como o GSH, também desempenham papel central de
defesa contra o estresse oxidativo. A reducdo do H202 em &gua e oxigénio, é catalisada pela
GPx, também é acompanhada pela conversdo de glutationa da forma reduzida (GSH) para a
forma oxidada (GSSG) (JANKO et al., 2014).

A renovacao celular é outro mecanismo protetor da mucosa gastrica a qual € mediado por
fatores de crescimento como fator de crescimento transformador alfa e fator de crescimento
semelhante a insulina 1. Esses fatores contribuem para a manutengéo da integridade da mucosa,
estimulando a continua renovagéo do epitélio por um sistema bem coordenado de proliferacéo
controlada por células progenitoras que permite a substituicao da superficie epitelial danificada,
em que logo apos lesionada, ocorre a reepitelizacdo e reconstrucdo glandular pela migragéo
(TULASSAY; HERSZENY], 2010; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

O processo de renovacdo do epitélio gastrico envolve, a proliferagdo, a migracéo e a

angiogénese celular. Esse processo é controlado por diversos fatores, entre eles, os principais
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sdo o fator de crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) (TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012). Tanto um aumento na degradacdo celular,
como uma reducdo na proliferacdo de células epiteliais da mucosa pode ser associado a lesfes
gastricas. Quando ocorrem danos no epitélio gastrico, como na ulcera, a reconstituicdo epitelial
também envolve processos complexos de cicatrizacdo (TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

Figura 2 - Processo de renovacao epitelial e cicatrizacdo da Ulcera géstrica.

Cicatrizacdao da Ulcera
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endotelial e
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Fonte: Tarnawski (2005), adaptado por Viana (2017).

A Ulcera gastrica consiste em duas estruturas principais: a margem da Ulcera (componente
epitelial, formado pela mucosa adjacente nao necrotica) e o tecido de granulacdo na base da
ulcera (componente do tecido conjuntivo). Este Gltimo desenvolve-se num periodo de 48 até 72
horas ap6s a formacdo da Ulcera, sendo formado por fibroblastos, macréfagos e células
endoteliais em proliferacdo (TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2021).

Na fase de proliferagdo/migracao, as células do epitélio gastrico sdo estimuladas a se
proliferar e se diferenciar para reconstruir a lamina propria e os microvasos na base da ulcera.
Os principais estimulos para a proliferacdo, migracao e reepitelizacao celular séo os fatores de
crescimento. Esses fatores de crescimento, que sdo produzidos localmente, ativam a migragao
e proliferacdo das células epiteliais por meio de a¢Bes autocrinas e/ou paracrinas (SYAM et al.,
2009). Durante o processo de cicatrizagdo, a mucosa da margem da ulcera forma uma “zona de
cicatrizagdo”, onde as células parietais e principais sdo reprogramadas em direcao as células

progenitoras que expressam o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF-R, marcador
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de células progenitoras gastricas), fazendo com que se proliferem ativamente. O estimulo a
proliferacdo celular por EGF ocorre através do aumento dos niveis intracelulares de célcio, e
do aumento dos niveis de glicolise e do aumento da sintese de proteinas (TARNAWSKI,;
AHLUWALIA, 2021). As células reprogramadas migram entdo da margem da Ulcera para o
tecido de granulacdo e desta forma, passam a reepitelizar também a base da Ulcera (SYAM et
al., 2009).

1.4 Fisiopatologia da Ulcera géstrica

O etanol é uma das drogas de abuso de maior consumo mundial e com alta propenséo a
dependéncia. Seu consumo abusivo, segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), é
responsavel por 3,8% das mortes por ano, entre estas mortes, 9% correspondem aos jovens com
idade entre 15 e 49 anos. Estima-se que 2 bilhdes de pessoas no mundo consomem alcool e 76,3
milhdes apresentam desordens sintométicas associadas com seu consumo (WHO, 2018).

O consumo excessivo de alcool ainda é considerado um dos mais importantes fatores de
risco para o desenvolvimento das lesGes ulcerativas no homem. Além disso, o alcool é um dos
agentes agressores exdgenos mais irritantes da mucosa, devido a sua acdo multifatorial,
causando danos em todos os sistemas de defesa da mucosa do estbmago (BADR et al., 2019).

O élcool penetra rapidamente na mucosa e leva a desestabilizacdo da camada de muco-
bicarbonato-fosfolipidios. A diminuicdo das defesas pré-epiteliais deixa as células da superficie
do estdmago vulneraveis a acdo do &cido gastrico favorecendo a redifusdo de H*. Além do mais,
causa distarbios no endotélio vascular, levando a reducéo da permeabilidade, que por sua vez
causa a supressdo do fluxo adequado de sangue para mucosa e redugdo do suprimento de
oxigénio e nutrientes (LI et al., 2018; MOUSA et al., 2019). Esse quadro isquémico gera
grandes quantidades de EROs que reduzem as defesas antioxidantes (como os grupamentos
sulfidrilicos ndo-proteicos) e aumentam os niveis de malondialdeido, um marcador da
peroxidacao lipidica, resultando em alteracBes em nivel celular como danos as membranas,
erosado epitelial e morte celular (BRITO et al., 2018).

As Ulceras gastricas sdo causadas principalmente pela infeccdo por Helicobacter pylori e o
uso de anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) (AHMAD et al., 2019). O uso de AINES
aumentou bastante nos ultimos anos, tanto pela facilidade de acesso a esses medicamentos como
pelo envelhecimento populacional, o que levou ao aumento da incidéncia de doencas
inflamatorias crénicas. Diante disso, a utilizacdo de AINEs a longo prazo tornou essa classe
farmacoldgica um dos agentes etiol6gicos mais comuns das Ulceras pépticas (DUMIC et al.,
2019).
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O TGl é o principal 6rgao alvo da toxicidade induzida pelos AINEs. Estima-se que cerca
de 30 milhdes de individuos fazem uso de AINEs diariamente no mundo e aproximadamente
50% desses usuarios desenvolvem algum problema gastrico. Acredita-se que a utilizacdo de
AINEs aumenta em 4 vezes a ocorréncia de complica¢@es gastrintestinais (BJARNASON et
al., 2018). Os AINEs como indometacina e ibuprofeno, estdo entre os farmacos mais utilizados
no mundo. Estes medicamentos sdo utilizados como agentes antipiréticos, anti-inflamatérios e
analgesicos. Eles sdo utilizados no tratamento de dores musculares, condi¢cfes artriticas,
dismenorreia, enxaquecas, ap6s trauma agudo, dentre outros (GHLICHLOO; GERRIETS,
2022). S&o a segunda causa mais comum de Ulceras gastricas no mundo. Eles tém boa eficicia
e uma longa histdria de uso clinico, mas podem causar Ulceras que podem chegar a ter
complicacdes fatais. Devido ao uso generalizado de AINESs, as toxicidades gastrointestinais
associadas tém implicacdes substanciais para o sistema de saude (ATCHISON; HERNDON;
RUSIE, 2013). Levando a reducdo da sintese de prostaglandinas, como PGE2 e PGI2, pela
inibicdo da atividade da COX comprometendo 0s eventos citoprotetores dessas moléculas
(BRUNTON, 2018). Além disso, os AINEs exercem um efeito direto nas mitocdndrias,
induzindo estresse oxidativo, ativacdo da cascata intrinseca da apoptose e morte celular
(BINDU et al., 2020).

Sendo considerada a primeira causa mais comum de Ulceras géstricas, a Helicobacter
pylori € uma bactéria Gram-negativa, microaerofilica, flagelada e em forma de espiral que
coloniza o estbmago humano (DIACONU et al., 2017). A infeccédo por H. pylori é cosmopolita
sendo uma das principais infec¢@es cronicas no mundo (PANDYA et al., 2017). Essas bactérias
induzem uma resposta inflamatéria no hospedeiro que leva a uma resposta epitelial com
degeneracdo e lesdo do tecido. A sintomatologia vai depender da viruléncia das bactérias
presentes e de fatores endogenos dos mecanismos de defesa do préprio hospedeiro (BARCHI
etal., 2018).

Estima-se que a prevaléncia da infeccdo por H. pylori seja de 40 a 50% em paises
desenvolvidos e entre 70 a 90% em paises em desenvolvimento, onde as condi¢es de
saneamento bésico sdo insatisfatorias (PANDYA et al., 2017). Essa infeccdo é geralmente
adquirida na infancia e pode persistir por toda vida na auséncia de tratamento (COELHO et al.,
2018). As caracteristicas clinicas de uma infeccéo por H. pylori variam de gastrite assintomatica
a graves doencas gastrointestinais (DIACONU et al., 2017). Estando associada a dispepsias,
gastrite crénica e Ulcera péptica, além de ser um importante fator na patogénese do cancer
gastrico (FERNANDES et al., 2016). Essa bactéria produz hipergastrinemia por meio da

producdo de amdnia no antro gastrico, interferindo na sensibilidade das células D aos niveis
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reais de acidez na mucosa antral do estbmago, resultando na inibicdo da produgédo de
somatostatina e consequente aumento da liberacéo de gastrina, levando a hipersecrecéo acida e
formacéo das lesées (WALDUM; REHFELD, 2019).

1.5 Modelos para o estudo da Ulcera gastrica

O uso de diferentes modelos, em um mesmo estudo, deve ser considerado para investigar
e tratar as lesbes da mucosa géastrica. Esses modelos mimetizam lesGes fisioldgicas, mas cada
modelo possui caracteristicas distintas de leséo, entdo podem e devem ser utilizados de forma
complementar (SIMOES et al., 2019).

O ensaio de cicatrizacdo de in vitro, € um metodo simples, versatil e econdmico para
estudar a migracdo celular. O ensaio do arranhdo in vitro € um método que se baseia na
observacdo de que, apds a criacdo de um risco, chamado "scratch”, em uma monocamada
celular confluente, as células na borda do espaco recém-criado se moverao para a abertura para
fechar o "arranhao" até que novos contatos de célula-célula sejam estabelecidos novamente. As
etapas basicas envolvem a criacdo de um "arranhdo" em células monocamadas, a captura de
imagens no inicio e intervalos regulares durante a migracéao celular para fechar o arranhdo e a
comparacdo das imagens para determinar a taxa de migracéo celular (LIANG et al., 2007).

Os modelos animais desempenham um papel significativo nas pesquisas que visam
entender a Glcera gastrica. E necessario ter modelos experimentais crediveis que possam ser
usados para avaliar compostos com potencial atividade na protecdo e no tratamento de Ulceras.
Entre os modelos experimentalmente utilizados para testar ou avaliar o potencial anti-tlcera
dos compostos; temos: Ulceras gastricas induzida AINEs, geralmente pela indometacina;
Ulceras gastricas induzidas por etanol; Ulceras gastricas induzidas por acido acético; Ulceras
pépticas induzidas por ligacdo do piloro; entre outros modelos de inducdo (ADINORTEY et
al., 2013).

O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol é amplamente utilizado, principalmente
pelos rapidos resultados, ja que o etanol induz Glceras por acdo direta sobre a mucosa. O etanol
estimula a secrecdo acida gastrica, causa desequilibrios nos processos antioxidantes celulares e
reduz o fluxo sanguineo, levando a lesées microvasculares. Esse modelo de inducdo pode néo
ser Util ou apropriado durante a avaliacdo de compostos que agem através de atividade anti-
secretoras. Porém, esse modelo é bastante Gtil e amplamente utilizado para estudar a eficacia
de compostos que possuam potenciais atividades citoprotetoras e principalmente atividades
antioxidantes (ADINORTEY et al., 2013). A Ulcera gastrica € um dos principais efeitos
adversos causados pelos AINEs (Bl; MAN; MAN, 2014). O mecanismo da ulceracdo induzida
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por AINEs inclui a diminuigdo da sintese de prostaglandinas. Os AINEs atuam inibindo a
enzima ciclooxigenase (COX) que é responsavel pela sintese de prostaglandinas. A inibic¢éo da
secrecdo de prostaglandinas, principalmente de PGEZ2, e de seus efeitos citoprotetores na
mucosa gastrica aumenta a suscetibilidade do tecido a lesdo (BRUNE; PATRIGNANI, 2015;
WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022). Assim, modelo de lesdo géstrica induzida por AINEs
geralmente utiliza indometacina, aspirina ou ibuprofeno; medicamentos que levam de 5 a 8
horas para induzir a ulceracdo do tecido. Fazendo-se, importante na investigacdo de compostos
citoprotetores e principalmente de compostos com potencial de agentes antisecretores. Assim,
fisiopatologia por tras deste modelo envolve os danos a mucosa causados pelo &cido gastrico
em resposta a diminuigdo da sintese de prostaglandinas, portanto, agentes que modulam essa
secrecdo podem atuar de forma satisfatoria (ADINORTEY et al., 2013).

O modelo de lesdo gastrica induzida por acido acético é utilizado para avaliacéo
cicatrizante, o qual produz lesdes arredondadas e bastante profundas através da injecdo ou da
aplicacdo topica de uma solugéo de acido acético diretamente no estbmago. O procedimento de
inducdo de lesdo nos animais é relativamente simples, o tamanho e a severidade da Ulcera
formada variam pouco e a incidéncia da ocorréncia da lesdo é de praticamente 100% (MAENG
et al., 2013). Esse modelo de inducdo por &cido acético € o que mais se aproxima em
similaridades macroscépica e microscopica com a Ulcera gastrica encontrada em humanos. Este
modelo mimetiza a lesdo gastrica em humanos tanto no aspecto patoldgico da lesdo como nos
processos de cura e de recorréncia (BONAMIN et al., 2011; DA LUZ et al., 2021). Esse modelo
de Ulcera experimental é considerado crénico devido a sua persisténcia por um longo periodo
de tempo (BI; MAN; MAN, 2014). Devido a grande semelhanca com as Ulceras em humanos,
esse modelo é considerado o mais adequado para ser usado na avaliacdo de agentes com
potenciais efeitos antisecretores e com potencial efeito na cicatrizacdo de Ulceras cronicas
(ADINORTEY et al., 2013).

1.6 Tratamento da Ulcera géstrica

Para determinar o melhor tratamento da Ulcera gastrica, geralmente séo realizados exames
de endoscopia. Durante a endoscopia, as Ulceras séo classificadas usando o esquema de
classificacdo de Forrest. Este esquema fornece o risco estimado de sangramento da Ulcera e
ajuda a distinguir quais Ulceras precisam de tratamento endoscopico, como cauterizagao, e quais
Ulceras podem ser tratadas de forma medicamentosa (BARCHI et al., 2018). Em casos em que
se vai optar diretamente pela terapia medicamentosa, a importancia clinica desta patologia

levou ao desenvolvimento de muitos produtos farmacéuticos. Atualmente, o tratamento
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medicamentoso mais indicado para gastrites e Ulceras requer uma combinacdo de
medicamentos, como antiacidos, citoprotetores, antagonistas dos receptores de histamina Hz e
inibidores da bomba de protons (IBPs) e antibidticos quando for verificada a presenca de H.
pylori (KAVITT et al., 2019; SALAGA; MOSINSKA, 2017). No entanto, esses medicamentos
estdo associados a uma diversidade de efeitos colaterais e adversos e a uma cicatrizacdo
deficiente das Ulceras, favorecendo a recorréncia das ulceragdes e gerando um impacto
financeiro para 0s usuarios e sistemas publicos de saude (BYRNE et al., 2018; KAVITT et al.,
2019).

Os antiacidos foram os primeiros medicamentos utilizados no tratamento da Ulcera. Esses
agentes fornecem um alivio rapido dos sintomas da doenca, porém, ndo sdo eficazes na
cicatrizacdo da lesdo. Isso ocorre porque ndo atuam alterando a secrecdo de acido cloridrico,
mas alterando o pH do estémago, por neutralizar o HCI, reduzindo a acidez. Entretanto, esses
medicamentos apresentam efeitos indesejaveis como o curto periodo de duragdo de seu efeito,
diarreia, constipacdo, alcalose metabdlica e formacdo de complexos quelatos insolUveis que
alteram a biodisponibilidade de alguns medicamentos (tetraciclinas e fluoroquinolonas).
Exemplos desses agentes sdo bicarbonato de calcio (NaH2CO3), carbonato de calcio (CaCO:s),
hidréxido de aluminio (AI(OH)3) e de magnésio (Mg(OH).) ou associacBes (SALAGA;
MOSINSKA, 2017).

Os medicamentos citoprotetores (sucralfato e bismuto) estimulam os mecanismos de
defesa da mucosa. O sucralfato (sal complexo de sulfato de sacarose e hidréxido de aluminio)
quando em contato com o ambiente &cido do estbmago forma um polimero viscoso e pegajoso
que adere as células epiteliais, atuando como um agente de revestimento, levando a redugdo da
degradacdo da camada de muco pela pepsina e H*. A constipacdo e a interagdo com alguns
medicamentos como antimicrobianos, fenitoina e varfarina, sdo o0s seus principais efeitos
colaterais (SIERRA et al., 2018). Outro agente de revestimento sdo 0s compostos a base de
bismuto, frequentemente utilizados em combinagdes no tratamento da erradicagdo do H. pylori
(ALKIM et al., 2017).

Entre os antagonistas dos receptores H (ranitidina, cimetidina, famotidina, nizatidina e
roxatidina), os mais importantes sdo a cimetidina e a ranitidina. Porém, numerosas interacoes
medicamentosas foram descritas para estes medicamentos, mais frequentemente para a
cimetidina. A cimetidina causa a inibi¢do das enzimas do citocromo P450 e pode reduzir a
metabolizacdo de diversos outros farmacos, aumentando a concentracdo sérica da cafeina,
carbamazepina, propranolol, nifedipina, lidocaina, quinidina, imipramina, desipramina,

triazolam, metronidazol, dentre outros. A ranitidina, embora seja mais potente que a cimetidina,
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€ menos associada a interagdes medicamentosas e ocorréncia de efeitos colaterais (KAVITT et
al., 2019; SANTOS; RAO, 2016). No entanto, em 2020 a ranitidina foi retirada do mercado por
determinacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) devido a possibilidade
de formacdo da substancia N-nitrosodimetilamina (NDMA), considerada carcinogénica
(ANVISA, 2022).

No que diz respeito aos antagonistas dos receptores Hz os feitos colaterais incluem diarreia,
cefaleia, tontura, fadiga, dor muscular, constipacdo, nauseas, erupgdes cutaneas, sonoléncia,
alteracdes hematoldgicas e na funcéo do sistema imunoldgico, bem como podem desenvolver
ginecomastia (homens) e galactorréia (mulheres) devido a seus efeitos androgénicos (SIERRA
et al., 2018). O uso de bloqueadores de receptores H, foi bastante reduzido, sendo
recomendados apenas para 0 uso profilatico em pacientes que tomam AINEs. Diante disso, as
diretrizes médicas indicam que o primeiro tratamento medicamentoso deve ser realizado
utilizando os IBPs, considerando estes os agentes mais eficazes no tratamento de Ulceras
gastricas (ALONSO et al., 2015).

Dentre os IBPs temos o omeprazol, o pantoprazol, o lansoprazol e o esomeprazol como
principais exemplos. IBPs agem promovendo um bloqueio irreversivel dos canais de H* /K*
ATPase, bloqueando a troca de ions realizada pela bomba de prétons e consequentemente
reduzindo a secrecdo 4acida gastrica (BEIRANVAND; BAHRAMIKIA, 2020). Um dos
principais objetivos do tratamento medicamentoso das Ulceras gastricas é, portanto, aumentar
0 pH dentro do estbmago permitindo um ambiente favoravel para a cicatrizacdo da mucosa
(GRAHAM; LU; DORE, 2019). Embora seja a classe terapéutica mais utilizada atualmente no
tratamento das Ulceras, esses medicamentos apresentam consideraveis efeitos colaterais. Os
IBPs podem causar tontura, diarreia, cefaleia, rash cutaneo, nauseas, flatuléncia, constipacéo e
dor abdominal. Além disto, o uso crénico desses medicamentos pode levar a eventos adversos
relacionados a acloridria, hipersecrecdo acida de rebote, doencas cardiovasculares, nefropatia,
infecgBes entéricas e deficiéncia na absorgdo de micronutrientes como a vitamina B12 e o calcio
(IMHANN et al., 2016; VAEZI; YANG; HOWDEN, 2017).

Além disso, a reducdo da vitamina B12 pode manifestar-se como anormalidades
hematologicas e neurologicas como a deméncia. Essas manifestacfes podem ser mais comuns
na populacdo idosa pelo fato de ja apresentarem risco acrescido dessas condi¢des (GOMM et
al., 2016). No entanto, os IBPs estdo relacionados a reducdo da secrecdo acida, com risco
aumentado de osteopenia, osteoporose, fraturas dsseas ocasionado pela diminui¢do da absor¢ao
de célcio e vitamina B12 ocasionando deméncia possivelmente gerada pela passagem da

barreira hematoencefalica, aumentando a degradacdo da proteina amiloide e podendo se ligar
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ao TAU, uma proteina relacionada a doenca de Alzheimer (THOMSON et al., 2010; L1 et al.,
2019). O uso prolongado de IBPs também pode elevar a secre¢do enddcrina de gastrina pelas
células G. Se a acidez gastrica é reduzida, estas células tendem a secretar quantidades cada vez
maiores de gastrina, levando a hipergastrinemia. Como a gastrina € um hormonio trofico que
estimula a proliferagdo celular, a utilizacdo de IBPs por longos periodos de tempo tém sido
associada a um maior risco para o desenvolvimento de tumores (VAEZI; YANG; HOWDEN,
2017). Os IBPs trabalham sinergicamente com os antimicrobianos para erradicar H. pylori.
Quando a Ulcera esta associada ao H. pylori sdo utilizados esquemas terapéuticos com a
combinagdo de agentes antissecretorios e antimicrobianos (MALFERTHEINER et al., 2017).
Devido aos efeitos colaterais e as interagdes medicamentosas relacionados ao uso dos
atuais medicamentos para Ulcera géastrica o tratamento desta doenca continua sendo um grande
desafio. Isso justifica a busca por novos candidatos que possam fornecer alta eficacia, baixa

toxicidade e menos efeitos colaterais (ZHOU et al., 2020).

1.7 Uso da fitoterapia no tratamento de Ulceras gastricas

O uso de plantas como alternativa para tratar diversas enfermidades € datado desde a
antiguidade por populac@es de diversos paises. No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais com
atividade terapéutica foi disseminada principalmente pela cultura indigena (NEWMAN;
CRAGG, 2012). Uma terapia alternativa para o tratamento da Ulcera gastrica seria 0 uso de
preparacOes derivadas de plantas, em vez de drogas sintéticas (MIRANDA et al., 2015). No
Brasil, os medicamentos fitoterapicos sao bem aceitos pela populacgéo e, além do menor custo,
geralmente estdo associados a menor ocorréncia de efeitos colaterais. A pratica também
demostra que medicamentos derivados de plantas séo associados a menores taxas de recorréncia
das doencas gastricas, apresentando resultados promissores no seu tratamento (Bl; MAN;
MAN, 2014).

Diversas plantas, ja sdo relatadas popularmente na literatura como detentoras de
propriedades antiulcerogénica. Myracrodruon urundeuva, a aroeira-do-sertdo, por exemplo, é
utilizada popularmente para diversas finalidades, dentre elas no tratamento de Ulceras gastricas.
Carlini et al. (2010) e Galvao et al. (2018) apresentaram o efeito protetor da mucosa gastrica
contra as ulceragOes induzidas por estresse em ratos e por etanol em camundongos. Os autores
utilizaram extratos de diversas partes da planta e validaram o uso popular.

Uma revisdo publicada por Meirelles et al. (2022) mostrou os usos tradicionais da planta
sendo principalmente relacionados ao sistema gastrointestinal e associou esse uso as suas

propriedades antiacidas e antiulcerogénicas dominante. Entre outras plantas estdo Citrus
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aurantium (Polo et al., 2012), Citrus sinensis (Selmi et al., 2017), Spondias purpurea (De
Almeida et al.,, 2017) e Spondias mombin (Brito et al., 2018) apresentaram resultados
promissores no tratamento de Ulceras gastricas.

Plantas popularmente usadas no tratamento de doencas gastricas sdo conhecidas por agirem
através de diferentes mecanismos. No entanto, sua acdo se dar principalmente pelo aumento de
fatores protetores da mucosa gastrica, efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes (KUNA et al.,
2019). Estudos também mostram que 0s extratos de ervas sdo 0s agentes mais eficazes neste
contexto e particularmente os antioxidantes vegetais tém recebido consideravel atencdo dos
pesquisadores nos dltimos anos (BEIRANVAND, 2022).

Desse modo, torna-se evidente a necessidade de pesquisas que visem buscar moléculas
cada vez mais especificas para o tratamento das ulceracdes gastricas, visto que os medicamentos
disponiveis atualmente na prética clinica ndo sdo capazes de promover totalmente a cura da
doenca, apresentando alto indice de recidiva, uma variedade de efeitos adversos e colaterais,
interacdes medicamentosas e alto custo (BOEING et al., 2016). Atualmente, estudos sobre o
tratamento de distUrbios gastrointestinais tém focado no potencial da medicina natural devido
a disponibilidade, eficacia, menor custo e menor toxicidade (PARK et al., 2019). A pratica
experimental e clinica também demostra que medicamentos derivados de plantas sdo associados
a menores taxas de recorréncia das doengas gastricas (Bl; MAN; MAN, 2014).

O Brasil se destaca por possuir a maior biodiversidade do mundo, com mais de 50 mil
espécies de plantas nos diversos biomas (Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica,
Amazonia e Pampa), correspondendo a 20% do total do planeta (DUTRA et al., 2016; BRASIL,
2023). A Amazonia brasileira possui grande diversidade de espécies frutiferas nativas, que séo
fonte de nutrientes para aplicacdes alimenticias e farmacéuticas, mas seu perfil quimico e
efeitos a salide ainda sdo pouco conhecidos (ARAUJO et al., 2021). As frutas amazonicas sdo
geralmente consumidas in natura, frequentemente na forma de suco (RABELO, 2012). Além
de serem muito apreciados pelo sabor, os sucos facilitam o acesso a diversos compostos
bioativos com efeitos benéficos a saide humana (ANDERLE et al., 2004; CHEN et al., 2018).

Assim sendo, a busca por novas alternativas terapéuticas que sejam mais seguras e com
menos efeitos colaterais faz dos produtos naturais uma estratégia terapéutica, devido sua
riqueza de constituintes e variedade de substancias biologicamente ativas. Na literatura ja foram
descritos como detentoras de propriedades antiulcerogénicas e estas agem através de diversos
mecanismos, principalmente devido ao aumento de fatores protetores da mucosa gastrica, de

efeitos anti-inflamatorios e de propriedades antioxidantes (KUNA et al., 2019).
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1.8 Euterpe oleracea Mart. (EO)

O acai (Euterpe oleracea Martius), espécie pertencente a familia das palmeiras
(Arecaceae), € nativo de varios paises da regido tropical amazo6nica da América Central e do
Sul, incluindo Brasil, Equador e Venezuela (OLIVEIRA et al., 2019). Encontrado
principalmente, em areas de varzeas e areas permanentemente alagadas, podendo também
crescer em terras secas em florestas de baixa densidade (SILVA et al., 2019). O fruto do agai é
uma drupa globosa, séssil, de coloragdo violeta/roxa quando madura, com didmetro de 1 a2 cm
e peso médio de 0,8 a 2,3 g. O acai é amplamente consumido em forma de polpa pela populagéo
da regido Norte do Brasil e tem significativa importancia econdmica (BICHARA; ROGER,
2011).

Figura 3 - Palmeira Euterpe oleracea Mart. e fruto do acai na fase em que € utilizado para o
preparo da polpa.

Fonte: Imagens da internet <https://port

Na ultima década, o acai apresentou uma crescente demanda nacional e internacional,
atraindo investimentos e pesquisas (BUSSMANN; PANINGUA, 2012; COSTA et al., 2017).
Especialmente pelo uso de seus frutos na preparagio do “vinho de agai”, que é exportado como
um alimento energético. A polpa deste fruto tem sido objeto de estudos em fun¢do do seu valor
nutritivo, sendo considerado um alimento nutracéutico face ao elevado teor de substancias
bioativas e fibra alimentar (LAURINDO et al., 2023; YAMAGUCHI et al., 2015).

Os polifendis tém atraido o interesse de pesquisadores por apresentarem propriedades
antioxidantes promissoras que protegem o corpo humano dos radicais livres devido a sua
capacidade de doar hidrogénio (JEONG et al.,, 2007; BIGONIYA & SINGH, 2014).
Notavelmente, os efeitos do acai na prevencao de doencas estdo relacionados a sua composi¢éo
de fitoquimicos bioativos (LAURINDO et al., 2023). No acai, os polifenois sdo os constituintes
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mais significativos do perfil quimico, os principais metabdlitos secundarios dos polifendis
incluem a classe das antocianinas, proantocianidinas e outros flavondides com efeitos
promissores a saude (DE MORAES et al., 2022; OPPITZ et al., 2022).

Figura 4 — Estrutura quimica béasica dos principais compostos fitoquimicos presentes no fruto

do acai.

Antocianinas Flavondides

13 OH
14

Proantocianidinas

Fonte: Adaptado de Lopez et al., 2000; Apak et al., 2007 e Fu & et al., 2014.

As antocianidinas e seus glicosideos, antocianinas, sdo pigmentos sollveis em agua que
contribuem para a coloragdo de vérias flores, sementes, frutas e plantas (DE LIMA &
BARBOSA, 2021). Esta classe de fitoquimicos pertencentes a uma classe de flavonodides que
demonstram vérias atividades bioldgicas promissoras para a saude humana, incluindo a
prevencdo de dislipidemia, diabetes tipo 2, neurodegeneracdo, doengas cardiovasculares,
doencas hepaticas, cancer e atividade anti-Glcera (JIA et al., 2020; LV et al.,, 2015;
RUPASINGHE et al., 2016; DE LIMA & BARBOSA, 2021; BIGONIYA; SINGH, 2014).

Pesquisas indicam os efeitos do acai na protecdo dos tecidos em varios 6rgdos, como
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coragdo, figado, pulmdes, rins e cérebro. Foi demostrado que o extrato padronizado de agai
apresenta atividades anticancerigenas, antiaterogénicas, antimicrobianas, antinociceptivas,
anticonvulsivantes, antileishmania e antienvelhecimento (ALMEIDA et al., 2020; SILVA et
al., 2020; SOUZA-MONTEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2018; PETRUK et al., 2018).

Segundo a Farmacopeia Brasileira 62 edi¢do extrato padronizado correspondem aqueles
extratos ajustados a um contetdo definido de um ou mais constituintes que sdo responsaveis
pela atividade terapéutica. O ajuste do conteudo é adquirido pela adi¢do de excipientes inertes
ou pela mistura de outros lotes de extrato (BRASIL, 2019). A padronizacdo de extratos de
produtos naturais visa estabelecer pardmetros de controle de qualidade com um rigoroso
controle de toda as etapas envolvidas no processamento. Considerando a padronizagdo como
uma condicdo em que a eficacia do produto é garantida através da constancia no teor de
principios ativos (CARVALHO et al., 2008).

O extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) utilizado no neste trabalho é um
produto aquoso caracterizado pela auséncia de sélidos e lipidios insoltveis, mas que mantém
alta capacidade antioxidante devido a presenca de compostos fendlicos, como antocianinas,
flavonas, proantocianidinas e outros flavonoides. Cianidina-3-O-rutinosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, orientina, homoorientina e taxifolina desoxihexose sdo os principais flavonoides
presentes no acai (DIAS et al., 2012; GORDON et al., 2012).

Frente a isso, 0 extrato padronizado de EO pode ser visto como um potencial candidato na
protecdo e cicatrizacdo da mucosa gastrica. O acai presenta muitos beneficios a saide, sendo
0s mais proeminentes as atividades antioxidantes e anti-inflamatorias. Varias classes de
compostos estdo presentes no agai como fonte desses efeitos compostos como antocianinas,
compostos polifendlicos e flavonoides (YAMAGUCHI et al., 2015). Alguns flavonoides tém
demonstrado significante atividade antitlcera (VICTORIO et al., 2011).

Cury et al. (2020) investigaram os efeitos in vivo do extrato seco de acai (DAE) em Ulceras
gastricas induzidas por etanol através de modelos animais e observaram atividade
gastroprotetora. Neste estudo, doses de 30 a 100 mg/kg de DAE resultaram em uma reducéo de
48-83% da area ulcerada. Demostrando também a capacidade eliminadora de radicai através
do aumento dos niveis de glutationa, niveis normalizados de superdxido dismutase (SOD),
aumento da atividade da catalase (CAT). Estes resultados indicam que o extrato de acai pode
diminuir a inflamacdo e facilitar a manutencdo do equilibrio oxidativo na mucosa gastrica.
Tornado o acai uma opcao natural e promissora para farmacoterapia visando protecdo da
mucosa gastrica. Costa et al. (2021) avaliaram o perfil fitoquimico do extrato hidroetandlico de

acai de um suplemento dietético comercial de acai em pd e investigaram a influéncia in vitro
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dos fitoquimicos do agai na angiogénese e biomarcadores oxidativos em células endoteliais
microvasculares humanas (HMEC-1). A andlise do extrato revelou a presenca de quantidades
consideraveis de antocianinas, principalmente cianidina-3-O-rutinosideo, e varios flavonoides
com implicacdes promissoras para a saude. O tratamento com o extrato hidroetandlico de acai
em HMEC-1 demonstrou diminui¢do da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
atividade antioxidante regulada positivamente pela CAT e SOD e aumento da atividade
antiangiogénica sem citotoxicidade resume os efeitos antioxidantes do acai.

Sudo et al. (2015) estudaram o uso do extrato de semente de acai demostrando uma reducéo
as respostas nociceptivas a dor aguda/inflamatoria, incluindo contor¢des induzidas por acido
acético, hiperalgesia térmica e hiperalgesia térmica induzida por carragenina em camundongos.
As respostas antinociceptivas ao acai foram dose-dependentes. o extrato de acai diminuiu as
fases neurogénica e inflamatoria resultantes de injec6es intraplantares de formalina e preveniu
a dor crénica, incluindo alodinia mecénica e hiperalgesia térmica, induzida pela ligadura do
nervo espinhal. O acai apresentou notavel acdo antinociceptiva por multiplas vias e, portanto,
pode ser considerado na producao de novas terapéuticas analgésicas.

Da Silva et al. (2018) observaram que o extrato de semente de acai diminuiu a lesao renal,
preveniu a disfuncgéo renal e, portanto, exerceu efeitos renoprotetores, em um modelo de doenca
renal em ratos, por meio de a¢Bes anti-inflamatdrias e antioxidantes. Da Costa et al. (2018)
descobriram que a suplementacao das dietas de ratos Wistar machos com extrato hidroalcoolico
de semente de acai liofilizado reduziram significativamente a lesao renal e preveniu a disfuncédo
renal. Pontes et al. (2021) demonstraram que o tratamento de ratos Wistar machos com extrato
aquoso de polpa de acai por via intravenosa resultaram em niveis agudamente elevados de fluxo
sanguineo. Um estudo realizado por Figueiredo et al. (2022) trataram ratos Wistar machos com
polpa de acai rica em acido galico e antocianinas totais para avaliar os efeitos do acai em
modelos animais de remodelacdo cardiaca. Os resultados revelaram que a suplementacdo com
polpa de acai atenuou significativamente a remodelacdo cardiaca ap6s infarto do miocardio.

Considerado um alimento nutracéutico, que apresenta funcgdes nutritivas e terapéuticas a
polpa do acai, em fungdo do seu valor nutritivo e sensorial, atribuido principalmente a sua acéo
antioxidante, parece contribuir para a prevencio de doencas. E neste contexto que o presente
trabalho se propde a avaliar a atividade gastroprotetora e cicatrizante gastrica do extrato
padronizado de Euterpe oleracea Mart. em modelos de Ulceras gastricas induzidas em ratos
Wistar.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito citoprotetor e cicatrizante gastrico do extrato padronizado de Euterpe

oleracea Mart. e 0s mecanismos envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

= Avaliar o potencial cicatrizante in vitro de Euterpe oleracea;

= Analisar o efeito do tratamento com Euterpe oleracea, na massa corporal dos animais

com Ulcera gastrica induzida por acido acético;

= Avaliar o efeito gastroprotetor de Euterpe oleracea em diferentes modelos de inducgéo de

Ulceras géstricas experimental;

= Pesquisar o efeito de Euterpe oleracea sobre a secrecdo acida;

= Avaliar a atividade cicatrizante de Euterpe oleracea em modelo de Ulcera gastrica

induzida cirurgicamente;

= Estudar a influéncia do tratamento de Euterpe oleracea sobre os marcadores do estresse

oxidativo na mucosa gastrica ulcerada por acido acético.
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3. MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de um estudo prospectivo pré-clinico, realizado no Laboratério de Farmacologia
e Toxicologia de Produtos Naturais, localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal do Para.

3.1 Suco clarificado de acai (Euterpe oleracea Mart.)

O suco de acai clarificado (Euterpe oleracea Mart.) utilizado neste trabalho foi gentilmente
cedido pela Amazon Dreams (Belém - PA, Brasil). O processo patenteado para producdo do
suco foi licenciado pela Amazon Dreams e pela Universidade Federal do Para (Pl 1003060-3).
Que inclui a microfiltracdo e centrifugacdo de um suco de acai preparado com frutas frescas
que consiste no produto final isento de lipidios, proteinas e fibras (MONTEIRO-SOUZA et al.,
2015). Para quantificar as antocianinas e os principais flavonoides presentes no suco
clarificado, foram utilizados dois métodos validados de UHPLC-DAD (DIAS et al., 2012;
DIAS et al., 2013), tendo como compostos padrdes: orientina, homoorientina, taxifolina,
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo adquiridos da Extrasynthése (Genay,

Franca).

3.2 Ensaios in vitro
3.2.1 Cultura de células Vero

Para a realizacdo dos presentes ensaios, foram utilizadas linhagens de células Vero
originarias do rim de macacos verde africano (Cercopithecus aethiops) cedida, gentilmente pelo
Laboratorio de Neuroquimica Molecular e Celular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFPA.
Cultivadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de
soro bovino fetal (SBF), penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL), em estufa de CO>
(5%) a 37°C.

3.2.2 Ensaio de citotoxicidade

Neste ensaio, durante o descongelamento, os criotubos inicialmente foram mantidos em
temperatura ambiente para evitar chogque térmico com os demais reagentes. Apos estabilizar a
temperatura, o conteuddo foi homogeneizado com 5ml de meio DMEM suplementado e
centrifugado a 1000 rpm durante 3 minutos. Apos isso, 0 sobrenadante foi desprezado e meio
novo foi adicionado ao tubo falcon para a suspensdo do material. O contetdo foi entdo

transferido para uma garrafa de 25cm® para a expansdo. Para a determinacgio da faixa de
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concentragdes a serem usadas do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) no ensaio
do potencial cicatrizante in vitro, foi previamente realizado método colorimétrico do
Metiltetrazolium (MTT) (MOSMANN, 1983). Para realizacdo do ensaio, as células epiteliais
Vero foram semeadas em uma placa de 96 pocgos (3 x 10° células / pogo) e tratados com
diferentes concentragcdes do EO (50, 10, 5, 1 e 0,1 pg/mL) escolhidas como descrito por
(FERNANDES et al., 2021).

3.2.3 Ensaio de migracéo celular

Para 0 ensaio de cicatrizacdo in vitro as células foram cultivadas em uma placa de 6 pocos
(3 x 10° células/mL) e mantidas em cultura até atingir uma a confluéncia de aproximadamente
70% quando entdo, foram carenciadas com 1% SBF por 48 horas. A monocamada celular
confluente foi arranhada por uma ponteira estéril de 200 pL, os debris celulares foram
descartados ap6s lavagem com PBS 2X. Na sequéncia, estas monocamadas foram expostas ao
meio DMEM a 5% puro ou com EO. As concentracfes utilizadas no presente ensaio foram as
concentracdes de 0,1 e 1 pug / mL do EO (eleitas pelos resultados de MTT previamente
realizado). A avaliacdo da medida do arranhdo se deu através da observacao da migragdo das
células em direcdo ao centro, as imagens foram obtidas as Oh, 4h, 8h, 12h, 24h e 48h apds o
arranhdo, utilizando microscépio invertido (Axiovert 200) e a reducdo do espaco foi mensurado

usando o software de planimetria computadorizada ImageJ (LIANG et al., 2007).

3.3 Ensaios in vivo

Adotou como dose maxima do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) 10
ml/g de peso corporal, equivalente a aproximadamente 700 ml para uma pessoa de 70 kg, tendo

como parametro o consumo da populacédo da Regido Norte (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015).

3.4 Animais e Aspectos éticos

Foram utilizados um total de 106 ratas albinas fémeas, linhagem Wistar (Rattus
novergicus), com idade a partir de 60 dias (adultos), pesando em torno de 180 a 210 gramas,
oriundos do Bioteério Instituto Evandro Chagas. Os parametros de escolha da espécie se deram
pela ampla utilizacdo desse modelo para avaliagdo de atividade gastroprotetora e/ou
cicatrizante, devido sua grande correspondéncia com os seres humanos. Ao longo do estudo os
animais foram mantidos no biotério de experimentacdo animal do Laboratério de Farmacologia
e Toxicologia de Produtos Naturais - UFPA, em grupos de até 5 ratos por caixa, forradas com

maravalha, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com controle de temperatura a 25°C + 2°C.
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Durante a ambientacdo (5 a 7 dias), tiveram livre acesso a comida e agua potével. Peso corporal
e comportamento exploratério dos animais, foram pardmetros avaliados no periodo
experimental. Ao final dos protocolos experimentais, todos os animais foram eutanasiados por
anestesia profunda com 150 mg/kg de cetamina + 10 mg/kg de xilazina. Todos o0s
procedimentos experimentais foram submetidos a apreciacao e aprovacéo pelo Comité de Etica
para Uso e Cuidados com Animais de Experimentacdo CEUA - UFPA, sob o seguinte
(n°:6583271022).

3.5 Avaliacdo da atividade citoprotetora do extrato padronizado de Euterpe oleracea
Mart. (EO)

3.5.1 Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto

Apds um jejum de 24h, os animais (n=6/grupo) receberam etanol absoluto, por via oral, na
dose de 0,5 mL/100g; 30 minutos antes da administracdo do etanol, os animais receberam por
gavagem: controle negativo - &gua (0,5mL/100g), grupos tratados - EO (2,5 e 10 pL/g), e
controle positivo - Sucralfato (500 mg/kg). Ap6s 50 minutos da administracdo do extrato; agua
e sucralfato, os animais foram eutanasiados para avaliacdo e quantificacdo das lesdes gastricas
(ROBERT et al., 1979; MELLO et al., 2008). A &rea ulcerada (AU) foi determinada por meio
de software de planimetria computadorizada ImageJ.

3.5.2 Ulceras gastricas induzidas por indometacina

Apds um jejum de 24h, os animais (n=6/grupo) receberam por gavagem: controle negativo
- agua, grupos tratados - EO (2,5 e 10 pL/g), e controle positivo - Sucralfato (500 mg/kg). Apos
30 minutos, receberam indometacina 50 mg/kg - sc, preparada na hora em solucdo salina
NaHCO3 0,5% (DJAHANGUIRI, 1969). Apos 3h da inducgdo das primeiras lesées, uma nova
dose foi administrada e ap6s 6h os animais foram eutanasiados e as les6es gastricas avaliadas.

O indice de Ulceracéo (1U) foi determinado conforme descrito por Mello et al. (2008).

3.6 Avaliacéo do efeito de Euterpe oleracea Mart. sobre a secrecédo acida
3.6.1 Inducdo por Ligadura do Piloro (Contencéo de Suco Gastrico)

Apo6s um jejum de 24h, os animais (n=6/grupo) foram anestesiados com solugdo de
cetamina (60 mg/kg) + xilazina (7,5 mg/kg) de 0,1 ml/100g de peso corporal, 0 abdome foi
incisado e o piloro ligado, os ratos receberam pela via duodenal, por contato: controle negativo

- agua (0,5mL/kg), grupo tratado - EO 10 pL/g dose mais eficaz, controle positivo - Omeprazol
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(20mg/kg). Quatro horas depois, 0s animais foram eutanasiados; o abdomen foi aberto e outra
ligadura foi colocada ao redor do es6fago proximo ao diafragma. Os estdbmagos foram
removidos e o contetdo gastrico foi coletado e drenado para um tubo falcon graduado e
centrifugado a 1500 rpm durante 30 minutos (SHAY et al., 1945). O volume foi determinado
utilizando uma bureta graduada de 10 mL e o pH foram registrados com pHmetro digital (PA
200, Marconi S.A., Brasil) e confirmados com titulacdo simples com (NaOH -0,1 N
padronizado), utilizando fenolftaleina 1 % como indicador &cido-base, calculados através da

seguinte férmula:

Acidez total (mmol H* )/mL/4h) = 0,1mols NaOH x VT NaOH x 1000

VT NaOH = Volume de NaOH adicionado durante a titulacéo

3.7 Avaliacdo da atividade cicatrizante gastrica do extrato padronizado de Euterpe
oleracea Mart. (EO)

3.7.1 Ulcera gastrica induzida por &cido acético 10%

Durante um periodo de cinco dias, 0s animais tiveram o fornecimento de racdo restringido
para 2h diarias (08h00-09h00 e 17h00-18h00), com livre acesso a dgua. Terminando este
periodo, foram submetidos a um jejum de 24h (n=10/grupo), onde foi realizada laparotomia
abdominal na regido epigastrica (anestesia - cloridrato de xilazina 7,5 mg/kg, cloridrato de
cetamina 150 mg/kg de 0,1 ml/100g de peso corporal). Apés a exposicdo do estbmago, foram
injetados 50uL de acido acético aquoso a 10% na parede externa do 0rgdo, regido subserosa da
face anterior ¢ 50uL de solugdo salina a 0,9% na face posterior. O estbmago foi lavado
cuidadosamente (solugéo salina 0,9%) e a parede abdominal suturada. O tratamento foi iniciado
24h apds o procedimento cirurgico e repetido diariamente durante 8 dias: controle negativo
(dgua 0,5mL/kg), grupos tratados EO (2,5 e 10 pL/g) e controle positivo (Omeprazol 20mg/kg),
onde os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas sob dieta restrita, como descrito
anteriormente (OKABE & AMAGASE, 2005; MELLO et al., 2008). Ao final do tratamento,

0s animais foram eutanasiados, sendo 0s estdmagos retirados para inspe¢ao da mucosa.

3.8 Avaliacéo das lesdes gastricas

Os animais foram examinados macroscopicamente, sendo efetuada a resseccdo do
estbmago. Imediatamente apds a retirada, os 6rgdos foram pesados, expressando os resultados

pela relacdo “grama orgdo/kg animal” e inspecionados quanto aos parametros visuais de
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normalidade. Para inspecdo, os estdbmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, as
mucosas lavadas suavemente com soro e estendidas, com auxilio de alfinetes, sobre uma
plataforma de poliestireno para observacdo e registro fotografico. Os animais que foram
submetidos ao ensaio de cicatrizacdo de lesdo induzida por acido acético tiveram metade dos
estdbmagos diretamente encaminhados para conservacdo em -80°C para anélises bioquimicas e
outra metade foi submetida a avaliagcdo da AU onde foram fotografados depois analisados para

determinacéo utilizando o software de planimetria computadorizada ImageJ.

3.9 Avaliacao dos marcadores do estresse oxidativo na Glcera gastrica induzida por &cido

acético

Os animais utilizados nesse protocolo foram previamente submetidos a inducédo de Ulcera
gastrica induzida por &cido acético, conforme descrito em 3.7.1. Para a preparacdo do
homogenato do estdmago, partes das mucosas gastricas que continha a Ulcera foram dissecada
e pesada em balanga analitica. Os fragmentos obtidos dos respetivos grupos foram triturados e
homogeneizados em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM e KH2PO4 1,8 mM)
(1:1 p/v) com um homogeneizador Ultra-Turrax (IKA-Werke GmbH & Co.) em ciclos de 30
segundos trés vezes, em temperatura de 4 °C. As amostras obtidas foram centrifugadas por 10

minutos a 5000 rpm a 4 °C.

3.9.1 Determinacédo da peroxidacao lipidica pelo método TBARS

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foram determinadas conforme
descrito por Ohkawa et al. (1979). Este teste indica a presenca de produtos derivados da
peroxidacdo lipidica, principalmente o malonaldeido (MDA). O estdmago foi homogeneizado
e 0 sobrenadante submetido a determinacao das espécies relacionadas a peroxidagao lipidica.

Primeiramente foi realizada a preparagéo reativa de TBARS: TCA 15%, TBA 0,375% e
HCI 0,25M. Em seguida, foi colocado em tubos 150 ulL da amostra (obtida das mucosas dos
estdbmagos previamente processados) e 300 pL do reativo. Posteriormente o material foi
aquecido por 45 minutos a 80°C. Apobs esse tempo, os tubos foram agitados e o material
resfriado e centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm. O produto de cor levemente rosada
resultante foi colocado em uma microplaca de 96 pogos para quantificacdo de
espectrofotdbmetro a 535 nm (BIO-RAD Modelo 450 Microplate Reader). O resultado foi

expresso em nmol MDA/mg de proteina.
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3.9.2 Determinacéo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase na prote¢do da mucosa géastrica foi medida ap0s a reagdo
das amostras com perdxido de hidrogénio (H202) para formar formaldeido, que foi revelado
através do tratamento com 0,04g do reagente Purpald® 34,2 mM (4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1, 2, 4-triazol). Os resultados dos niveis da enzima foram expressos em mmol/min/mg
de proteina, determinado por comparacdo da absorbancia a 540 nm (BIO-RAD Leitor de
Microplacas Modelo 450) com uma curva padrdo para formaldeido 4,25 uM (JOHANSSON &
BORG, 1988; WHEELER et al., 1990).

3.9.3 Determinacéo dos niveis de nitrito

O procedimento técnico envolve a adicdo da enzima nitrato redutase, que converte o nitrato
(NOz-) a nitrito (NO2-). Os niveis de nitrito foram determinados com base em reacdo com
reagente de Griess (GUEVARA et al., 1998). Foram colocadas 100 pL da amostra em
microplacas de 96 pocos incubadas a temperatura ambiente com 100 pL do reagente de Griess
((0,1% Dihidrocloreto de N-(1-naftill) etilenodiamida e 1% sulfanilamida em &cido fosforico
5%) por 10 minutos. A absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 550 nm (BIO-
RAD Modelo 450 Microplate Reader). Os resultados da quantidade de nitrito foram expressos

como pmol/mg de proteina com base em uma curva padrdo para nitrito de sédio.
3.9.4 Determinacéo de glutationa total (GSH total)

O ensaio para a determinacdo dos niveis de glutationa total foi realizado pela deteccéo da
enzima reciclada ap6s um tratamento com glutationa redutase, na qual o grupo sulfidrila da
glutationa reage com acido 5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzdico)1 mM, formando o &cido 5-tio-
2-nitrobenzoico, que tem uma cor amarela. A leitura da absorbancia foi realizada por
espectrofotometria, uma vez por minuto, durante cinco minutos, no comprimento de onda de
412 nm (Leitor de Microplacas BIO-RAD Modelo 450). Os resultados da absorbancia foram
expressos em pmol/ug de proteina (TIETZE, 1969; FOYER & SHIGEOKA, 2011).

3.9.5 Determinacédo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

Para determinagéo da atividade enzimética da superoxido dismutase (SOD) foi seguida a
metodologia descrita por McCord e Fridowich (1969) adaptada. Esta metodologia é de deteccéo
indireta da atividade da SOD, pois a presenca desta enzima na amostra, promove a conversao
do "O2 em H20:> e Oz, impedindo consequentemente a reducdo do citocromo C, que é detectada

em comprimento de onda de 550 nm. Neste ensaio, uma unidade de atividade é definida como
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a quantidade de enzima que promove 50% de inibi¢do da reducdo do citocromo C a 25°C em
pH 7,8. Apds o preparo das amostras, uma aliquota de 50 pL foi adicionada a uma mistura de
tampdo, citocromo C 0,075mM, hipoxantina (Sigma-Aldrich) 1,5 mM e xantina oxidase
(Sigma-Aldrich) 56 Mm. A solucéo resultante foi incubada a 37°C e ao abrigo da luz e, ap6s 15
min, foi realizada uma Unica leitura na faixa de 550 nm em espectrofotémetro UV-1800
(Shimatzu). Os valores de absorbancia foram aplicados em curva padréo de citocromo C para
determinacdo da concentracdo enzimatica, expressa em Unidade SOD/mg proteina: uma
unidade de SOD é a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a velocidade de

reducdo do citocromo C em pH 7,8. A atividade de SOD foi expressa em nmol/ mL.

Figura 5 - Procedimento para determinacédo da superoxido dismutase (SOD).
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3.9.6 Quantificacdo de proteinas

O metodo de Bradford (1976) foi utilizado para quantificar o nivel de proteina. Uma curva
padrdo foi gerada com solug6es contendo concentragdes conhecidas de albumina de soro bovino
e resultados expressos em mg/mL. Resumindo, uma aliquota de homogeneizado foi incubada
com reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol 95% e acido fosforico 85%)

por 5 minutos em temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi medida a 570 nm.
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3.10 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® (verséo
5.0). Adistribuigdo dos dados quanto a normalidade foi avaliada por meio da aplicacdo do teste
Kolmogorov-Smirnov (0=0,05). A analise de variancia foi realizada ANOVA one-way e a
significancia de cada grupo foi verificada pelo pos-teste de Dunnett e/ou Tukey, (p < 0,05). Os

resultados foram expressos como média + desvio padréo (DP) do total de animais por grupo.
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaio de migracéo celular
4.1.1 Potencial cicatrizante do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) in vitro

O efeito do extrato sobre a viabilidade celular foi avaliado pelo método colorimétrico de
MTT para a analisar quais das concentragdes (50, 10, 5, 1 e 0,1 pg/mL) do extrato nédo
apresentavam citotoxidade (dados ndo apresentados). A avaliacdo da taxa de migragdo das
células Vero para a redugdo da medida do arranhdo foi realizada com as concentragdes de 0,1
e 1 pg/mL. Estas concentra¢@es foram estabelecidas pelo ensaio do MTT com células epiteliais
da mesma linhagem, de modo que em ambas as doses ndo foram toxicas as substancias.

A concentracdo de (1 pug/mL) do EO promoveu um aumento significativo na migragédo
celular apds 48 horas (38,46 + 2,85 um) em comparagdo ao controle negativo (32,65 + 2,02
pm), estes resultados foram obtidos ap6s a mensuragdo da medida do arranhdo (um) que séo
demostrados na (Figura 7). Por outro lado, a concentracdo de (0,1 pg/mL) do extrato apresentou
a taxa de migracdo celular de (24,42 + 6,17 um) quando comparado ao controle negativo. O
grupo controle positivo apresentou taxa de migracéo de (50,24 £ 0,81 pm) se aproximando do
resultado encontrado a concentracdo de 1 pg/mL do extrato, demostrando que o EO apresentou

efeito cicatrizante in vitro.

Figura 6 — Analise da taxa de migracéo celular pelo ensaio de cicatrizacdo in vitro.
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As imagens foram analisadas no software ImageJ para avaliar a medida do arranh@o (um)
atraveés da taxa de migracéo celular. Os resultados estdo representados como média + DP em
quadruplicatas. ANOVA “Two way”, seguido pelo pos-teste de Tukey. * p <0,0001 em relagéo
ao controle negativo.
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Oh

48 h

Figura 7 - Migragdo das células foi avaliada através de microfotografias representativas com
ampliacdo de 40x das areas das células Vero ferias as 0 e 48 hs apos a indugdo do arranhdo.
Analisadas no software ImageJ para avaliar a medida do arranhao (um). A migracéo celular foi
observada em resposta a uma ‘‘lesdo’” induzida mecanicamente tratada com duas concentracdes
do EO.

Controle Positivo Controle Negativo
SBF 5% SBF 1%

EO 0,1 pg/mL EO 1 pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Avaliacdo da atividade citoprotetora do extrato padronizado de Euterpe oleracea
Mart. (EO)

4.2.1 Efeito do EO sobre ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto

O efeito gastroprotetor do EO foi demonstrado pela reducéo do dano causado pelo etanol
absoluto a mucosa do estdbmago, conforme podemos visualizar na (Figura 8). Os resultados
obtidos nesse modelo, demonstram que o0s animais submetidos a administracdo oral de
sucralfato (500 mg/kg) e o tratamento com EO nas doses de (2,5 puL/g e 10 pL/g) reduziram
significativamente (****p < 0,0001) a area ulcerada em 92,21% (3,383 £ 1,670 cm?); 64,12%
(15,58 + 4,908 cm3); 96,63% (1,463 + 1,668 cm?2) respectivamente, quando comparados ao
grupo controle com uma area total de 43,42 + 12,28 cm2.

A figura 9 apresenta imagens macroscopicas representativas do tecido gastrico dos
animais. O estdmago que representa o controle negativo observa-se lesdes hemorragicas com
aspecto estriado por toda a regido da mucosa gastrica. Nos estdbmagos que representam 0s
grupos pré-tratados com EO, nas duas doses, ou com sucralfato podemos visualizar que ocorreu

reducdo da area lesionada.
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Figura 8 - Efeito citoprotetor do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) em lesfes
gastricas induzidas por etano absoluto em ratos.
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Os resultados estdo representados como média + DP de seis animais/grupo. ANOVA “one
way”, seguido pelo pds-teste de Tukey. **** p < 0,0001 em relacdo ao controle negativo. * p
< 0,05 em relacéo aos grupos tratados com EO.

Figura 9 - Efeito do EO na mucosa gastrica de ratos Wistar pré-tratados oralmente (A) agua
destilada 0,5 mL/100g; (B) sucralfato 500 mg/kg; (C) EO 2,5 uL/g; (D) EO 10 puL/g em modelo
lesdo gastrica induzidas por etano absoluto em ratos.

A B C

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Efeito do EO sobre Ulceras gastricas induzidas por indometacina

O EO promoveu reducdo do dano causado pela indometacina a mucosa gastrica, conforme

pode ser visualizado na (Figura 10). Os animais administrados oralmente com sucralfato (500
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mg/kg) e o tratamento com EO nas doses de (2,5 puL/g e 10 pL/g) demostraram uma reducéo
significativa (**** p < 0,0001) da &rea ulcerada em 97,9% (1,167 £ 1,329 cm?), 32,64%-(37,50
+ 0,547 cm?), 82,04% (10,00 = 4,147 cm?) respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo com uma area de (55,67 + 21,72 cm?). Sendo esses, resultados ilustrados na
(Figura 11).

Figura 10 - Efeito citoprotetor do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre

lesGes gastricas induzidas por indometacina em ratos.
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Os resultados estdo representados como meédia = DP de seis animais/grupo. ANOVA “one
way”, seguido pelo pos-teste de Tukey. **** p < 0,0001; * p < 0,05 em relacéo ao controle
negativo. ** p < 0,01; *** p < 0,001 em relacdo aos grupos tratados.

Figura 11 - Efeito do EO na mucosa gastrica de ratos Wistar pré-tratados oralmente (A) dgua
destilada 0,5mL/kg; (B) sucralfato 500 mg/kg; (C) EO 2,5 pL/g; (D) EO 10 pL/g em modelo

de les&o gastrica induzida por indometacina em ratos.
: « B C D
; ,. Kl
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4.3 Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre a acidez gastrica

A administracdo do omeprazol (20 mg/kg) reduziu significativamente a acidez total
(0,03667 = 0,001862, * p < 0,05) em relacdo ao grupo controle negativo (0,1458 £ 0,01170) no
modelo de ligadura de piloro. Todavia, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
tratamento com EO na dose de 10 pL/g quando comparado ao grupo controle negativo, o que
sugere que, nas condicdes estudadas, a gastroprotecdo ndo deve estar relacionada aos
mecanismos antissecretorios. O efeito do EO sobre a acidez gastrica pode ser visualizado na
(Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do extrato do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre

acidez gastrica de ratos submetidos ao modelo de ligagdo pil6rica e tratados com omeprazol.

Tratamento Dose pH Acidez total (mmol/mL/4h)
CN Veiculo- &gua 0,9931 £ 0,1342 0,1458 + 0,01170
Omeprazol 20 mg/kg 1,163 £ 0,1927* 0,03667 + 0,001862*
OE 10 ul/g 0,6864 + 0,1872 0,1800 + 0,04537

Os resultados estdo representados como média + DP de seis animais/grupo. ANOVA “one
way”, seguido pelo pos- teste Dunnett. * p < 0,05 em relagdo ao controle negativo.

4.4 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart.
(EO)

4.4.1 Efeito do EO sobre Ulceras gastricas induzidas por acido acético 10%

Os resultados demostram que no modelo de inducéo por acido acético a administracéo oral
do omeprazol (20mg/kg) e o tratamento com EO (2,5 plL/g e 10 pL/g) reduziram
significativamente (****p < 0,0001) a area ulcerada em 97,39% (0,095 + 0,062 cm?), 85,19%
(0,540 £ 0,443 cm?), 95,69% (0,157 + 0,094 cm?) respectivamente, quando comparados ao
grupo controle negativo (3,645+ 1,441 cm?). No entanto, ndo houve uma diferenca significativa
entre os grupos tratados oralmente com EO nas doses de 2,5uL/g e 10 puL/g, conforme podemos
visualizar na (Figura 12). O efeito do EO sobre a lesdo gastrica induzida por &cido acético pode
ser visualizado na (Figura 13), que apresenta imagens representativas dos tecidos gastricos de

animais submetidos ao protocolo.
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Figura 12 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) em lesbes gastricas
induzidas por cido acético em ratos, apds oito dias de tratamento.
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Os resultados estéo representados como média £ DP de 10 animais/grupo. ANOVA “one way”,
seguido pelo pds- teste Tukey. **** p < 0,0001 em relacdo ao controle negativo.

Figura 13 - Efeito do tratamento com EO na mucosa gastrica de ratos Wistar pré-tratados
oralmente (A) agua destilada 0,5mL/kg; (B) Omeprazol 20mg/kg; (C) EO 2,5 puL/g; (D) EO 10
puL/g em modelo de lesdo gastrica induzida por acido acético.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre marcadores do
estresse oxidativo na mucosa gastrica

4.5.1 Peroxidacao lipidica pelo método TBARS

Os animais pertencentes ao grupo controle negativo apresentam niveis de malondialdeido
(MDA) significativamente maior (84,11 + 14,10 nmol/mg de proteina) do que 0s niveis
apresentados por animais do grupo controle positivo (42,98 + 17,68 nmol/mg de proteina; p <
0,0001), conforme podemos visualizar na (Figura 14). Os animais tratados com EO nas doses
de (2,5 e 10 pL/g) apresentaram reducéo significativa dos niveis de MDA, onde os valores
encontrados foram de (28,52 + 1,71 e 13,58 = 1,39 nmol/mg de proteina) respectivamente.

Houve uma diferenca significativa entre os grupos tratados com EO (2,5 e 10 pL/g * p < 0,05).

Figura 14 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre os niveis de
malonaldeido (MDA) em ratos Wistar submetidos ao protocolo de leséo gastrica induzidas por

acido acético.
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Os animais receberam o tratamento 24h apds o procedimento cirdrgico durante oito dias, por
via oral, controle negativo (agua 0,5ml/kg), controle positivo (Omeprazol 20mg/kg), grupos
tratados com EO (2,5 e 10 pL/g). Os niveis de MDA foram determinados segundo Ohkawa et
al. (1979). Os resultados estdo representados como média + DP de 10 animais/grupo. ANOVA
“one way”, seguido pelo pds- teste Tukey. **** p < 0,0001 em relacdo ao controle negativo. *
p <0,05; *** p < 0,001 em relagéo aos grupos tratados.
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4.5.2 Atividade da catalase (CAT)

A avaliacdo da atividade da enzima catalase demostrou que o grupo controle negativo
reduziu a atividade da enzima (23,80 + 8,80 mmol/min/mg de proteina) em comparacdo com
os resultados obtidos na mucosa gastrica do grupo controle positivo (37,74 = 4,60
mmol/min/mg de proteina). Os animais tratados com EO nas doses de 2,5 e 10 pL/g
apresentaram a atividade enzimatica da catalase significativamente aumentada. Os valores
encontrados foram de (48,93 £ 8,35 e 78,05 = 28,29 mmol/min/mg de proteina),
respectivamente, quando comparados com 0 grupo controle negativo (23,80 = 8,80
mmol/min/mg de proteina; **** p < 0,0001). Apresentando diferenca significativa entre os
grupos tratados com EO (2,5 puL/g e 10 pL/g, ** p < 0,01).

Figura 15 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre atividade da
catalase (CAT) em ratos Wistar submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por acido
acético.
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Os animais receberam o tratamento 24h apds o procedimento cirtrgico durante oito dias, por
via oral, controle negativo (agua 0,5ml/kg), controle positivo (Omeprazol 20mg/kg), grupos
tratados com EO (2,5 e 10 pL/g). Os niveis de CAT foram determinados segundo Johansson &
Borg (1988); Wheeler et al. (1990). Os resultados estao representados como média + DP de 10
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguido pelo pos- teste Tukey. ** p < 0,01; **** p <
0,0001 em relacéo ao controle negativo. *** p < 0,001; **** p < 0,0001 em relacéo aos grupos
tratados.
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4.5.3 Determinacao dos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito foram significativamente maiores no grupo controle negativo (112,7
* 32,72 umol/mg de proteina) quando comparado com grupo controle positivo (67,08 £+ 20,15
umol/mg de proteina; * p < 0,05), enquanto os niveis do tratamento com EO nas doses de 2,5
puL/g e 10 pL/g foram reduzidos para 51,87 + 3,01 e 35,31 + 7,65 pumol/mg de proteina,
respectivamente, quando comparado com a mucosa gastrica dos animais do grupo controle
negativo (112,7 £ 32,72 pmol/mg de proteina;**** p < 0,0001). N&o houve uma diferenca
estatistica significativa entre os grupos tratados com EO nas doses de 2,5 pL/g e 10 uL/g.

Conforme podemos visualizar na (Figura 16).

Figura 16 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre os niveis de

nitrito em ratos Wistar submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por &cido acético.
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Os animais receberam o tratamento 24h apds o procedimento cirirgico durante oito dias, por
via oral, controle negativo (agua 0,5ml/kg), controle positivo (Omeprazol 20mg/kg), grupos
tratados com EO (2,5 e 10 pL/g). Os niveis de nitrito foram determinados segundo Guevara et
al. (1998). Os resultados estdo representados como média + DP de 10 animais/grupo. ANOVA
“one way”, seguido pelo pos- teste Tukey. **** p < 0,000; ** p < 0,01 em relacéo ao controle
negativo. * p < 0,05 em relagdo ao controle positivo.
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4.5.4 Niveis de glutationa total (GSH total)

Os resultados apresentados evidenciam uma aumento dos niveis glutationa total no grupo
controle positivo (304,8 £ 72,58 pmol/ug de proteina) em relagdo ao grupo controle negativo
(104,3+ 34,26 pmol/pg de proteina; **** p < 0,0001), enquanto observou-se que o tratamento
com EO nas doses de 2,5 uL/g (201,3 + 35,96 pmol/ug de proteina) e 10 puL/g (224,4 £+ 58,16
pmol/ug de proteina) apresentaram niveis de GSH significativamente aumentados quando
comparado ao grupo controle negativo (104,3 + 34,26 pmol/ug de proteina; ** p < 0,01; ****
p <0,001). Nao havendo diferencga significativa entre os grupos tratados com EO nas doses de
(2,5 pL/g e 10 pL/g). Conforme pode ser observado na (Figura 17).

Figura 17 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre os niveis de
glutationa total (GSH) em ratos Wistar submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por

acido acético.
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Os animais receberam o tratamento 24h apds o procedimento cirtrgico durante oito dias, por
via oral, controle negativo (agua 0,5ml/kg), controle positivo (Omeprazol 20mg/kg), grupos
tratados com EO (2,5 e 10 pL/g). Os niveis de GSH total foram determinados segundo Tietze
(1969); Foyer; Shigeoka (2011). Os resultados estdo representados como média + DP de 10
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguido pelo pos- teste Tukey. **** p < 0,0001; ** p <
0,01; *** p < 0,001 em relagéo ao controle negativo. ** p < 0,01; * p < 0,05 em relacdo aos
grupos tratados.
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4.5.5 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase (SOD) teve seus niveis aumentados nos animais do grupo
controle negativo (1525 + 137,2 nmol/mL) apresentando resultado semelhante quando
comparado ao grupo controle positivo (1327 + 71,52 nmol/mL). O tratamento com EO nas
doses de (2,5 uL/g e 10 pL/g) ndo foi capaz de reduzir a atividade enzimatica de SOD de forma
significativa (1464 + 114,9 e 1371 + 65,66 nmol/mL). N&o havendo, diferenca significativa

entre os grupos tratados (Figura 18).

Figura 18 - Efeito do extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) sobre a atividade da
superoxido dismutase (SOD) em ratos Wistar submetidos ao protocolo de lesdo gastrica

induzida por &cido acetico.
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Os animais receberam o tratamento 24h apds o procedimento cirtrgico durante oito dias, por
via oral, controle negativo (agua 0,5ml/kg), grupos tratados com EO (2,5 e 10 pL/g) e controle
positivo (Omeprazol 20mg/kg). A atividade de SOD foram determinadas segundo McCord &
Fridowich (1969) adaptado. Os resultados estdo representados como média = DP de 10
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguido pelo pos- teste Tukey. * p < 0,05 em relacdo ao
controle negativo.
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou que o extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO)
promoveu potencial efeito cicatrizante in vitro através da migracdo celular. Proporcionou
gastroprotecdo contra Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto e indometacina. Também
foi demostrado que EO possui atividade cicatrizante in vivo ao aumentar a cicatrizacdo em
modelo de Ulcera géstrica induzida por &cido acético.

Atualmente, os farmacos utilizados no tratamento de Ulceras gastricas geram efeitos
adversos significativos. O uso de inibidores de bomba de protons (IBPs), sdo relacionados a
reducdo da secre¢do acida, associado ao aumento do risco de osteopenia, osteoporose e fraturas
6sseas (THOMSON et al., 2010; IMHANN et al., 2016). Dessa forma, torna-se evidente a
necessidade de pesquisas que visem buscar moléculas cada vez mais especificas para o
tratamento das ulceragdes gastricas, visto que os medicamentos disponiveis atualmente na
pratica clinica ndo sdo capazes de promover totalmente a cura da doenca, apresentando alto
indice de recidiva, uma variedade de efeitos adversos e colaterais, interacdes medicamentosas
e alto custo (BOEING et al., 2016).

Dentro de uma vertente de praticas complementares para o tratamento da Ulcera gastrica o
uso de preparacOes derivadas de plantas tem grande potencialidade (Bl; MAN; MAN, 2014).
No Brasil, os fitoterapicos sao bem aceitos pela populacéo e, além do menor custo, geralmente
estdo associados a menor ocorréncia de reacdes adversas. A pratica também demostra que estes
sdo associados a menores taxas de recorréncia das doencas gastricas, apresentando resultados
promissores no seu tratamento (BI; MAN; MAN, 2014). Os extratos que recebem destaque
neste contexto, e particularmente os que apresentam compostos antioxidantes, tém recebido
cada vez mais atencdo dos pesquisadores (BEIRANVAND, 2022).

Frente a isso, o extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO) apresenta muitos
beneficios a salde, sendo os mais proeminentes as atividades antioxidantes, anti-inflamatorias
(ARANHA et al., 2020; MARCHADO et al., 2019). Varias classes de compostos estdo
presentes no acai como fonte desses efeitos, como antocianinas, compostos polifendlicos e
flavonoides (YAMAGUCHI et al., 2015). Os compostas fendlicos presentes no suco clarificado
de acai s@o principalmente as antocianinas. Entre os principais flavonoides presentes no acai
clarificado foram (por 100 mL) cianidina-3-O-rutinosideo (45 mg), homoorientina (25 mg),
taxifolina desoxihexose (31 mg), orientina (38 mg) e cianidina-3-O-glicosideo (18 mg). A
analise das amostras revelou 1662,15 mg equivalentes de acido galico/l de compostos fendlicos,

incluindo (761 mg) equivalentes de cianeto/l de antocianinas. Todos 0S macronutrientes
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(lipidios, fibras e proteinas) sdo eliminados no processo de clarificacdo, evitando possivel
interferéncia desses compostos nos resultados (ARRIFANO et al., 2018).

Inicialmente foi promovida a analise in vitro visando determinar os efeitos do EO sobre a
migracao celular de células do tipo epiteliais (\Vero) no modelo de cicatrizagéo in vitro (LIANG
et al., 2007). A atividade “cicatrizante” in vitro foi avaliada pela taxa de migracao de células
apos efetuado o arranhdo. A concentracdo de 1 pg/mL do EO nas 48 hs promoveu um aumento
significativo da taxa de migracdo das células. Esses resultados corroboram com estudo que
mostrou efeito cicatrizante do extrato aquoso de acai (ABWE) na migracdo de células de
fibroblastos humanos normais. Os resultados mostraram que os grupos tratados com ABWE
tiveram migracédo celular mais ativa para a area arranhada do que aqueles sem tratamento com
ABWE (KANG; CHOI, 2017). O &cido galico também presente no EO apresenta efeito na
cicatrizacao de feridas ativando a migracao celular em queratinécitos humanos (YANG et al.,
2016).

No espectro de avaliacdo da atividade antitlcera in vivo, inicialmente a atividade
gastroprotetora do EO foi avaliada nos modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol e por
indometacina. Protocolos de triagem pré-clinica sdo frequentemente utilizados para investigar
o efeito gastroprotetor de novas substancias e moléculas por incluir diversos mecanismos
ulcerogénicos, apresentar boa reprodutibilidade e por ser um dos principais agentes indutores
de Glcera no homem (KARAMPOUR et al., 2019).

O etanol é o principal, e mais utilizado agente indutor de Ulceras gastricas em modelos
animais, causando necrose das células e lesdo vascular com consequente ulceracdo do tecido
(BEIRANVAND, 2022). A administracdo aguda do etanol altera a permeabilidade celular e
depleta 0 muco gastrico, deixando as células da mucosa gastrica mais vulneraveis aos radicais
livres produzidos, incluindo agqueles que sdo resultantes do proprio metabolismo do etanol no
organismo (ZHOU et al., 2020). As lesdes formadas pelo etanol envolvem o aumento de varios
fatores agressores da mucosa gastrica tais como, um aumento da secrecdo acida gastrica,
aumento da permeabilidade vascular, aumento da presenca de mediadores pro-inflamatérios e
um aumento na producéo de espécies reativas do oxigénio no sitio da lesdo. A lesdo promovida
pelo etanol se caracteriza também pela perda de fatores protetores importantes presentes no
estbmago, como antioxidantes, prostaglandinas e o muco gastrico (AMIRSHAHROKHI;
KHALILI, 2015; BOLTIN; NIV, 2014).

Neste estudo, observou-se que o0s animais tratados oralmente com etanol absoluto
apresentaram lesfes necrozantes na mucosa gastrica, com perda de células epiteliais e presencga

de edema. Enquanto, os animais pré-tratados oralmente com EO, apresentam reducgéo
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significativa da area ulcerada, indicado pelo etanol. Doses a partir de 2,5 pL/g do EO foram
suficientes para reduzir a lesdo gastrica causada pelo etanol absoluto. Esses resultados
corroboram com o encontrado n literatura, onde Cury et al (2020) afirmam que extratos seco
de acai (DAE), também em modelo de Ulcera induzida por etanol, nas doses de 30 a 100 mg/kg
foi capaz de promover uma reducdo na area ulcerada da mucosa gastrica. Compostos fendlicos
como antocianinas e flavondides como cianidina-3-O-glicosideo, encontrado no acai, pode
diminuir a inflamacdo e facilitar a manutencdo do equilibrio oxidativo na mucosa gastrica.
Além disso, o presente estudo buscou avaliar a gastroprotecdo do EO no modelo de indugéo
por indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE). O &cido géalico, também
presente no EO, revelou resultados promissores contra a Ulcera gastrica induzida pelo etanol
qguando aplicado isoladamente (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015; ZHOU et al., 2020).
Mostrando reducdo ou auséncia de edema e infiltracdo de leucécitos na camada da submucosa
(ABDELWAHAB, 2013). A descricdo de outros estudos com a utilizacdo de extratos de acai
sugere a capacidade do acai como agente de regulacdo e inibicdo inflamatoria, pois,
propriedades desses compostos sdo antiflogisticas e reduzem lesGes teciduais (KANG et al.,
2011; JENSEN et al., 2008; MACHADO et al., 2019). Outro composto também presente no
EO, cianidina-3-O-glicosideo apresentou efeito gastroprotetor reduzindo os danos gastricos
induzidos pelo etanol (LI et al., 2008).

A gastroprotecdo também foi avaliada no modelo de lesdo géstrica induzida por
indometacina. A indometacina tem um alto potencial para induzir les6es gastricas em modelos
animais experimentais, uma vez que € um anti-inflamatérios néo esterioidais (AINES) altera a
sintese de prostaglandinas, reduz os fatores gastroprotetores da mucosa e consequentemente
induz a ulceragdo do tecido (GOMAA; EL-MOTTALEB; AAMER, 2018; TARNAWSKI et
al., 2013). A COX-1 é a enzima responsavel pela producdo de prostaglandinas que atuam
fisiologicamente na regulacdo de fatores protetores da mucosa gastrica. As prostaglandinas,
principalmente as prostaglandinas E2 (PGE2), atuam estimulando a secre¢do de muco e
bicarbonato, regulando o fluxo sanguineo, regulando a mobilidade géstrica e limitando a
secrecdo acida de forma direta ou indireta via receptores de histamina. Além disso, a PGE2
estimula a proliferacdo de células da mucosa gastrica e promove a renovacao e reparo do
epitélio da mucosa (JUNIOR et al., 2015). Atualmente o uso de AINES em excesso é a segunda
causa mais comum de Ulceras gastricas em humanos, atras apenas da infec¢ao por Helicobacter
pylori (SANTANA et al., 2015).

O tratamento com EO na dose de 10 pL/g promoveu a reducdo da lesdo gastrica induzida

pela indometacina de forma semelhante a reducdo que ocorre com o pré-tratamento com
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sucralfato que é uma agente gastroprotetor padréo. O efeito gastroprotetor dos produtos naturais
pode estar relacionado a manutencédo do equilibrio dos fatores protetores da mucosa, tais como:
producdo de NO e/ou compostos sulfidrilicos, estimulacdo do sistema antioxidante, producéo
de muco e bicarbonato, prostaglandinas ou regeneracdo de células epiteliais do estdbmago
(ATEUFACK et al., 2015; ZHANG et al., 2019; KUNA et al., 2019). A funcéo protetora do
EO pode estar relacionada a atividade antioxidante e/ou anti-inflamatoria do mesmo. Frente a
sua composicdo de fitoquimicos rico em flavondides como a cianidina-3-O-rutinosideo,
cianidina-3-O-glicosideo, orientina e outros compostos fendlicos, como antocianinas e
proantocianidinas (DIAS et al., 2012, 2013; GORDON et al., 2012). H4 uma grande quantidade
de evidéncias que apoiam o efeito via capacidade antioxidante de varios compostos (por
exemplo, polifenois, flavonodides, antocianinas) que estdo presente no acai (TEIXEIRA-
COSTA et al., 2023; BRUNSCHWIG et al., 2017; ARANHA et al., 2020).

Um estudo revelou que a acao citoprotetora do &cido galico, também presente no EO, se
da pela interacdo com a camada aderente de muco gastrico sendo mediada através da
estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato (SANDRELLI et al., 2018). Nos ultimos anos,
flavonoides, ja foram indicados como detentores de atividade citoprotetora por diversos
mecanismos, como aumento do fluxo sanguineo da mucosa, estimulacdo da sintese de muco e
dos niveis de prostaglandinas (RUIZ-CRUZ et al., 2017). Em uma revisdo de literatura,
sinalizam que flavonoides, como a orientina presente no EO, sdo capazes de capturar radicais
livres que estdo a procura de alvos celulares para corrigirem o seu desemparelhamento de
elétrons, interferindo diretamente no processo de estresse oxidativo (LOBO & VELASQUE,
2016). Desse modo, os flavondides tém sido os compostos naturais mais estudados com
potencial para atividade antitlcera (GADEKAR et al., 2010). A atividade gastroprotetora da
proantocianidina B-2 que faz parte da fitoquimica do EO foi revelada contra lesdes gastricas
induzidas por estresse em camundongos (LEWIS; HANDSON, 1991). Outros estudos também,
relataram que o acai tem excelente efeito supressor na geracdo de ROS (KANG et al., 2010).
Pode suprimir a ativacdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e do TNF-y in vitro (FRAGOSO et al.,
2012). Estes resultados corroboram com o presente estudo, demostrando que acai é eficaz no
controle dos eventos oxidativos e do processo inflamatdrio no processo de inducédo destas lesdes
gastricas.

Adicionalmente a influéncia do tratamento na acidez total gastrica foi avaliada pelo modelo
de ligadura de piloro, que permite que a secrecdo gastrica seja acumulada no estdmago,
facilitando, desta forma, a analise do conteldo estomacal e a determinacdo da acidez total

(SHAY et al., 1945). A regulacdo da secrec¢do acida ocorre por meio da estimulagdo da bomba

(Keyla Rodrigues de Souza) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 45



de prétons. Dessa forma, compostos que possam inibir diretamente essa bomba, também sédo
bastante utilizados para controlar Ulceras gastricas (YOUS et al., 2018). Agentes que possam
inibir a producdo de &cido gastrico e/ou aumentar as secre¢fes de muco, sdo consideradas
potentes gastroprotetores contra Ulceras induzidas pela ligacdo do piloro (CHOUDHARY;
BODAKHE; GUPTA, 2013). O omeprazol, por exemplo, atua como um agente anti-Glcera
inibindo a bomba de prétons, mostrando atividade antisecretora e de aumento do pH géstrico
(BOUWKNEGT et al., 2014). Resultados encontrados no presente estudo mostraram que o EO
ndo foi capaz de reduzir a secre¢do &cida ou diminuir a acidez estomacal em ratos submetidos
ao protocolo de ligadura do piloro. Dessa forma, pode-se sugerir que 0s mecanismos de
gastroprotecdo promovida pelo EO ndo devem estar relacionados aos mecanismos
antissecretorios locais, mediante as condicdes avaliadas. Sendo importante avaliar outros
mecanismos.

O efeito cicatrizante in vivo foi avaliado em modelo de Ulcera gastrica induzida por acido
acético (OKABE & AMAGASE, 2005; MELLO et al., 2008). Nem todas as substancias que
apresentam efeito gastroprotetor necessariamente também irdo apresentar efeito cicatrizante
gastrico em Ulceras ja instaladas (SILVA, 2019). Além disso, o processo de cicatrizagdo € um
processo bem mais complexo do que o de fortalecimento da mucosa gastrica para evitar 0s
danos causados pela indometacina ou pelo etanol. A lesdo por &cido acético também envolve
as camadas mais profundas do estbmago, o que dificulta ainda mais esse processo de
cicatrizacao do tecido (DA LUZ et al., 2021).

Nesse modelo de inducdo, o acido acético induz uma lesdo ao causar dano vascular e
necrose isquémica, com consequente destruicdo da barreira protetora gastrica, liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias, formacdo de espécies reativas de oxigénio e apoptose celular
(OKABE; AMAGASE, 2005). A lesdo gastrica induzida por &cido acético pode envolver
alteracdes em varios fatores, incluindo secrecdo de prostaglandinas, liberacéo de 6xido nitrico,
fatores de crescimento, contedo de citocinas, mudancas no padrdo de adesdo do muco e
alterag@es na microcirculagéo (SILVA, 2019).

O tratamento dos animais com EO, com doses repetidas, reduziu significativamente a area
lesionada induzida pelo &cido acético em comparacdo ao controle negativo. O EO mostrou
possuir atividade regenerativa/ cicatrizante da mucosa gastrica. Especialmente, foi relatado que
o0s antioxidantes séo eficazes na cicatrizacéo de feridas porque podem induzir a regeneracao da
pele, protegendo células ou organismos contra danos (SEN et al., 2002). O acido galico presente
no EO promove a cicatrizacdo de feridas (YANG et al., 2016). Além disso, alguns autores

relatam que as proantocianidinas ou taninos condensados presentes no EO e em outros extratos

(Keyla Rodrigues de Souza) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 46



vegetais podem formar uma barreira fisica na mucosa gastrica ao se ligar a proteinas do muco
e, dessa forma, poderiam tanto evitar a evolucao das Ulceras, quanto facilitar a sua cicatrizacdo
(DA SILVA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2010; HUPKENS et al., 1995; ROOT-
BERNSTEIN, 1982).

Os resultados expressos pelo EO sugerem um alto potencial na cicatrizagcdo das lesdes
gastricas pré-existentes, pois se assemelham aos resultados encontrados em grupos tratados
com omeprazol, farmaco de primeira escolha no tratamento de doencgas gastricas (ALONSO et
al., 2015). O omeprazol esta entre os dez medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos,
sendo utilizado tanto na prevencdo como no tratamento de Ulceras j& existentes (AHMED;
CLARKE, 2022). Dessa maneira, compostos com caracteristicas antioxidantes e
antiinflamatdrias séo Uteis tanto na protecdo da mucosa gastrica como também por auxiliarem
nos mecanismos de cicatrizacdo dos tecidos, ja que ajudam a neutralizar o dano oxidativo
existente na regido (KARAKOYUN et al., 2009; MEI et al., 2013). Estes resultados sdo
importantes pois a agdo do EO foi comprovada ndo apenas durante a gastroprotecdo, mas
também na cura sobre a lesdo pré-existente, mostrando mais uma vez que se trata de alternativa
promissora no que diz respeito ao tratamento de Ulceras gastricas.

A aplicacdo de acido acético na mucosa gastrica induz o aparecimento da lesdo, em parte,
devido ao aumento do estresse oxidativo na regido. Devido ocorre um grave aumento da
concentracdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) que estimula a peroxidacdo lipidica das
membranas celulares, causando a destruicdo dos tecidos. A alta exposi¢cdo as EROs também
impedem o organismo de reparar os danos na regido. Por isso 0 aumento excessivo de radicais
livres favorece o aparecimento de lesGes cronicas, ja que as Ulceras formadas ndo conseguem
se curar adequadamente (BARKA et al., 2017; MEI et al., 2013).

Visando caracterizar o provavel efeito antioxidante do EO frente aos danos gastricos,
avaliou-se marcadores do estresse oxidativo como o malonaldeido (MDA), niveis de nitrito,
niveis de glutationa total (GSH), atividade da enzima catalase (CAT) e atividade superoxido
dismutase (SOD) em amostras de tecido gastrico a partir de modelo de Ulcera gastrica induzida
por &cido acético, ja que o estresse oxidativo é considerado fator da fisiopatologia das Ulceras
induzidas por &cido acético. Ulceras agudas sdo menos complexas se compararmos a lesdo
induzida por acido acético e isso também vale para 0s mecanismos de defesa relacionados
(SILVA, 2019). No entanto, uma vez que 0s danos ja estdo presentes e o estresse oxidativo ja
estd evidente, essas enzimas também sdo Uteis para restabelecer niveis normais de EROs,
facilitando a cicatrizagdo do tecido (ATALAY et al., 2016). A peroxidacao lipidica leva a perda
da integridade, fluidez e o0 aumento da permeabilidade das biomembranas, com a liberacéo de
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nutrientes e substancias toxicas no espago extracelular, ruptura e morte. Além de gerar produtos
potencialmente toxicos, com propriedades mutagénicas e cancerigenas (PISOSCHI; POP,
2015). O malonaldeido é um dos marcadores mais comum do estresse oxidativo e tem sido
reconhecido como um importante indicador de peroxidacgdo lipidica em estados patologicos.
Por meio desse marcador é possivel avaliar os danos em estruturas lipidicas (HWA et al., 2019).

No presente trabalho, os animais submetidos a indugéo de Ulcera géstrica por &cido acético
tiveram os niveis de MDA mais que duplicados em relacdo aos animais que foram submetidos
ao tratamento com EO. Esses altos niveis de MDA podem ser associados a altos niveis de
estresse oxidativo no tecido (BEN ALI et al., 2015). Portanto, a administragdo do EO impediu
a lipoperoxidacao induzida pelo acido acético e tal fato é acompanhado por uma reducdo nos
niveis de MDA, mostrando que ocorreu diminuicdo do estresse oxidativo causado durante o
processo ulcerdgenico e que isso certamente estd relacionado a um melhor e mais rapido
processo de cicatrizacdo da mucosa gastrica. Estas descobertas reforcam o uso prospectivo do
acai como método para amplificar os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo através
de antioxidantes dietéticos.

Foi avaliado o nivel de nitrito em mucosas gastricas submetidas ao tratamento com EO
frente a Glcera géstrica induzida por &cido acético. Observou-se neste estudo, uma reducdo dos
niveis de nitrito no tecido gastrico dos animais tratados com EO quando comparado aos
controles negativos. Estes resultados demonstram que o EO pode atuar diretamente no processo
de reparo tecidual na mucosa gastrica. Quando o nitrato-nitrito-NO apresenta-se em baixas
concentragfes demonstra acdo antioxidante, protegendo as células dos efeitos deletérios do
peroxido de hidrogénio (H202) resultando na prevencao ou inibicdo da peroxidacao lipidica.
No entanto, seu excesso esta relacionado a inflamac6es ha mucosa géastrica caracterizados pela
perda da barreira de muco e 0 aumento da permeabilidade epitelial, € com isso o0s niveis de
producdo do NO através de sua isoforma e o estado redox das células epiteliais determinam o
efeito do NO sobre a permeabilidade da mucosa (FARREL; BLAKE, 1996). A presenca de
nitrato/nitrito também reduz a expressdo de P-selectina e da molécula de adesdo intracelular-1
(ICAM-1), responsaveis pela interacdo entre neutrofilo e célula endotelial e infiltracdo
neutrofilica para o tecido. Estas células, por sua vez, quando ativadas, produzem radicais livres,
enzimas oxidantes e moléculas pro inflamatérias (TAKEUCHI et al., 1998).

Na lesdo géstrica induzida por acido acetico, além da reducédo nos niveis de MDA e nitrito
também podemos observar aumento na atividade de CAT nos grupos tratados com EO em
relagdo ao controle negativo. As enzimas como CAT, GSH e SOD atuam na prote¢do da mucosa

gastrica contra danos oxidativos. No entanto, uma vez que 0s danos ja estdo presentes e 0
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estresse oxidativo ja estd evidente, essas enzimas também sdo Uteis para restabelecer niveis
normais de EROs, facilitando a cicatrizacéo do tecido (ATALAY et al., 2016). A inativacdo de
H-0: ¢ realizada, em sua grande maioria, pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) (DEVASAGAYAM et al., 2004; LOBO et al., 2010) A CAT é uma enzima
tetramérica encontrada no citoplasma e em peroxissomas de ceélulas eucariontes. Sua
deficiéncia ou mutacdo estd relacionada com diversas patologias como susceptibilidade ao
cancer, diabetes mellitus e aterosclerose (GOTH; RASS; PAY, 2004).

Houve um aumento dos niveis de GSH total, aumento da atividade da enzima CAT e
atividade de SOD (ndo estatisticamente significativo) em animais tratados com EO em
comparagdo aos animais do grupo controle negativo. E comum que o processo inflamatdrio
ocasione a deplecdo das enzimas antioxidantes durante o modelo de Ulcera crénica (DA LUZ
et al., 2019; FORMIGA et al., 2021). O tratamento com EO foi capaz de preservar/aumentar
este sistema antioxidante em comparacgéo a ratos néo tratados.

A glutationa atua como cofator para enzimas na eliminacdo das EROs, serve como um
reservatorio para a cisteina, participa das reacdes de desintoxicacdo de Xxenobidticos e
metabolismo de diversos compostos celulares. A acdo mais importante da glutationa ocorre nas
mitocdndrias, sendo extremamente relevante em 6rgaos expostos a toxinas, como pulmao, rins,
figado e trato gastrintestinal (LIANG et al., 2018). A enzima SOD esté envolvida na primeira
etapa de reducdo do dano oxidativo, ja que converte o radical superdxido em perdxido de
hidrogénio. Quando os niveis de SOD estao reduzidos normalmente se observa danos teciduais,
ja que ocorre uma diminuicdo de sua capacidade de eliminacdo destes radicais (QIU et al.,
2020). Esse aumento na atividade de SOD ap0s a exposi¢do da mucosa gastrica ao cido
acetico, pode refletir uma exigéncia do tecido em aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes como uma tentativa de combater a geracdo de EROS, principalmente do anion
superdxido (DA SILVA et al., 2019). Com base nos resultados da avaliacdo da atividade da
CAT, SOD e os niveis de MDA, niveis de nitrito e niveis de GSH total observa-se mais uma
vez, o potencial antioxidante do EO, além de prevenir o estresse oxidativo da mucosa gastrica
provocado pela inducdo de acido acético, pode ser associado a um processo de cicatrizagdo
mais eficiente da mucosa géstrica. Esses efeitos podem ser atribuidos & composi¢do quimica do
EO, que é rico em flavondides como a cianidina-3-O-rutinosideo, cianidina-3-O-glicosideo,
orientina e outros compostos fendlicos, como antocianinas e proantocianidinas (GORDON et
al., 2012; DIAS et al., 2013). E interessante que os estudos recentes tém demonstrado que a
maior absor¢do de antocianinas ocorre no estdbmago apenas 30 minutos apds o consumo

(FERNANDES et al., 2014). Compostos fenolicos como antocianinas e flavonoides como
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cianidina-3-O-glicosideo, encontrado no acai, pode diminuir a inflamacdo e facilitar a
manutencdo do equilibrio oxidativo na mucosa géastrica, através da capacidade eliminadora de
radicais atraves do aumento dos niveis de glutationa (GSH), niveis normalizados de superdxido
dismutase (SOD), aumento da atividade da catalase (CAT) (CURY et al., 2020).

O estudo de Costa et al. (2021) avaliaram os biomarcadores do estresse oxidativo células
endoteliais microvasculares humanas (HMEC-1). A analise do extrato hidroetanolico de acai
revelou a presenca de quantidades consideraveis de antocianinas, principalmente cianidina-3-
O-rutinosideo, e varios flavondides com implicacbes promissoras para a saude. HMEC-1
tratado com extrato hidroetanolico de agai demonstrou diminuicdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), atividade antioxidante regulada positivamente da catalase (CAT)
e superoxido dismutase (SOD) e aumento da atividade antiangiogénica sem citotoxicidade.

O acai apresenta propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, com a presenca de
compostos bioativos como antocianinas, flavonoides e fendlicos (YAMAGUCHI et al., 2015).
Como os extratos de plantas geralmente sdo ricos em componentes antioxidantes, a utilizacéo
de antioxidantes vegetais no tratamento de Ulceras gastricas esta a cada dia mais presente na
literatura (BEIRANVAND, 2022). Ademais, ndo se descarta a possibilidade de atuacdo direta
dos polifendis sobre o sequestro de radicais livres, inibindo diversas vias de oxidagdo de
macromoléculas. Os polifenois também estdo relacionados a regulacéo da expressdo de genes,
e mais recentemente tém sido associados a modulacdo do epigenoma de mamiferos (PARK,
FRISO, CHOI, 2012; RUSSO et al., 2017). Além disso, alguns flavonoéides também interferem
no processo inflamatdrio e aumentam o contedo de muco na mucosa gastrica, resultando em
efeitos citoprotetores (SHAKER et al., 2010; AMARAL et al., 2013).

Diante dos resultados alcangcados neste estudo, o extrato padronizado de Euterpe oleracea
Mart. (EO) mostrou-se muito promissor durante a citoprotecdo e cicatrizacdo gastrica. O que
permite sugerir, a possibilidade de futuramente recomendar este nutracéutico como uma
alternativa promissora para o tratamento de distarbios gastricos pela populacdo, e que esta

pesquisa possa incentivar ainda mais a busca de seu potencial.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados, o extrato padronizado de Euterpe oleracea Mart. (EO)
apresentou efeito cicatrizante tanto nos estudos in vitro quanto in vivo. Apresentou efeito
citoprotetor que provavelmente ndo deve estar relacionado a uma capacidade moduladora da
secrecdo gastrica, mas possivelmente relacionada a reducdo do estresse oxidativo e seus efeitos
cicatrizantes. A funcédo citoprotetora e cicatrizante gastrica do EO pode estar relacionado a
atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria do mesmo. Através da composicdo de
fitoquimicos rico em flavondides como a cianidina-3-O-rutinosideo, cianidina-3-O-glicosideo,
orientina e outros compostos fenolicos, como antocianinas e proantocianidinas. Os resultados
obtidos neste trabalho ressaltam ainda mais o potencial de Euterpe oleracea Mart. na busca por

tratamentos alternativos eficazes, seguros e economicamente mais vidveis para a populacao.
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9. MATERIAL SUPLEMENAR

Tabela de avaliacdo de Ulceras gastricas, pontuacdo para Indice de Ulceracéo (1U)

COR

PREGAS

PRESENCA DE

PRESENCA DE

PRESENCA DE

PERDA DE

MEDIDA DA

N° DE

INDICE DE

GRUPO | (mucosa) | (Mucosa) PETEQUIA EDEMA HEMORRAGIA MUCO ULCERA ULCERAS | ULCERACAO
H=1 Slperda=0 [ L | M | | L | M L |M]|I M >lmm | <Imm*
D=1 Clerda=t |1 |2 |3 |1 |2 1 |2 |3 2

H = Mucosa Hiperémica

D = Mucosa Descolorida

| = Intensa, M = Média e L = Leve

* As Ulceras maiores que 1mm sio quantificadas e suas dimens@es sio somadas no indice de
Ulceracdo (1U), ja as que apresentam valor menor ou igual a Imm recebem o valor de 1, somado

ao 1U.
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Profa. Dra. Barbarella de Matos Macchi Prof. Dr. James Tony Lee
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Universidade Federal do Pard Universidade Federal do Para
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