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RESUMO

COCO, LARISSA ZAMBOM, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Fevereiro de
2021. KEFIR DE LEITE PREVINE LESOES GASTRICAS INDUZIDAS PELO
USO DE ANTI-INFLAMATORIO NAO ESTEROIDAL (2019-2021). Orientadora:
Bianca Prandi Campagnaro.

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEsS) sdo uma classe de
medicamentos amplamente utilizados pela populacdo por apresentarem
diversas propriedades terapéuticas. No entanto, a utilizacdo prolongada de
AINEs estid associada ao surgimento de Ulceras géstricas por inibicdo das
enzimas cicloxigenases (COX) 1 e 2, com consequente reducao da producao de
prostaglandinas que sdo fundamentais para a protecdo do tecido gastrico. O
tratamento ou profilaxia de lesdes gastricas envolve o uso de medicamentos que
diminuem a secrecdo de &acido gastrico no limem estomacal. Entre os
medicamentos mais prescritos, destacam-se os inibidores da bomba protdnica
(IBP) os quais, quando utilizados a longo prazo, podem levar o individuo a
desenvolver reacdes adversas assim como predispor ao aparecimento de outras
doencas. Diante disso, é crescente a busca por alternativas de tratamento para
Ulcera gastrica e, neste contexto, destaca-se o kefir, uma bebida fermentada com
caracteristicas probibéticas e prebidticas. O kefir apresenta diversos beneficios a
guem o consome regularmente, sendo estes geralmente associados aos seus
efeitos anti-inflamatoério e antioxidante. Considerando que as lesdes gastricas
sdo dependentes do estresse oxidativo, nosso estudo teve como objetivo avaliar
o efeito gastroprotetor do kefir de leite em modelo experimental de Glcera gastrica
induzida por AINE. Para isso, foram utilizados camundongos Swiss machos
(~35¢g) que foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (n=8): Veiculo (leite
integral UHT pH 5 na dose de 0,3 mL/100g), IBP (Lansoprazol 30 mg/kg) e kefir
de leite 4% (0,3 mL/100g). O tratamento foi realizado por gavagem e teve
duracéo de 14 dias e no ultimo dia os animais foram colocados em jejum por 12
horas. Apds esse tempo foi administrada indometacina (40mg/kg, por gavagem)
e 6 horas depois foi realizada a eutanasia para coleta de amostras de plasma,
suco e tecido gastrico. Foram realizadas analises do pH do suco gastrico, de

lesédo gastrica (macro e microscopicamente), produ¢do de muco citoprotetor e
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estrutura do tecido gastrico. Além disso, nas células gastricas isoladas foram
avaliadas a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico
(NO), viabilidade e apoptose, além da analise do conteudo de DNA. No plasma
foram avaliadas citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias e a atividade da
enzima mieloperoxidase. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento
com kefir durante 14 dias foi capaz de prevenir lesbes gastricas e aumentar a
producd@o de muco citoprotetor. Nas células gastricas isoladas o uso do kefir foi
capaz de reduzir os niveis ROS com simultdneo aumento de NO e consequente
diminuicdo de apoptose celular. Sisttmicamente, o kefir, foi capaz de reduzir
niveis de TNF-a. Nossos dados mostram que os efeitos antioxidante e anti-
inflamatorio do kefir de leite sdo responsaveis pela gastroprotecao observada no

modelo experimental de lesdo induzida por AINE.

Palavras chaves: probidticos, Ulcera géastrica, estresse oxidativo, 6xido nitrico,

inflamac&o.
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ABSTRACT

COCO, LARISSA ZAMBOM, M.Sc, University of Vila Velha — ES, February 2021.
MILK KEFIR PREVENTS GASTRIC INJURIES INDUCED BY THE USE OF
NON-STEROID ANTI-INFLAMMATORY. Advisor: Bianca Prandi Campagnaro.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is a class of drugs widely
used by the population since it has several therapeutic properties. However, the
prolonged use of NSAIDs is associated with gastric ulcers by inhibition
cyclooxygenase enzymes (COX) 1 and 2, leading to a reduction in the production
of prostaglandins that are essential for the protection of gastric tissue. The
treatment or prevention of gastric lesions involves the used of drugs that
decrease the secretion of gastric acid in the stomach lumen. The proton pump
inhibitors (PPIs) are a classic pharmacological therapy for the treatment of gastric
ulcer. However, when used in the long term, can lead to development of adverse
reactions as well as the appearance of other diseases. Therefore, is necessary
to search for novel agents that have therapeutic benefits for gastric ulcer. The
milk kefir is a fermented drink with probiotic and prebiotic characteristics, and that
presents several benefits to those who consume it regularly. Among these
benefits, we highlight the anti-inflammatory and antioxidant effects. Considering
that gastric lesions are dependent on oxidative stress, our study aimed to
evaluate the gastroprotective effect of milk kefir in an experimental model of
gastric ulcer induced by NSAIDs. For this, male Swiss mice (~ 35g) were used
and were randomly divided into 3 groups (n = 8): Vehicle (UHT whole milk pH 5
in the dose of 0.3 mL / 100g), PPI (Lansoprazole 30 mg / kg) and 4% milk kefir
(0.3 mL / 100g). The treatment was for 14 days (by gavage) and on the last day
the animals were fasted for 12 hours. After this period, indomethacin (40mg / kg,
by gavage) was administered and 6 hours later the euthanasia was performed to
collect samples of plasma, juice and gastric tissue. The analyzes of the pH of
gastric juice, gastric lesion (macro and microscopically), production of
cytoprotective mucus and structure of gastric tissue were performed. In addition,
in the isolated gastric cells, the production of reactive oxygen species (ROS) and
nitric oxide (NO), cellular viability and apoptosis and DNA content were

evaluated. In the plasma was evaluated pro-inflammatory and anti-inflammatory
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cytokines and the activity of the myeloperoxidase enzyme. Our results showed
that pretreatment with kefir for 14 days was able to prevent gastric lesions and
increase the production of cytoprotective mucus. Therefore, in isolated gastric
cells, the use of kefir was able to reduce ROS levels with simultaneous increase
in NO and reduction of apoptosis. At the systemic level, kefir was able to reduce
levels of TNF-a. Our data show that the antioxidant and anti-inflammatory effects
of milk kefir are responsible for the gastroprotection in the experimental model of
NSAID-induced injury.

Keywords: probiotics, gastric ulcer, oxidative stress, nitric oxide, inflammation.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. Fisiologia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) € formado pela boca, faringe, esoéfago,
estdbmago, intestino delgado e grosso, reto, anus, além de érgaos anexos (Figura
1). Este sistema € dividido em superior e inferior, apresentando como principal
funcéo a digestédo de alimentos e absorcao de nutrientes e vitaminas. No TGl, as
contracdes da musculatura lisa, denominadas peristaltismo, movimentam o bolo

alimentar e sdo essenciais para que a digestédo dos alimentos acontecal.

}; Estomago

Figura 1: Sistema gastrointestinal (Criado por smart.servier.com).

Entre o es6fago e o duodeno encontra-se o estdbmago, um érgdo muscular
oco, dividido em 5 regides: cardia, fundo, corpo, antro e piloro? (Figura 2). As
suas principais fun¢des sdo o armazenamento temporario do alimento para o
processo de digestdo quimica e mecanica®. Quando o alimento entra no
estbmago através da cardia, a parte superior do 6rgao, o corpo e o fundo do
estbmago relaxam, enquanto o antro (parte inferior) apresenta movimentos de
contracdes repetidas que auxiliam o processo de digestdo através do contato

do alimento com o suco digestivo, formando o quimo* 3.

17



Cardia

- Fundo

Corpo

Antro

Figura 2: Imagem representativa do estbmago e as suas regides.

A parede do estbmago apresenta caracteristica rugosa que permite a
expansao gastrica e o aumento da superficie de contato entre a parede do 6rgao
e o alimento®. A parede gastrica é formada pelas camadas mucosa, submucosa,
muscular externa e serosa?. A mucosa gastrica é a camada mais interna formada
por células epiteliais e glandulas gastricas que sdo responsaveis pela secrecdo
do suco gastrico e muco?. O suco gastrico é secretado principalmente na regiéo
do fundo enquanto a producdo de muco é predominantemente realizada na
regido da cardia®. A segunda camada, denominada submucosa, é formada por
tecido conjuntivo denso, nervos, vasos sanguineos e linfaticos®. Ja a terceira
camada, a muscular externa, € subdividida em trés: obliqua interna, responséavel
pela digestdo mecanica; circular média, presente na regido do piloro, auxiliando
na expulsédo do alimento para o duodeno; e longitudinal externa que movimenta
0 quimo até o piloro®. Entre a camada circular média e a longitudinal externa esta
o plexo mioentérico que inerva as duas camadas®. A quarta camada,
denominada serosa, é composta por tecido conjuntivo e se conecta ao peritdnio?.

Os tipos e quantidades de glandulas na mucosa gastrica se diferenciam
em cada regido do estdbmago®. No corpo do estdmago as glandulas oxinticas sdo
predominantes e nelas encontra-se grande quantidade de células parietais que
sao secretoras de &cido cloridrico (HCI) e de fator intrinseco, células principais
gue secretam pepsinogénio’ e células secretoras de muco, denominadas células
mucosas do colo, aléem células secretoras de grelina, histamina, serotonina
somatostatina®. As glandulas que sdo predominantes no antro do estdmago sdo

chamadas de glandulas antrais ou glandulas piléricas que possuem células
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secretoras de muco, gastrina (células G), somatostatina (cé€lulas D), histamina e
serotonina (enterocromafim)®.

O suco gastrico é fundamental para o processo de digestdo alimentar,
eliminacdo de microrganismos patogénicos e absorcéo de vitaminas e minerais
no organismo®. A secrecdo de HCI pelas células parietais é regulada por vias
neurais (acetilcolina), vias enddcrinas (gastrina) e por vias paracrinas
(histamina)’. Estas vias irdo ativar os receptores H2 (histamina), M3
(Acetilcolina) e colecistoquinina (gastrina) e da bomba H*/K* -ATPase. No
citoplasma a agua (H20) é dissociado em OH e H* Os ions H* s&o liberados para
os canaliculos das glandulas através da bomba de H*/K* -ATPase. Ja os ions
OH- que ainda estéo presentes no citoplasma se ligam ao CO2 que € oriundo do
metabolismo celular, formando o bicarbonato HCOz3s", reacdo catalisada pela
enzima anidrase carbonica, e este por sua vez é transportado para a corrente
sanguinea em troca de cloreto (CI"), por transporte membranar. O CI-é liberado
para os canaliculos através dos canais de ClI na membrana celular. Formando

assim o acido cloridrico 8.

1.2.Ulcera géstrica

A Ulcera gastrica é uma lesédo benigna de origem multifatorial que ocorre
devido a um desequilibrio entre os fatores defensivos e lesivos da mucosa
gastrica®. Os fatores defensivos sdo: muco citoprotetor, bicarbonato de sédio e
barreira endotelial das células da epiderme!®. Dentre os fatores lesivos
destacam-se 0 uso abusivo de alcool e tabaco, estresse emocional, infec¢ao por
Helicobacter pylori e uso crénico de AINEs'!. O dano a integridade da mucosa é
proporcionalmente dependente do tempo de exposi¢cdo ao agente agressor, ou
seja, longos periodos de contato da mucosa gastrica com o fator lesivo
acarretam injurias mais severas podendo danificar as camadas mais profundas
do tecido gastrico'?.

Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de Ulcera
gastrica é o uso de AINEs*3. No Brasil, os AINEs ocupam a terceira posicéo entre
os farmacos mais utilizados sem prescricdo médica'4. Além disso, os AINEs sdo
amplamente utilizados na populacao de mulheres pelo motivo de sofrerem mais

e dor de cabecas e enxaquecas, além do utilizarem esses medicamentos no
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periodo menstrual'®. Os idosos principalmente entre os portadores de doencas
cronicas também utilizam muito esta classe medicamentosa* 6. Considerando
0 exposto, € evidente que o uso de AINEs é um problema de saude publica

relacionado a Ulcera gastrica.

1.3.Anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES) x lesdo gastrica

Os AINES s&o uma das classes de medicamentos mais utilizados no
mundo devido as suas acdes anti-inflamatdria, analgésica e antipirétical’. Esses
farmacos sao usados cronicamente para o tratamento de diversas doencas e
condigbes de grande incidéncia como cefaleias, dores reumaticas , entre
outros®®. S&do drogas que apresentam boa biodisponibilidade e alta ligacdo as
proteinas plasmaticas e sua metabolizacdo hepética é realizada através de
enzimas da familia do citocromo P450 (CYP450), sendo que as mais importantes
as CYP2C9, CYP3A4 e CYP2C8, pois sao responsaveis pelo metabolismo da
maioria dos AINEs?’.

O mecanismo de acao dos AINEs envolve a inibicdo das isoenzimas COX-
1 e COX-2 que sao responsaveis pela producdo de prostaglandinas e
tromboxanos!® (Figura 3). A COX-1 é a forma constitutiva da enzima,
responsavel pela producédo de muco que reveste o estbmago promovendo assim
uma barreira importante contra agressao do suco gastrico ao tecido, por isso
exerce importante papel na manutencdo da integridade e funcionalidade do
TGIY. J4 a COX-2 é a forma indutivel da enzima ativada durante a inflamacéo

por mediadores inflamatérios, como as citocinas?°.
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Prostaglandinas e Prostaglandinas
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Figura 3: Mecanismo de acdo dos medicamentos anti-inflamatérios nao esteroidais.
Estes inibem a acdo das enzimas cicloxigenase no qual vai diminuir a producdo de

prostaglandinas (Criado por smart.servier.com).

Os AINES blogueiam a ligacdo do acido araquidbnico nas COXs através
da ligacdo no sitio ativo das enzimas?'. Entretanto, existe uma diferenca entre
os canais da COX-1 e da COX-221. Os AINEs ndo seletivos tém acesso aos dois
canais, enquanto os seletivos tém afinidade pela enzima COX-2?2, Os néo
seletivos (indometacina, ibuprofeno, piroxicam etc.) apresentam mais efeitos
adversos, sendo eles cardiovasculares, renais e gastrointestinais!’. Estes
altimos representam, por sua vez, a maior incidéncia com os principais sintomas
relatados de irritagdo gastrica e o aparecimento de Ulceras?®. Além disso, outros
sintomas gastrointestinais dependentes de AINEs s&o: dor e desconforto
abdominal, nausea e vémito, além de complicacBes graves, como hemorragia
gastrica?3.

Além da diminuicdo da producdo de muco, existe um prejuizo na
circulacdo local do érgéo via efeito sistémico da protasglandina 12 e E2 que
participam da regulacdo da microcirculacdo do TGI juntamente com o NO?2.
Além deste efeito sistémico, os AINEs causam lesdo local a mucosa, pois
interagem com  fosfolipideos, aumentando a permeabilidade e,
consequentemente danificando as células do epitélio gastrico (figura 4)?2. O
conjunto desses fatores locais e sistémicos sdo fundamentais para o

desenvolvimento de irritagdes gastrointestinais.
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Figura 4: Imagem representativa da agdo dos AINEs na mucosa gastrica. A primeira
figura é relacionada a mucosa gastrica saudavel e intacta, ja na segunda podemos observar
lesBes gastricas relacionadas ao uso do medicamento.

Os danos celulares ocasionados pela citotoxicidade dos AINESs ocorrem
principalmente via estresse oxidativo?*. Essas drogas afetam principalmente o
complexo | da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria levando a
producéo de ROS, principalmente do precursor anion superéxido (Oz2) que dara
origem as demais ROS, como perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila
(OH.)Y" Esse acumulo de ROS intracelular levara a danos em macromoléculas,

como proteinas, lipideos e DNA?’.

1.4. Estresse oxidativo x lesdo gastrica

As ROS séo produtos oriundos do metabolismo celular do oxigénio ou do
nitrogénio, e fazem parte do processo fisiolégico do organismo?®. Dentre eles
destacam-se o anion superéxido (Oz), radical hidroxila (OH. ), peréxinitrito
(ONOO") e oxido nitrico ((NO) e, além dessas, o peroxido de hidrogénio (H202)
gque ndo € considerado um radical livre, mas é altamente reativo com
macromoléculas e por isso faz parte da formacéo do estresse oxidativo?®.

Para evitar o acimulo de ROS, as células possuem um sistema de defesa,
mediado por substancias antioxidantes, que previne danos as biomoléculas

intracelulares?’. As principais enzimas antioxidantes s&o: superéxido dismutase
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(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)?8. A SOD converte o0 anion
superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio,a CAT e a GPx convertem o
peroxido de hidrogénio em dgua e oxigénio por mecanismos diferentes, pois para
a GPx ter acdo ela precisa de enzimas secundarias, enquanto a CAT age

diretamente(Figura 5)2°.

SOD CAT

H,0, H,0 + 0,
GPx
H,0 + O,

Figura 5: Reacdo das enzimas antioxidantes sobre as espécies reativas de oxigénio.

Quando existe um desequilibrio entre o sistema antioxidante e a
producdo de ROS, ocorre um aumento do estresse oxidativo levando,
consequentemente, a danos a macromoléculas biolégicas?* 30 3! Este
desequilibrio ocorre devido a fatores intrinsecos (inflamacgéo) e extrinsecos
(estilo de vida e uso de medicamentos) que sdo fundamentais para 0 aumento

do estresse oxidativo e consequente desenvolvimento de doengas3? 33 34,

1.5.Inibidores de bomba de prétons (IBPs) x Ulcera géastrica

Os IBPs inibem a secrecdo de &cido gastrico e sdo os farmacos de
primeira escolha para distlrbios do TGI superior®®. Podem ser utilizados para
fins de profilaxia ou tratamento da doenca do refluxo gastroesofagico, gastrite e
Ulcera gastrica®®. Omeprazol, lansoprazol, ezomeprazol e pantoprazol sdo
medicamentos desta classe, sendo o omeprazol pioneiro e bastante utilizado até
hojess.

O mecanismo de agéo dos IBPs envolve a inibigéao irreversivel da bomba
de protons, levando a reducdo da producdo de ions H* e aumento do pH do
limem estomacal®’. Além de possuir funcdes na digestédo alimentar, o pH acido

do suco gastrico € extremamente importante para a absorcdo de vitaminas e
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minerais, que fica prejudicada e, em longo prazo, podem levar ao aparecimento

de anemia®®, deméncia®®, osteoporose*® e disbiose* .

1.6.Kefir de leite

O kefir de leite é uma bebida fermentada originada do Causaso, Tibet e
Mongoélia*?. O nome kefir tem origem da lingua Eslava onde é conhecido como
Keif e significa bem-estar ou viver bem*2, A bebida &cida e de consisténcia
viscosa, € produzida a partir leite fermentado pelos gréos do kefir, podendo ser
leite de vaca, ovelha, cabra ou bufala*. Os grdos sdo uma massa irregular, com
tamanho de 0,3 a 0,5 cm de didmetro e que lembra o formato de pipoca ou couve-
flor, com textura gelatinosa, e cor branca/perolada #?. Os grdos S&o compostos,
principalmente, por bactérias do acido latico (presentes em maior quantidade),
bactérias do acido acético e leveduras?*. Estes microrganismos encontram-se
aderidos & uma matriz de polissacarideo, denominada kefiran, no qual vivem em
simbiose®®. Desta forma, os grdos de kefir de leite apresentam em sua
composicdo 83% de agua, 9-10% de kefiran e 4-5% de proteinas 4° 44 46,

No processo de fermentacdo é no qual o leite fermentado é formado,
dando a caracteristica acida a bebida*. As bactérias do &cido latico, por
exemplo as do género Lactococcus, sdo responsaveis por tornar o leite
fermentado levemente acido, com pH em torno de 4,5 a 5*. Esse processo é
importante pois, em ambiente ligeiramente &cido as bactérias hidrolisam a
lactose presente no leite em &cido latico proporcionando um ambiente adequado
para o crescimento de leveduras 4. Além disso, as leveduras do tipo
fermentadoras presentes nos grédos séo responsaveis pela conversacdo da
lactose do leite em CO: e etanol, além de produzir vitaminas do complexo B,
Outras leveduras ndo fermentadoras possuem acéo lipolitica formando acidos
graxos e proteoliticas formando aminoacidos 44 Ainda, no processo de
fermentacdo ocorre a producéo de vitamina k, acido félico e calcio®®.

E importante ressaltar que a composicdo do kefir pode variar devido a
fatores como clima, temperatura, tipo de leite utilizado, modo de preparo, tipo de
vasilhame utilizado para o armazenamento, entre outros*?. Atualmente, o kefir
de leite vem ganhando destaque na comunidade cientifica e na populagéo devido

a seus diversos beneficios a saude humana. Nos Ultimos anos tém sido
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demonstradas propriedades antitumorais*® %,  imunomoduladoras®, anti-
hipertensivas® 53, antimicrobiana®, anti-hipercoloesterelolemica®, anti-
hiperglicemiante®®, neuroprotetora®’, hepatoprotetora®. A literatura aponta que
estes beneficios se devem, principalmente, as propriedades antioxidante e anti-
inflamatoria do kefir, além de seus efeitos relacionados a modulacdo da
microbiota intestinal®® 60 61,

Atualmente, existem apenas 3 trabalhos na literatura que avaliaram o
efeito do kefir de leite como gastroprotetor. O primeiro investigou a acédo do kefir
sobre a protecdo da mucosa gastrica em lesdes gastricas induzidas pelo uso de
etanol e da irradiacdo®?. O segundo investigou em modelo experimental de lesédo
gastrica por etanol®l. O terceiro, do nosso grupo de pesquisa, evidenciou as
propriedades antioxidantes sistémicas do kefir no modelo de ulcera gastrica
induzida por AINE3®C. Esses trabalhos demonstraram que o kefir de leite
apresenta atividades gastroprotetoras por mecanismos anti-inflamatérios e
antioxidantes. Entretanto, ainda existem varias lacunas para a compreensao dos

mecanismos responsaveis pelo efeito gastroprotetor do kefir.
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2. JUSTIFICATIVA

A Ulcera gastrica € uma morbidade que acomete o TGl superior e
caracterizada pela presenca de lesdes na parede do estbmago, que podem ser
superficiais ou mais agressivas em que tecidos mais profundos séo atingidos.
Essas lesdes sao causadas pelo desequilibrio dos fatores lesivos e defensivos
da mucosa gastrica que levam a exposicao do epitélio ao acido gastrico. Existem
inUmeras causas para o desenvolvimento e estabelecimento da doenca, dentre
elas 0 uso de AINEs se destaca, sendo a segunda causa de problemas
gastrointestinais no mundo. Além disso, os AINEs estdo entre os medicamentos
mais utilizados no mundo, o que torna mais frequente o aparecimento da doenca.
Outro ponto que deve ser ressaltado € que a populacdo que mais utiliza esses
medicamentos a idosa, pois € mais suscetivel a doencas crénicas inflamatérias
gue necessitam do uso de AINEs.

Como alternativa de prevenir/diminuir os prejuizos causados pelo uso de
AINE, é indicado o uso concomitante de medicamentos que diminuam a
secrecdo de acido gastrico, como os IBP (omeprazol, lansoprazol, pantoprazol
etc.), que sao vendidos sem a necessidade de prescricdo médica. Entretanto,
esses medicamentos apresentam efeitos adversos como diminuicdo de
absorcdo de vitaminas e minerais, osteoporose, aumento de desenvolvimento
de doencas neuroldgicas e cancer gastrico, quando usados em longo prazo. Em
razao destes problemas relacionados ao uso de IBPs existe grande interesse na
busca por alternativas de prevencédo de Ulcera gastrica relacionados ao uso de
AINEs. Umas dessas alternativas é o uso de probiébios, que sdo conhecidos
pelos inameros beneficios, principalmente ao TGI. Dentre estes, o kefir de leite
se destaca pois, além de ser um produto de baixo custo e facil consumo, possui
propriedades prébibticas que contribuem para os beneficios relacionados ao seu
consumo.

Na Ulcera gastrica, existem poucos artigos que evidenciam os benéficos
do uso do kefir de leite, e na prevencéo de lesdo gastrica por AINE encontra-se
apenas um artigo que € do nosso grupo de pesquisa. Portanto, considerando
que a Ulcera gastrica € um problema de saude publica, que ainda existe
dificuldade na prevencgéao/tratamento da doenca e que o kefir de leite apresenta

efeitos anti-oxidante sistémico, decidimos avaliar os efeitos gastroprotetores
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locais do kefir de leite em modelo experimental de lesdo gastrica induzida por
AINE.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo gastroprotetora do kefir de leite em modelo animal de leséo

géstrica induzida por indomentacina.

3.2  Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da administragédo do kefir de leite sobre:

- Acidez gastrica;

- Lesdes gastricas;

- Citoestrutura e 0 muco citoprotetor no estbmago;

- Producdo de ROS em células gastricas;

- Biodisponibilidade de 6xido nitrico em células gastricas;
- Viabilidade e apoptose de células gastricas;

- Fragmentacdo do DNA,

- Marcadores inflamatérios sistémicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram camundongos machos da linhagem swiss, com
peso corporal de 30 a 40g, originados do biotério da Universidade Vila Velha e
mantidos em gaiola, com no maximo 03 animais, com agua e comida Ad libitum,
respeitando o ciclo claro/escuro (12h/12h). O projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA UVV: N° 524-2019) e os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes de cuidados

recomendados pelo National Institutes of Health.

4.1 Preparacédo e administracdo do Kefir

A preparacao do kefir de Leite foi realizada no Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Transacional da Universidade Vila Velha (LFFT-UVV). Os gréos
foram incubados com leite integral UHT (Ultra Hight Temperature) na
concentracdo de 4% (m/v) e mantidos em temperatura ambiente por 24 horas,
depois foram coados e seu produto mantido por mais 24 horas a 4°C. Por fim,

foram separadas aliquotas de 1 mL em microtubos e congeladas a -20°C53,

e
o
T
1) — — vt
24h Codrc 24h Aliquotas
Temperatura produto Geladeira congeladas (-20°C)

ambiente (4°C)

Figura 6: Preparo do leite fermentado do kefir utilizado no projeto de pesquisa (Criado

por smart.servier.com).
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4.2Desenho experimental e inducédo de lesdo gastrica

Os grupos experimentais e 0 modelo de inducéo de Ulcera géstrica foi
realizado de acordo com estudo prévio de nosso laboratério®°.

Os camundongos foram randomizados em 3 grupos. No grupo Veiculo,
0s animais receberam leite integral UHT acidificado (pH 5 — o qual foi utilizado
acido cloridrico P.A) na dose de 0,3 mL/100g (n=08); no grupo IBP, os animais
receberam 30 mg/kg de lansoprazol (UlcerStop®) (n=08); e no grupo kefir, os
animais receberam 0,3 mL/100g de Kefir de leite 4% (n=08).

O tratamento foi realizado por via oral (gavagem) durante 14 dias e a dose
foi calculada diariamente de acordo com o peso do animal. No ultimo dia de
tratamento, os animais foram colocados em jejum, individualmente, com acesso
livre a agua e, para evitar a cropofagia, foram utilizadas gaiolas com grades para
gue o animal ficasse suspenso. Apds 12 horas de jejum, foi administrado o anti-
inflamatério indometacina 40mg/kg via oral (gavagem), e depois de 6 horas foi
realizada a eutanasia, com sobredose de tiopental sodico (60mg/kg, i.p.) para

coleta de amostras de plasma, suco gastrico e estbmago.

l 14 dias de tratamento

~ - | Veiculo - Leite pH 5 IBP - Lansoprazol ’ Kefir 4%
¥ (0.3mL/100g) _ (3omghg) | |(0:3mL100g)

’ Jejum por 12 horas + Indometacina (40mg/kg) + eutanasia apés 6h

v v v

[ Pasma | Sucogastico |[  Estémago

Figura 7: Desenho experimental do projeto de pesquisa.
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Figura 8: Fotografia representativa do camundongo Swiss (1 por gaiola) em jejum, apds
0 14° dia de tratamento. Para evitar a copografia foram utilizadas grades no qual os animais
ficaram suspensos do fundo da gaiola.

4.3Analise do pH do suco gastrico

ApoOs eutanasia, foi realizada perfusdo com PBS (phosphate-buffered
saline) e o estbmago foi removido. Através de um corte na regido cardia e outro
no piloro e com auxilio de uma agulha e seringa contendo 1 mL de soro fisiol6gico
0,9%, o suco gastrico foi retirado, centrifugado (50 g por 10 minutos), o
sobrenadante coletado e o pH determinado utilizando um pHmetro de bancada
(Kasvi K39-1014B).

4.4  Andlise macroscopica

Para analisar a area de lesé@o gastrica, o estbmago foi aberto através da
curvatura maior, lavado com PBS para retirada de residuos de contetudo gastrico,
colocado entre duas placas de vidro com papel milimetrado e fotografado com
distancia padronizada com auxilio de um estudio fotogréafico (Pop Up Studio). A
analise macroscopica foi realizada através programa ImageJ (Image-J 1.35 d,
USA) de dominio publico (Figura 9) e o parametro analisado foi area de lesao

gastrica em mm?2 %,
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Figura 9: Analise da lesdo gastrica no programa ImageJ (Image-J 1.35 d, USA) de

dominio publico.

4.5 Escore de lesdo gastrica

Depois dos estbmagos serem fotografados, o grau de lesdo gastrica foi
determinado a cegas de acordo com os seguintes parametros®”

- Nivel O - Mucosa normal;

- Nivel 1 - lesdo vascular;

- Nivel 2 - uma ou duas lesbes;

- Nivel 3 - lesbes graves;

- Nivel 4 - muitos ferimentos graves;

- Nivel 5 - mucosa cheia de lesoes.

4.6 Indice de protecéo:
Para avaliar o indice de protecéo gastrica dos tratamentos IBP e kefir foi

utilizada a seguinte formula:

Area de Glcera (AINE) — Area de tlcera (Tratamento)
Area de tlcera (AINE)

x 10 = % de prevencao

Sendo a area ulcerada dada em mmz? e determinada através do programa
ImageJ (Image-J 1.35 d, USA)®,
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4.7 Andlise estrutural e quantificacdo de mucocitoprotetor no

estOmago

A analise histolégica do estdmago foi realizada em colaboracdo com o
Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), coordenado pelo Prof Breno
Valentim Nogueira.

Apés a eutanasia e perfusdo com solucdo paraformaldeido 4%, o
estdbmago foi retirado através de um corte na regido cardia e no piloro, aberto
através da curvatura maior e imerso em solucao paraformaldeido 4% até a
preparacao das laminas. O tecido foi emblocado com parafina e posteriormente
cortado em segmentos de 5um. Para a avaliagao estrutural do tecido, as laminas
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e para quantificacdo do
mucocitoprotetor foram coradas com acido periddico de Schiff (PAS) com
contracoloracdo de hematoxilina. Logo, as laminas foram fotografadas em
microscopio 6ptico Olympus AX70 com sistema de aquisicdo de imagens camera
Zeiss modelo AxioCam ERCc5S.

Foram analisados a cegas dois parametros: um estrutural, através do
escore de lesdo epitelial, edema na camada submucosa e presenca de células
inflamatorias na submucosa; e outro funcional, através da presenca de muco
citoprotetor estomacal.

Para avaliar o escore de erosdo epitelial acatamos o0s seguintes

parametros:

- Nivel O: sem alteracdes superficiais do tecido;

- Nivel 1: AlteracBes superficiais do tecido;

- Nivel 2: Alteracdes discretas nas estruturas teciduais e mudancas
celulares;

- Nivel 3: AlteracGes avancadas em toda estrutura do tecido®*.

Para avaliar o edema na submucosa e presenca de ceélulas inflamatorias
acatamos 0s seguintes parametros:

- Nivel O: Negativo;

- Nivel 1: Fraco;

- Nivel 2: Moderado;
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- Nivel 3: Forte®>.

4.8 Analise estrutural do epitélio gastrico através da técnica de

microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV do estdbmago foi realizada em colaboracdo com o Laboratorio de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES), coordenado pelo Prof Breno Valentim Nogueira.

Apbs a eutanasia e perfusdo, o estbmago foi retirado através de um corte
na regiao cardia e no piloro, aberto através da curvatura maior e acondicionado
em microtubo de 1,5 mL contendo solucdo de fixacdo gelada (2,5% de
Glutaraldeido, 2% de Formaldeido e 0,1 M de Tampdo cacodilato) até o
processamento do tecido.

Os o6rgaos passaram pelo processo de trés lavagens com tampao
cacodilato 0,1M (pH 7,2) sendo 10 minutos cada limpeza. Depois, as amostras
foram desidratadas em banhos de etanol em temperatura ambiente, nas
concentracdes de etanol 30%, 50%, 70%, 90% por 10 minutos cada, e por ultimo
na concentracao de 100% por 30 minutos. Apds isso as amostras foram fixadas
com uma fita dupla face de carbono em um stub (cilindro metalico) de aluminio
(Electron Microscopy Sciences, Washington, USA) e secagem foi realizada no
ponto critico de CO 2 (Autosandri-815, Tousimis) durante 40 minutos, seguido
de revestimento com 10 nm de ouro puro em um aspersor a vacuo (Desk V,
Denton Vacuum) por 15 minutos.

A fotografia e analise da estrutura do epitélio gastrico foi realizada a cegas

no microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610 LV) ©6.

4.9 Preparo de amostras

4.9.1 Isolamento das células do estdmago

As células gastricas foram isoladas seguindo as orientacdes de 7, mas
com adaptacles. Para isso, o estbmago foi triturado delicadamente com o auxilio
de uma tesoura cirargica juntamente com 1 mL de solucdo de digestéo (0,03%
de colagenase tipo 1; 0,1% de proteinase K) e foi incubado a 37°C por 1 hora, e
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apos esse tempo foi passado por uma malha de separacdo de celular e
centrifugado a 50 g por 3 minutos, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se
1 mL de solugdo tampédo HBSS 1x e centrifugou novamente a 2600 g por 3
minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
300 pl de solugédo de armazenamento (95% de soro fetal bovino e 5 % de DMSO)
e armazenadas no -20°C por 24 horas e depois no Ultrafrezzer -80°C até a

andalise.

4.9.2 Preparo das amostras de plasma

Ap6s o animal ser anestesiado (tiopental sédico 60mg/kg, i.p.) , foi
realizada uma incisdo do abdome até o tronco, logo apos foi feito um corte do
diafragma para exposicao do coracédo e com a ajuda de uma seringa hipodérmica
descartavel de 1 mL com agulha (27,5 G1/2”) com flush de EDTA (0,33 mol) o
sangue foi retirado no ventriculo direito, adicionado em microtubos e logo
centrifugado a 400 g por 10 minutos e por fim o plasma foi separado em outro

microtubo e congelado no Ultra Freezer — 80°C até analise.

4.10 Determinacdo dos niveis de ROS por citometria de fluxo

A analise do estresse oxidativo foi realizada em células gastricas isoladas,
como descrito acima e a quantificacdo das ROS foram realizadas através do
citometro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, EUA) no Laboratério de Fisiologia Translacional (LFT) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)

Foi quantificado os par@metros das espécies anion superéxido (O2)
através dos marcadores dihidroetideo (DHE), peroxido de hidrogénio (H202)
através do marcador 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), radical
hidroxila (OH") através do marcador hidroxifenilfluoresceina (HPF) e 6xido nitrico
(NO) através do marcador diaminofluoresceina (DAF).

As células foram encubadas com 160 umol/L de DHE, 20 umol/L de DCF,
10 pmol/L de HPF por 30 minutos e 2 uymol/L de DAF por 180 minutos a 37°C e

as amostras foram analisadas até chegarem a 1000 eventos. Todo o
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experimento foi realizado em ambiente escuro. O programa utilizado para

aquisicao dos dados foi FCS Express software30: 68,

4.11 Determinacao de apoptose e viabilidade celular

A determinacdo de viabilidade e apoptose celular nas células géstricas
isoladas foi realizada através do citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA) no LFT da UFES.

As células foram suspendidas em solucdo tampé&o e incubadas com
anexina V e Pl por 15 minutos a 37° C. A andlise foi realizada a partir dos
marcadores anexina V conjugada a fluoresceina e do corante intracitoplasmético
iodeto de propideo (PI), através do kit comercial (FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I, BD Pharmingen, Becton Dickinson, USA) e os dados foram
quantificados através do FCS Express software e avaliado a porcentagem de

células positivas3®: 68,

412 Analise do conteudo de DNA

A analise do contetdo de DNA em células gastricas isoladas foi realizada
atraves do citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, EUA) no no LFT da UFES.

As células foram lavadas com PBS e centrifugadas a 200 g por 10
minutos, procedimento esse realizado duas vezes. Logo apdés as células foram
incubadas com solugao de coloragao (200uL de RNAse A (20mg / mL), 800uL
de PI (500ug / mL), 20uL de Triton X-100, Qsp 20mL de PBS1x) por 30 minutos
a4 ° C e centrifugadas a 200 g por 10 minutos (duas vezes). A analise dos dados
foi realizada por meio do software FACSDiva e foram avaliadas a presenca de
DNA fragmentado (fase sub-GO0). Protocolo adaptado de Campagnaro e

colaboradores®s.
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4.13 Atividade da mieloperoxidase plasmatica

A analise da atividade da mieloperoxidase sistémica foi realizada no
Laboratério Multiusuario de Analises Biomoleculares (LABIOM) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES).

A atividade da mieloperoxidase foi avaliada no plasma. 12ul plasma e 236
pl de solucdo o-dianisidina foram adicionados em microplaca de 96 pogos. A
leitura foi realizada a 460nm por espectrofotbmetro (Multideteccdo Hibrido
Synergyx H1) nos tempos de 0 min e 15 minutos. O resultado foi expresso por
unidade/mg de proteina. A quantificacdo de proteina foi realizada pelo método
Bradford®®.

4.14 Niveis plasmaticos de citocias inflamatorias

A determinacdo plasmética das citocinas anti-inflamatéria (IL-10) das
citocinas proé-inflamatérias (IL-6 eTNF-a) foi realizada através do citbmetro de
fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose,
CA, EUA) no no LFT da UFES e foi realizada de acordo com as instru¢des do kit
Cytometric Bead Array Mouse BD Biosciences. Os dados foram analisados
usando o software FACSDiva (BD) e FCAP Array (BD) software. Através da
curva padréo de citocinas usando o software FCAP Array (BD). Os resultados

foram expressos em pg/mL>’.

4.15 Anédlise estatistica

O teste de normalidade foi avaliado utilizando teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados foram analisados com ANOVA uma via, seguido de teste post
hoc de Tukey. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de
Dunn foi utilizado para as analises de escores histoldgico. Foi utilizado o software
Prisma (Prisma 8.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os
resultados foram expressos como média + EPM e as diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1Analise macroscopica

A area de lesdo gastrica dos grupos experimentais foi avaliada
macroscopicamente. A figura 10A representa a fotografia tipica de cada grupo
experimental. Nestas observamos que no grupo Veiculo os animais
apresentaram maior area de lesdo gastrica quando comparado com 0S grupos
IBP e Kefir. Dados esses que confirmamos através da analise macroscopia da
area de lesdo géstrica observado na figura 10B, no qual o grupo veiculo
apresentou area de lesao (20,78 + 6,363 mm?2) superior ao pré-tratamento com
IBP (12,40 + 2,773 mmg2) e kefir (6,363 + 1,018 mm2) durante 14 dias, mostrando

o efeito gastroprotetor deste probidtico.

K X X

w

40+

Lesao gastrica (mm?)

Veiculo IBP Kefir

Figura 10: Painel superior(A): fotografias representativas dos estdbmagos de animais
selecionados de cada grupo experimental. Gréfico (B): area de leséo gastrica determinada com
auxilio do software Image J. Os resultados estédo expressos como média + erro padrdao da média.
*p < 0.05 vs. controle (ANOVA-1uma via, seguido de post hoc de Tuckey).

5.2 Escore de leséo, indice de prevencao e andlise do pH géstrico

Como pode ser observado na Tabela 1, os animais do grupo Veiculo
apresentaram maior escore de lesdo gastrica quando comparado com 0s

animais dos grupos IBP e Kefir. De forma complementar, nossos dados mostram
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que a administracdo tanto de IBP como de kefir foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de lesdes géastricas. Por outro lado, € importante mostrar que
ndo houve diferenca nos valores de pH do suco géastrico entre 0s grupos

experimentais.

Tabela 1: Escore de lesdo gastrica, indice de prevencao de leséo (%) e

pH géstrico.
Grupos Escore de indice de pH géstrico
lesdo gastrica prevencao (%)
Veiculo 4,0+0,3 0,00 £ 24,98 4,91 +0,42
IBP 3,0+£0,2 64,33 £ 6,31* 4,35+ 0,37
Kefir 3,0+£0,3 69,39 * 4,90* 4,55+ 0,25

Tabela 1: Dados de escore de lesdo gastrica, indice de prevencdo de lesdo e pH gastrico
expressos como média * erro padrao da média. *p < 0.05 vs. veiculo (ANOVA-1uma via, seguido

de post hoc de Tuckey).

5.3 Citoestrutura do estbmago

As figuras 11 A, B e C apresentam fotomicrografias tipicas obtidas do
tecido gastrico de animais de cada grupo experimental. A analise destas imagens
mostra a presenca de erosoes epiteliais, assim como a ruptura do tecido epitelial
nos grupos Veiculo (Figura 11A) e IBP (Figura 11B). No grupo Kefir, ndo foi
observada a presenca de erupcdes nem de ruptura do tecido epitelial e, além
disso, a administracao de kefir foi capaz de preservar a estrutura glandular do
tecido gastrico (Figura 11C), o que ndo ocorreu com a administracdo de leite

acidificado nem de IBP.
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Figura 1l:lmagens histopatolégicas do epitélio gastrico dos grupos experimentais
Veiculo (A), IBP (B) e Kefir (C). As lesdes gastricas sdo representadas por tracejado, a ruptura
da camada epitelial € representada por losangos e as setas representam as glandulas gastricas.
Imagens obtivas por objetivas de 10x e 20x. Graficos de barras dos escores histologicos
representativos da erosédo epitelial (D), células inflamatérias (E) e edema da submucosa (F).
Dados expressos como média + erro padrdao da média. *p < 0.05 vs. Veiculo. Teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis (ANOVA-1 via) seguido de post hoc de Dunn.

As figuras 11 D, E e F apresentam o escore obtido através da analise
histopatoldgica da estrutura do tecido gastrico. O pré-tratamento com kefir de
leite foi capaz de atenuar a erosdo epitelial (11D) e presenca de células
inflamatorias (11E) semelhantemente ao IBP. No entanto, na andlise de edema
da submucosa (11F) n&o houve diferenca significativa dos tratamentos
comparado com o veiculo.

A produgdo de muco citoprotetor foi avaliada em cortes histolégicos do
estbmago corados com PAS (Figura 12). A analise das fotomicrografias mostra,
além de muitas lesbes ulcerativas, reducdo importante na camada de muco
citoprotetor no estbmago dos animais do grupo Veiculo (Figura 12A). No grupo
IBP (Figura 12B), apesar da presenca de algumas lesdes ulcerativas, € possivel
notar que a camada de muco esta preservada. O grupo Kefir (Figura 12C),
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apresentou camada de muco citoprotetor mais desenvolvida, quando comparado

aos outros grupos, confirmando o efeito gastroprotetor deste simbidtico.

A% par 50
303 50
—_— —

Figura 12: Imagens histopatolégicas do epitélio gastrico corados com PAS para avaliar a
produc@o de muco citoprotetor dos grupos experimentais Veiculo (A), IBP (B) e Kefir (C). As
lesBes gastricas sdo representadas por setas pretas e a producdo de muco é representado
através da intensidade da coloracé@o. Imagens obtivas por objetivas 20x.

5.4  Avaliacéao estrutural do epitélio gastrico por MEV

Para avaliar a estrutra do epitélio gastrico de animais dos grupos
experimentais, foi realizada MEV da superficie mucosa do estémago (Figura 13).
No grupo Veiculo (Figuras 13A1 e A2) pode ser observado um desarranjo do
epitélio e das fossetas gastricas devido a erosao celular, caracterizando perda
celular e dano epitelial. No grupo IBP (Figuras 13B1 e B2) observa-se ligeira
descamacdo do epitélio gastrico com leve dano epitelial. A estrutura das fossetas
gastricas esta preservada. No grupo Kefir (Figuras 13C1 e C2), a topografia
epitelial indica uma boa morfologia, com arranjo regular de células epiteliais sem
erosdes, com fossetas gastricas preservadas e ligeiramente alargadas, além de

proliferacédo de células epiteliais.
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Figura 13: Microfotografias obtidas por MEV em objetivas de 1000x (Figuras Al, B1 e C1) e

2000x (Figuras A2, B2 e C2). A: Veiculo, B: IBP e C: Kefir. Seta branca representa leséo gastrica,
seta preta representa glandulas géstricas e estrela representa a camada extra de tecido epitelial
da mucosa.

5.5  Andlise dos niveis de ROS/NO em células gastricas

Apos verificar que a administracdo de kefir foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de lesdes no epitélio gastrico, decidimos avaliar se esta
protecdo estava relacionada ao efeito antioxidante deste probiotico. Para isso,
determinamos por citometria de fluxo os niveis de *O2, H202 e ONOO/+O.
Como pode ser observado na figura 14A, nos animais que receberam como pré-
tratamento Veiculo houve aumento dos niveis de 02 (3235 + 105,9 a.u) ,
enguanto nos grupos que receberam IBP (1707 £ 100,8 a.u) e Kefir (1635 + 93,45
a.u) estes niveis foram diminuidos. Na figura 14B observamos que no grupo
experimental que recebeu pré-tratamento om Veiculo (1719 = 76,79 a.u) e IBP
(1745 = 64,07 a.u) apresentaram niveis superiores de H202, enquanto nos
animais que receberam pré-tratamento com Kefir (1068 + 57,14 a.u) estes niveis
foram atenuados. Ao avaliar a producdo de ONOO~/.OH~ (Figura 14C) é possivel
observar que os animais que receberam Veiculo (1433 + 55,76 a.u) como preé-
tratamento apresentaram niveis superiores desta ROS. No grupo tratado com
IBP (1123 + 26,81 a.u) estes niveis foram atenuados. No entanto, nos animais
que receberam kefir os niveis da producao de ONOO™/.OH- foram inferiores
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quando comparados com o0s demais grupos. O que comprova a acao
antioxidante do kefir de leite nas células gastricas. A figura 14D mostra a
bidisponibilidade de NO de células gastricas isoladas e, é notdrio observar que
nos animais que receberam pré-tratamento com veiculo (167,5 + 7,843 a.u) e
IBP (197 % 5,183 a.u) a biodisponibilidade de NO foi diminuida quando

compradas com 0s animais que receberam Kefir (480,7 + 18,97 a.u).
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Figura 14: Analise da producédo das ROS O2- (A), H202 (B), ONOO-/. OH- (C) e NO (D) em
células gastricas isoladas. Os resultados séo expressos pela média + erro padrdo da média. *p
< 0.05 vs. Controle. #p < 0.05 vs. IBP (ANOVA-1uma via, seguido de post hoc de Tuckey).

5.6 Avaliagcdo da viabilidade e apoptose celular em células

gastricas

Apo6s confirmar que o kefir apresenta efeito antioxidante em células
gastricas, decidimos verificar se este efeito exercia influéncia sobre a viabilidade
(Figura 15A) e apoptose (Figura 15B) de células gastricas. Para isso, verificamos
apoptose e viabilidade celular utilizando como marcadores anexina V e iodeto de
propideo. Os animais do grupo Veiculo apresentaram aumento de apoptose

(24,6£2,1%) com simultanea diminuicdo de viabilidade celular (74,4+2,2%).
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Contrariamente, os animais dos grupos IBP e Kefir apresentaram aumento de
viabilidade celular (IBP: 87,4+1,4; Kefir: 91,6+1,2 %) e diminuicdo de apoptose
(IBP: 11,5+1,0; Kefir: 7,4+1,1 %) quando comparados ao grupo Veiculo
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Figura 16: Avaliacdo do apoptose (A) e viabilidade (B) celular em células géstricas isoladas. Os
resultados sdo expressos pela média + erro padrdo da média. *p < 0.05 vs. controle (ANOVA-
luma via, seguido de post hoc de Tuckey).

5.7. Analise do contetido do DNA em células géastricas

Apés confirmar que o efeito gastroprotetor do kefir foi capaz de diminuir a
apoptose de células gastricas, decidimos avaliar se este simbiético apresentaria
efeito antigenotoxico local. Para isso, determinamos o conteudo de DNA em
células gastricas isoladas através da marcacdo com iodeto de propideo e
quantificacdo por citometria de fluxo através da determinacdo da quantidade de
células na fase sub-GO do ciclo celular. Como apresentado na Figura 17A, os
animais do grupo Veiculo (3,2+0,2 %) apresentaram maior quantidade de células
na fase subGO quando comparo aos animais do grupo IBP (2,1+0,1 %) e Kefir

(1,7+0,1 %), caracterizando potencial efeito antigenotéxico do kefir.
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Figura 15: Avaliacdo contetido celular (fases Sub GO0) das células gastricas isoladas dos grupos
experimentais. Os resultados sdo expressos pela média + erro padrdo da média. *p < 0.05 vs.
controle (ANOVA-1uma via, seguido de post hoc de Tuckey).

5.7 Atividade da mieloperoxidase sistémica

Apo6s confirmar que o efeito gastroprotetor do kefir estava diretamente
relacionado a sua acao antioxidante, decidimos avaliar se a administracéo deste
simbidtico poderia contribuir para a protecao do tecido gastrico através de sua
acdo anti-inflamatoéria. Para isso, avaliamos a atividades da enzima
mieloperoxidade de maneira sistémica. Nossos dados mostram que n&o houve
diferenca na atividade da enzima mieloperoxidase no plasma dos animais dos
diferentes grupos experimentais submetidos a lesdo gastrica induzida por AINE
(Veiculo: 0,042+0,012; IBP: 0,050+0,011; Kefir: 0,040+0,010 u.a/mg de
proteina).
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Figura 16: Atividade da mieloperoxidase no pré-tratamento entre os grupos experimentais. Os
resultados sdo expressos pela média + erro padrdo da média. *p < 0.05 vs. controle (ANOVA-

luma via, seguido de post hoc de Tuckey).
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5.8 Niveis plasmatico de citocinas inflamatorias

Em seguida, para confirmar o resultado obtido com o ensaio da
mieloperoxidase, decidimos avaliar 0s niveis plasmaticos de citocinas
inflamatorias. Para isso, utilizamos a técnica de CBA e os dados estdo
apresentados na Figura 19. Podemos observar na figura 17A e B que no modelo
experimental de lesdo gastrica por indometacina, os pré-tratamentos com leite
acidificado, IBP e kefir ndo foram capazes de alterar os niveis plasmaticos de IL-
10 (Veiculo: 24,9+3,2; IBP: (23,5+3,9; Kefir: 30,2+2,7 pg/mL) nem de IL-6
(Veiculo: 47,2+10,1; IBP: (31,2+7,0; Kefir: 39,3+6,3 pg/mL). Entretanto, quando
avaliamos os niveis plasméaticos de TNF-a (Figura 17C), observamos diminui¢ao
nos grupos IBP (38,8+£3,0 pg/mL) e Kefir (34,7+4,9 pg/mL) quando comparados
com o grupo Veiculo (56,2+5,5 pg/mL)
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Figura 17: Niveis de plasmaticos da citocina anti-inflamatérialL-10 (A) e das citocinas pré-
inflamatérias IL-6 (B) e TNF-a (C) dos grupos experimentais. Os resultados sdo expressos pela
média + erro padrédo da média. *p < 0.05 vs. controle (ANOVA-1uma via, seguido de post hoc de

Tuckey).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o pré-tratamento com kefir de leite
durante 14 dias foi capaz de prevenir Ulcera gastrica em modelo experimental de
lesdo gastrica induzida por indometacina. Nossos resultados demostraram que
o kefir de leite preservou o tecido gastrico estrutural e funcionalmente. Além
disso, demonstramos que o efeito gastroprotetor do kefir foi mediado pela sua
propriedade antioxidante, reduzindo a producdo de ROS e aumentando a
biodisponibilidade de NO. Com isso, observamos aumento de viabilidade de
células géstricas, reducéo de apoptose celular e de fragmentacdo do DNA. Desta
forma, podemos sugerir que a administracdo do kefir apresenta acgéo
antioxidante, anti-apoptética e anti-genotdxica, sendo essas responsaveis
diretamente pelo efeito gastroprotetor do kefir.

Sabe-se que distUrbios do TGI estdo fortemente relacionados a utilizacao
cronica de AINE, sendo que o desenvolvimento de Ulceras gastricas € o principal
fator de risco associado ao uso desta classe de farmacos’® 't 72, Os AINES
atuam localmente em contato direto com o limem do TGI e sitemicamente
inibindo as enzimas COX 1 e COX 2, o que consequentemente diminui a
producdo de prostaglandinas que, por sua vez, sao fundamentais para a
protecdo doTGI?. Estas a¢Ges locais e sistémicas em conjunto séo prejudiciais
para a defesa e cicatriza¢do da mucosa, ocasionando lesdes gastricas’?.

Em modelo experimental de lesdo géstrica, o uso de indometacina é
considerado padrdo para inducédo de Ulceras’ 7 20 31, Como esperado, 0 n0sso
modelo experimental apresentou lesbes gastricas, confirmando assim a eficacia
do modelo experimental escolhido para o presente trabalho. Os IBPs, como o
lansoprazol sdo farmacos de escolha para a prevencdo ou tratamento de
distarbios gastrointestinais, entretanto seu uso tem sido associado ao
aparecimento de doencas, como deméncia, anemia, osteoporose e, inclusive a
recorréncia de Ulceras gastricas®®. Visando a reducéo desses efeitos adversos,
pesquisadores do mundo todo vém investigando formas alternativas e eficazes
para a prevencao e/ou tratamento de lesGes gastricas, condicdo esta bastante
prevalente na populacao.

A literatura cientifica mostra que o uso de produtos naturais como a

Spirulina™, 6leo essencial de acafrédo®, sementes de abacate’®, 6leo essencial
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de majericdo’’, probitticos’® e o kefir de leite®® 62 apresentam efeitos
gastroprotetores. No presente estudo, a administracdo de kefir de leite 4%
(0,3mL/100g) por 14 dias foi capaz de prevenir o desenvolvimento de lesbes
gastrica, confirmando o efeito gastroprotetor desse alimento. De forma
semelhante, outros estudos demonstraram a acao preventiva da administracao
de kefir contra o desenvolvimento de Ulceras gastricas30: 62 103,

Em 2015, Fahmy e colaboradores®? investigaram o efeito do kefir sobre
lesBes gastricas induzidas por etanol e radiacdo gama. Neste estudo os autores
observaram que o pré-tratamento com kefir de leite foi capaz de reduzir as lesdes
gastricas®. Estudo recente do nosso grupo de pesquisa, publicado em 2018,
também corrobora os dados obtidos no presente trabalho, confirmando o efeito
gastroprotetor do kefir em modelo experimental de lesdo gastrica induzida por
indometacina em camundongos°.

Além disso, estudo realizado por Rodrigues e colaboradores!® em que foi
avaliado o efeito gastroprotetor do kefir em modelo de lesdo gastrica induzida
por etanol, também demonstrou comprovada acdo gastroprotetora deste
probiotico. Visando complementar os dados referentes a gastroprotecdo, no
presente observamos o indice de prevencao de lesdo géastrica, que confirmou o
efeito lesivo do uso de AINE e evidenciou o efeito protetor do IBP assim como
do kefir.

Estudos apontam que o consumo de alimentos probidticos é responséavel
por diversos beneficios ao organismo, principalmente para o TGI™®.
Especificamente na prevencao de lesbes gastricas, alguns autores demonstram
os beneficios do kefir em modelo animal de leséo induzida por etanol e AINE"®
80, Oliveira e colaboradores® e Sun e colaboradores® evidenciaram a
gastroprotecdo da administracdo do probiotico Lactobacillus reuteri em modelo
de leséo gastrica induzido por etanol. Dharmani e colaboradores®? comprovaram
a gastroprotecdo do probidtico VSL#3 composto por uma variedade de
microrganismos (Lactobacilos acidophilus, Lactobacilos bulgaricus,
Lactobacilos casel, Lactobacilos plantarum Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum e algumas espécies de
Streptococcus species) em modelo de Ulcera gastrica induzida por acido acético.

Em relacdo uso do kefir de leite na ulcera géstrica induzida por

indometacina, Barboza e colaboradores® utilizaram os grdos que o presente
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estudo utilizou. Estes foram analisados por Friquez e colaboradores®3, em 2015
e foram encontradas as seguintes bactérias: Acetobacter aceti, Acetobacter sp,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus fructivorans,
Enterococcus faecium, Leuconostoc spp, Lactobacillus kefiranofaciens, além
das leveduras Candida famata e Candida krusei.

Na lesdo gastrica, a camada mucosa é a primeira a ser afetada pelos
agentes lesivos. Desta forma, em modelos experimentais de lesdo gastrica &
importante avaliar estruturalmente o tecido gastrico. Nossos resultados
histolégicos evidenciaram que o pré-tratamento com o kefir além de prevenir o
aparecimento de lesdes epiteliais, foi capaz de preservar as estruturas
glandulares e de manter a producéo de muco. Além disso, também confirmamos
esses resultados através de microscopia eletronica. A MEV permitiu visualizar
com mais detalhes que o uso do kefir de leite foi capaz de preservar o tecido
gastrico, devido ao aparecimento de uma camada extra de células epiteliais,
garantindo maior protecao ao tecido. Desta forma, o presente estudo € o primeiro
a demonstrar a MEV do efeito gastroprotetor da administracéo de kefir de leite
em modelo experimental de leséo gastrica induzido por indometacina. Rodrigues
e coladboradoresio1 evidenciaram estes achados, no entanto em modelo
experimental de lesdo gastrica induzida por etanol. No grupo IBP observamos
gue a quantidade de células epiteliais era menor e as glandulas gastricas ndo
apresentavam estrutura preservada. Devemos ressaltar que o uso de IBP em
longo prazo podem levar a hiperplasia e hipertrofia das células parietais®. Um
dos fatores prejudiciais para a defesa e cicatrizacao do tecido que favorecem o
desenvolvimento da leséo gastrica é a diminuicdo do muco citoprotetor??.

No presente estudo observamos que a administracéo do kefir foi capaz de
manter a producéo de muco, diferente do que foi observado nos demais grupos
que apresentaram reducdo neste agente protetor. Fahmy e colaboradores®?
avaliaram a producdo de mucina e conseguiram demonstrar resultados
semelhantes ao nosso. Estudo realizado por Rodrigues e colaboradores!®, em
modelo experimental de leséo gastrica induzida por etanol, evidenciou que o pré-
tratamento com kefir foi capaz de produzir uma camada extra de tecido epitelial
no estomago e que esta estaria relacionada com interacdes com a mucina ou

com outras estruturas, corroborando os achados do nosso estudo.
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Os dados apresentados no presente estudo, confirmaram que o kefir € um
alimento com potencial gastroprotetor. Para confirmar que a protecao se devia
aos efeitos antioxidantes do kefir, decidimos avaliar marcadores de estresse
oxidativo no tecido gastrico. Demonstramos que a administracdo de kefir
diminuiu significativamente os niveis de ROS. Acreditamos que o efeito
gastroprotetor do kefir de leite pode estar relacionado a presenca de peptideos
antioxidantes encontrados no leite fermentado. E importante lembrar que no
modelo experimental de lesédo gastrica induzida por AINE, a Ulcera é diretamente
dependente do estresse oxidativo®®. Sabe-se que o uso de indometacina em
modelo experimental aumenta a producdo de ROS sistémico e em células
gastricas® . Um dos motivos desse aumento € a presenca de um niimero maior
de células inflamatoérias no tecido gastrico que por sua vez desencadeiam
resposta imune intensa aumentando a producdo ROS e, consequentemente,
causando danos a biomoléculas, como proteinas, lipidios e até mesmo o DNA®
30 31_

Dentre as ROS, o peroxido de hidrogénio é a mais agressiva, uma vez
que o tempo de permanéncia dentro da célula € maior que as demais,
favorecendo a sinalizacéo de citocinas inflamatérias®. O uso de indometacina,
além de aumentar a producdo de ROS, diminui a producdo de substancias
antioxidantes, como as enzimas CAT e SOD, favorecendo a oxidacdo de
macromoléculas em células sistémicas e locais3' 8 30, Em nosso estudo,
observamos resultados semelhantes na diminuicdo das ROS, demonstrando a
gastroprotecao do uso do kefir de leite por mecanismos antioxidantes. FAHMY e
colaboradores®? também evidenciaram o efeito protetor do kefir sobre o estresse
oxidativo em modelo experimental de Ulcera induzida por radiacao e etanol, e
esses efeitos foram avaliados a partir de substancias antioxidantes.

Devemos destacar que o kefir de leite ndo apenas oferece beneficios
antioxidantes na profilaxia da Ulcera gastrica, mas também em outras doencas
como Alzheimer®’, doencas hepatica® e cardiovasculares®®. Estes beneficios
sdo devidos as substancias bioativas do leite fermentado que apresenta
compostos bioativos como o0s peptideos funcionais do kefir com acao
antioxidante®

Um dos mecanismos de defesa do tecido gastrico € a producdo de NO.

Este, por sua vez, tem papel fundamental contra os danos causados pelo uso
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dos AINES, atuando na microcirculacao tecidual do estdbmago e controlando a
producdo de muco citoprotetor®’. No presente estudo relatamos que o uso de
indometacina e IBP diminuiram os niveis de NO nas células gastricas, e o pré-
tratamento com kefir foi capaz de aumentar a biodisponibilidade celular de NO.
Esses dados corroboram com o trabalho de Barboza e colaboradores®, que
avaliaram os niveis de NO sistémico. Um estudo realizado por Abraham e
colaboradores®? evidenciou que o uso de um antagonista da enzima oxido intrico
sintase tem efeito gastroprotetor mediado por inducdo de lesdo gastrica por
AINE. Em 2001, Khattab e colaboradores®® demonstraram efeitos protetores na
mucosa gastrica mediados pelo NO. Estes estudos, corroboram os dados
obtidos no presente trabalho.

O desenvolvimento da ulcera gastrica ocorre devido a um desequilibrio
entre os fatores defensivos e lesivos da mucosa gastrica. Por exemplo, o
aumento da producéo de ROS contribui para danos celulares, podendo causar
morte celular programada®. Lesdes gastricas por diferentes mecanismos séo
capazes de desencadear apoptose celular®®. Em modelos experimentais de
lesé@o gastrica (indometacina, etanol e estresse) os resultados sdo semelhantes
9. No presente estudo, comprovamos que o uso do kefir de leite preveniu danos
ao DNA e consequentemente apoptose dessas células gastricas, com
consequente aumento da viabilidade celular. Barboza e colaboradores® e
Fahmy e colaboradores®? apresentaram resultados semelhantes sobre a
reducdo do dano ao DNA em células gastricas e sanguineas. Além disso, estes
trabalhos comprovaram os beneficios do uso do kefir na prevencédo da oxidacao
de outras macromoléculas locais e sistémicas. E importante destacar, que o kefir
de leite apresenta efeito antioxidante, anti-apoptético e anti-genotdéxico em
pacientes com Alzheimer®” e em modelo experimental de hipertenséo arterial®,
ressaltando os beneficios do consumo do kefir de leite.

Depois de confirmar que o kefir apresenta efeito antioxidante em modelo
experimental de lesdo gastrica induzida por AINE, decidimos verificar se este
leite fermentado apresentava efeito anti-inflamatorio local e sistémico, pois as
lesGes gastricas induzidas por administracdo de AINE se deve ao aumento de
citocinas inflamatoérias. Desta forma, analisamos a atividade da MPO nas células
gastricas, assim como 0s niveis sistémicos de citocinas inflamatérias. A citocina

pro-inflamatéria TNF-a € um importante mediador inflamatério na leséo gastrica
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por AINE, uma vez que participa do recrutamento de leucdécitos o que
consequentemente diminui a microcirculagdo, aumenta a inflamacao tecidual,
causando lesdo epitelial®” 7> %, No presente trabalho observamos que o pré-
tratamento com kefir de leite foi capaz de diminuir os niveis plasmaticos de TNF-
a. Em relacgao as interleucinas IL-6 e IL-10 ndo encontramos evidéncias de que
0 uso do kefir de leite alterasse os niveis sistémicos destas citocinas. Ao
contrario dos nossos achados, Hatware e colaboradores®® demonstraram que no
modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina, os niveis séricos destas
citocinas estdo aumentados. Na inducédo de lesdo gastrica por etanol, ocorre
aumento da atividade da MPO e de TNF-a com consequente diminuigéo de IL-
10 e, estes resultados estéo relacionados com a inflamagéo do tecido gastrico®.

Entretanto, nosso estudo apresenta limitacbes sobre mecanismos que
ainda devem ser elucidados, como a avaliacdo da participacdo de enzimas
antioxidantes (SOD e CAT) e de substancias antioxidantes (glutationa), além de
protocolos que confirmem os resultados dos demais trabalhos da area, como
oxidacdo de macromoléculas. Também devemos considerar a importancia da

realizacdo de protocolos voltados para os mecanismos anti-inflamatorios.
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7 CONCLUSAO

Em nosso estudo, demonstramos que o kefir de leite, um alimento de
baixo custo, é um excelente gastroprotetor devido aos seus efeitos antioxidantes,
anti-apoptéticos e antigenotoxicos locais. Desta forma, os dados aqui
apresentados suportam que este probiético deva ser considerado uma
alternativa, ou mesmo um adjuvante, no tratamento e/ou prevencao de Ulceras
gastricas, minimizando problemas gastrointestinais relacionados ao uso de

AINESs, assim como pelo uso dos IBPs.
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