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RESUMO

SANTOS, Alexandre Sales Marques dos. M. Sc., Universidade Vila Velha - E.S.
novembro de 2018. Efeito gastroprotetor agudo do kefir no pré-tratamento de
animais com inducédo de lesdo gastrica pelo HCI/Etanol: Estudo comparativo
entre bebidas fermentadas em matriz lactea e em matriz aquosa. Orientador:
Tadeu Uggere de Andrade.

Introducédo: A popularidade das bebidas fermentadas € devida a capacidade de
fornecer nutrientes e melhorar a satde humana, incluindo o sistema gastrointestinal.
O objetivo do presente estudo foi comparar o efeito gastroprotetor agudo entre
bebidas fermentadas por kefir de agua e leite contra Ulceras géstricas induzidas por
etanol acidificado em camundongos. Métodos: Camundongos Wistar machos foram
separados em grupos: controle (C), ulcerado (U); tratados com lansoprazol (L; 30
mg/kg), tratados com kefir-agua (WK; 0,3 mL /100 g) e tratados com kefir de leite (MK;
0,3 mL /100 g). Os grupos receberam uma dose Unica dos tratamentos e uma hora
depois, as lesGes foram induzidas com etanol acidificado. Apos a inducédo da ulcera o
estbmago foi retirado e fotografado para determinar a area da Ulcera, a partir disso o
indice de ulcera e o percentual de reducéo da ulcera foram calculados. Os efeitos
sobre o estresse oxidativo foram verificados pela quantificacdo dos produtos proteicos
de oxidacdo avancada (AOPP) e das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), além disso a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e Catalase) foram
avaliados. Resultados: O pré-tratamento com ambas as bebidas fermentadas foram
capazes de reduzir a area da lesao géastrica apos a inducdo com etanol acidificado. E
nao houve diferenca entre o kefir de agua e o kefir de leite. Além disso, foi possivel
observar diminuicéo da oxidacao protéica (C: 42,52 + 10,02, U: 103,9 + 20,57, L: 9,637
+ 1,413, WK: 66,15 = 8,72 e MK: 54,75 *+ 7,253 cloraminaT/mg de proteina) e
peroxidacao lipidica (C: 0,9667 + 0,1281, U: 3,108 + 0,7534, L: 1,812 + 0,04315, WK:
1,33 £ 0,153 e MK: 1,11 + 0,135 nmol MDA/mg de proteina) de maneira semelhante
ao lansoprazol. Nenhuma mudanca foi observada na atividade das enzimas catalase
(CAT) e superéxido dismutase (SOD). Conclusao: Nossos resultados demonstram
que uma dose Unica das bebidas fermentadas com kefir de agua e leite, protege contra
lesbes agudas gastricas induzidas por HCl/etanol, esse resultado pode ser atribuido,
pelo menos em parte, pela reducdo do estresse oxidativo bem como pela formagéo
de uma matriz complexa que é capaz de proteger fisicamente o epitelio gastrico.Sendo
assim, ambas as bebidas fermentadas poderiam ser usadas como suplementacao
adjuvante para prevenir o desenvolvimento de Ulceras gastricas.

Palavras chave: Fermentacao, estresse oxidativo, lesdo gastrica, TBARS



ABSTRACT

SANTOS, Alexandre Sales Marques dos. M. Sc. Vila Velha University -
E.S. November, 2018. Acute gastroprotective effect of kefir in pre-treatment of
animals with gastric lesion induction by HCI/Etanol: Comparative study between
fermented drinks in milk matrix and in aqueous matrix. Advisor: Tadeu Uggere de
Andrade

Introduction: The popularity of fermented beverages is due to the ability to provide
nutrients and improve human health, including the gastrointestinal system. The
objective of the present study was to compare the acute gastroprotective effect
between water and milk kefir fermented beverages against gastric ulcers induced by
acidified ethanol in mice. Methods: Male Wistar mice were separated into groups:
control (C), ulcerated (U); treated with kefir-water (WK, 0.3 mL / 100 g) and treated
with kefir of milk (MK, 0.3 mL / 100 g) were treated with lansoprazole (L, 30 mg / kg).
The groups received a single dose of the treatments and one hour later, the lesions
were induced with acidified ethanol. After ulcer induction the stomach was removed
and photographed to determine the area of the ulcer, from which the ulcer index and
the percentage of ulcer reduction were calculated. The effects on oxidative stress were
verified by the quantification of advanced oxidation protein products (AOPP) and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). In addition, antioxidant enzymes
(SOD and Catalase) were evaluated. Results: Pretreatment with both fermented
beverages was able to reduce the area of the gastric lesion after induction with
acidified ethanol. And there was no difference between water kefir and milk kefir. In
addition, it was possible to observe a decrease in protein oxidation (C: 42.52 + 10.02,
U: 103.9 £ 20.57, L: 9.637 + 1.413, WK: 66.15 £ 8.72 and MK: 54 , 75 + 7,253
chloramine/mg protein) and lipid peroxidation (C: 0.9667 + 0.1281, U: 3.108 £ 0.7534,
L: 1.812 £ 0.04315, WK: 1.33 £ 0.153 and MK: 1.11 + 0.135 nmol MDA/mg protein) in
a manner similar to lansoprazole. No change was observed in the activity of catalase
(CAT) and superoxide dismutase (SOD). Conclusion: The result is a single dose of
fermented beverages with water and milk, protected against acute injury induced by
HCI / ethanol, which may result, at least in part, by the reduction of oxidative stress, as
well as by the formation of a complex Matter which is able to physically protect the
gastric epithelium. As such, as fermented beverages, you will be as adjuvant
supplement to prevent the development of gastric ulcers.

Keywords: Fermentation, oxidative stress, gastric lesion, TBAR



1. Introducéo

O estilo de vida moderno concorre para o surgimento de varias doencas do trato
gastrointestinal através de multiplas etiologias tais como estresse, dieta, consumo de
tabaco, alcool, anti-inflamatérios néo esteroidais e infeccdo por Helicobacter pylori
(Chung & Shelat, 2017; Komar et al. 2018). A presenca de uma ou mais dessas
circunstancias, pode promover desequilibrio entre os fatores protetores e o0s
agressores da mucosa gastrica resultando Ulcera péptica (Naghavi et al., 2015; Chung
& Shelat, 2017).

A Ulcera péptica € a escoriacdo da mucosa gastrointestinal e € frequentemente
encontrada no estdmago e duodeno, numa relagdo de frequéncia de 1:4 entre elas
(Robbins, 2018), contudo pode ainda ser observada no eséfago e no diverticulo de
Merckel. Acomete entre 5 e 10% da populacéo e sua progressao natural pode evoluir
com a cura ou ainda a recidiva e recorréncia e por isso as Ulceras resultam em
morbidade e mortalidade eventual (Naghavi et al., 2015; Chung & Shelat, 2017; Lanas
& Chan, 2017). Neste cenario a Ulcera péptica alcanca relevancia entre as doencas
humanas, especialmente por levar a inflamacé&o crénica do tecido, o que pode gerar
a médio e longo prazo o desenvolvimento de doencas graves como o cancer (Sverdén
et al, 2018; Espinoza JL, 2018; Wu CY et al, 2009).

E fundamental para o desenvolvimento do tratamento da Ulcera péptica o
conhecimento da sua etiopatogénese. Essa pode ser resultado de infeccao
bacteriana, de rotura da barreira ou ainda de hipersecrecéo de acido géastrico (Dong
SXM et al, 2018; Kempenich JW & Sirinek KR, 2018).

A Ulcera péptica pode ser resultado da infeccéo por H. pylori ou ainda do uso agentes
lesionantes da mucosa, como antiinflamatérios e etanol (Souza RF et alt, 2018; Lanas
A & Chan FKL, 2017). A infecgéo por H. pylori provoca uma leséo direta, tanto em
razdo do agente bacteriano quanto pela resposta inflamatoria secundaria do
hospedeiro, causando danos na mucosa do estobmago e do duodeno. Desta forma,
cerca de 10% a 15% dos pacientes apresentardao hipersecrecédo de acido gastrico,
esse incremento na acidificacdo do estdmago propicia o desenvolvimento de Ulceras
antrais ou duodenais secundarias. O mecanismo pelo qual a Ulcera se desenvolve se

deve a inibicdo da secrecdo de somatostatina, o que promove o estimulo a liberacao



de gastrina. Por outro lado, alguns dos pacientes infectados com H. pylori apresentam

Ulceras gastricas associadas a hipocloridria e atrofia da mucosa (Kao C-Y, 2016).

Por outro lado, o etanol € um agente lesivo importante para o desenvolvimento de
Ulcera. Os seus efeitos agudos podem ser atribuidos a precipitacado de proteinas dos
componentes citoplasmaticos nas células superficiais da mucosa gastrica, pela
liberacdo de mediadores vasoativos, como leucotrienos C4 (LTC4) e histamina, bem
como por inibir a liberacéo de prostaglandina na mucosa. A liberacédo dos mediadores
vasoativos promovem estase do fluxo sanguineo na microcirculagdo da membrana
mucosa, 0 que pode contribuir para o0 aumento das lesbes no estdmago.

Além disso, o alcool pode solubilizar a mucosa da parede do estbmago, aumentar o
fluxo de sodio e potassio no lumen, aumentar a liberacdo de pepsina e diminuir 0s
niveis teciduais de DNA, RNA e proteinas, o que deixa a membrana mucosa
desprotegida, e leva a lesao tecidual. Além disso, o etanol comprovadamente aumenta
a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e radicais livres. Sendo assim, a
administracdo de etanol tem a capacidade de perturbar o desequilibrio entre os
sistemas pro e antioxidante do organismo, levando ao estresse oxidativo. Acredita-se
que a geracdo de metabdlitos de oxigénio, como o superoxido (O27), o peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), seja importante na patogénese da leséo
alcoolica (Fahmy HA, 2015).

O tratamento de escolha para as Ulceras pépticas é feito com os inibidores de bomba
de prétons como o omeprazol, o lansoprazol, rebeprazol, pantoprazol, esomeprazol e
o dexlansoprazol, considerando sua eficacia ja foi demonstrada (Vaezi MF et al, 2018;
Freedberg DE et al, 2017). Estes medicamentos podem ser utilizados sinergicamente
com analogos de prostaglandinas, antagonistas de receptores de histamina e
antibiéticos. Contudo, seu uso crénico pode produzir efeitos adversos com severidade
variavel e que determinam a interrupcdo do seu uso (Lu et al. 2014; Johnson &
Greenwood-Van Meerveld, 2017). Dentre os efeitos adversos que podem ser
apresentados, encontram-se doenca renal crénica, deméncia, fratura dssea, infarto
do miocérdio, disbiose intestinal, infeccdo por Campylobacter sp ou Salmonella sp,
peritonite bacteriana esponténea, infeccdo por Clostridium difficile, pneumonia,
deficiéncias de micronutrientes e neoplasias gastrointestinais (Vaezi MF et al, 2018;

Freedberg DE et al, 2017) . Talvez por esta razdo sejam escassas as estimativas



confidveis dos efeitos dos gastroprotetores em diferentes configuracfes (Scally et al,
2018).

Nesse contexto, alternativamente, tem sido demonstrado que alteracfes na dieta e
uso de suplementacdo com produtos naturais podem ter um grande impacto na
prevencao e tratamento de doengas gastricas, sugerindo que alimentos funcionais e
nutracéuticos, por exemplo, podem contribuir substancialmente para a saude
gastrointestinal (Gadekar et al. 2010; Romano et al. 2012; Nair et al. 2016; Mijan b&
Lim, 2018).

Sendo assim, probioticos sdo alimentos funcionais compostos por organismos Vvivos,
gue sendo administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude
do hospedeiro (FAO, WHO, 2001). Estes beneficios resultam da (a) atividade
antimicrobiana direta através da producdo de bactericidas ou outros inibidores da
expressao génica de bactérias patogénicas, (b) exclusdo competitiva de bactérias
patogénicas por competir por sitios de ligacdo ou estimulacdo da funcéo de barreira
epitelial, (c) estimulacdo de respostas imunes via aumento da produgcédo de
mediadores anti-inflamatorios, e (d) inibicdo do(s) gene(s) de viruléncia ou expressao
proteica em bactérias patogénicas gastrointestinais (Viteta L et al, 2014). O papel dos
probidticos no tratamento das infec¢cdes gastrointestinais é cada vez mais
documentado (Kao L et al, 2018; Zoumpopoulou G et al, 2017; Dore MP et al, 2015)
como uma alternativa ou complemento aos antibioticos, com o potencial de diminuir
seu uso e/ou reduzir seus efeitos colaterais (Patel A et al, 2014). Mais recentemente,
ha consenso crescente de que alimentos fermentados podem melhorar o bem-estar e
reduzir o risco de doencas, inclusive do sistema gastrointestinal (Nair et al. 2016,
Marco et al. 2017, Rezac et al., 2018).

Uma classe importante de bebidas fermentadas, sdo aquelas feitas com grdos de
kefir, que sdo uma combinacdo simbiotica de bactérias e leveduras envolvidas em
uma matriz de polissacarideo e que podem ser cultivadas em substratos diferentes
como leite e agua/sacarose (Marsh et al. 2014). Estudos sugerem que as condicfes
do meio de fermentacao, bem como o local de cultivo do kefir, podem ser importantes
para o perfil dos microrganismos, assim como para as caracteristicas do produto final
(Chen et al, 2009; Hsieh et al. 2012).



Os efeitos atribuidos as bebidas fermentadas a partir dos graos de kefir tém sido
atribuidos a sua acao probidtica, resultado das caracteristicas singulares do perfil de
microrganismos da bebida. Adicionalmente, durante o processo de fermentacéo e
desenvolvimento dos microrganismos presentes na matriz do kefir, ha a sintese de
diferentes compostos bioativos que também sdo importantes para os efeitos das
bebidas (Ebner et al. 2015; Gallego et al. 2018; Toldra et al. 2018). Por exemplo,
peptidios formados pela quebra da caseina sdo descritos como capazes de induzir
diversos efeitos benéficos, tais como antimicrobiano, imunomodulador e antioxidante
(Ebner et al., 2015). Brasil et al. (2018) demonstrou que a fracdo soltuvel do leite
fermentado pelos graos de kefir foi capaz de reduzir a pressao arterial de animais
espontaneamente hipertensos, indicando a participacdo e composto bioativos e nao
de efeito probidtico, uma vez que essa fracao é livre de microrganismos. Entretanto,
os efeitos do kefir de 4gua ainda sdo pouco conhecidos.

Nos ultimos anos, estudos confirmaram o efeito gastroprotetor das bebidas lacteas
fermentadas derivadas do kefir, atribuindo os efeitos benéficos encontrados a acao
probiotica do kefir (Fahmy e Ismail, 2015; Barboza et al. 2018). Barboza et al. 2018
observou que bebidas lacteas fermentadas pelos grdos de kefir apresentaram efeito
gastroprotetor, reduzindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
modelo experimental de lesdo induzida pela indometacina. Entretanto, nao foram
encontrados estudos da prevencao aguda da inducdo de lesdo, nem estudos que
tenham testado bebida fermentada pelos grdos de kefir em matriz aquosa com
sacarose.

Dessa forma, levando em consideracao esses aspectos, o objetivo do presente estudo
foi o de avaliar o efeito da administracdo aguda do kefir de agua na prevencao da
inducdo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos, comparando 0s
efeitos com aqueles produzidos pela pré-tratamento agudo com kefir de leite, além de

avaliar o envolvimento de biomarcadores de estresse oxidativo no processo.
2. Material e métodos

2.1. Animais experimentais

Os protocolos foram conduzidos de acordo com as diretrizes para o cuidado e
manuseio de animais de laboratério recomendados pelo National Institutes of Health

(NIH; EUA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
4



Universidade Vila Velha (CEUA - Protocolo UVV, n° 456-2017). Os grupos
experimentais foram compostos por camundongos Swiss machos (Mus musculus) aos
dois meses de idade e pesando entre 25 e 30 gramas. Os camundongos foram
mantidos em mini isoladores individuais acoplados a Rack ventilado (Alesco®; Sédo
Paulo) em temperatura (~ 23 ° C) e niveis de umidade controlados e foram expostos

a um ciclo claro / escuro de 12/12h com acesso ad libitum a racéo e agua.

2.2. Preparacédo e administracdo do kefir de 4gua e de leite

As bebidas de kefir de leite e de agua foram preparadas adicionando-se graos de kefir
na proporcao de 4% (p / v) em leite integral ou agua misturada com agucar mascavo
(7g / 100mL), respectivamente, e mantidos a temperatura ambiente. Apos 24 h, esta
mistura foi filtrada e o produto resultante foi refrigerado (~ 8 ° C) para permitir o
crescimento de levedura durante 24 horas. No final deste processo, as duas bebidas
foram administradas por via oral na dose de 0,3 mL / 100g de peso corporal (Friques

et al. 2015), aos respectivos animais experimentais.

2.3. Grupos experimentais e protocolo experimental

Foi induzida a formacéo de Ulcera géastrica aguda por etanol-HCI de acordo com Oyagi
et al. (2010). Quarenta camundongos foram distribuidos aleatoriamente e divididos
nos seguintes grupos: (a) o grupo controle (C) recebeu veiculo e ndo foi submetido a
inducéo de Ulcera; (b) o grupo ulcerado (U) recebeu veiculo e foi submetido a inducéo
de Ulcera; (c) o grupo lansoprazol (L) recebeu Inibidor da Bomba de Prétons na dose
de 30 mg/ kg / dia (CHENG et al. 2016); (d) o grupo kefir da &gua (WK) recebeu 0,3mL
de kefir de agua / 100g de peso corporal (Friques et al. 2015); (e) o grupo de kefir de
leite (MK) recebeu 0,3mL de kefir de leite/100g de peso corporal (Friques et al. 2015).
Os grupos C e U receberam volumes iguais de agua deionizada de modo a néo
interferir na inducdo de Ulcera e manter o epitélio gastrico preservado no grupo

controle.

2.4. Inducéo de lesao gastrica pelo HCl/etanol

Os animais foram mantidos em jejum por 24 horas antes dos experimentos. Os grupos
receberam uma dose Unica dos tratamentos e uma hora depois todos 0s grupos,
exceto o grupo C, receberam 0,1 mL / 20g de uma mistura de HCl/etanol, contendo

150mM de HCI em 98% de etanol por gavagem para induzir a leséo gastrica (Oyagi
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et al. 2010). Uma hora apés a inducéo, os animais foram eutanasiados por de doses
elevadas de cloridrato de xilazina 100mg/kg (Rompum® 2mg/mL - Bayer) e cloridrato
de cetamina 20mg/kg (Ketalar 10mg/mL- Cristalia®), seguida de uma excisao

imediata dos seus estébmagos (Mizui, Shimono e Doteuchi, 1987).

2.5. Avaliacéo das lesdes gastricas induzidas pelo HCl/etanol

ApoOs a eutanasia, o tecido foi limpo e foram avaliadas as areas das ulceras como
marcadores de lesdo. As imagens dos tecidos foram obtidas com uma camera digital
(modelo Canon Power Shot SX10IS). Foi utilizado o programa gratuito de software de
imagem (Imaged 1.35d, NIH, Bethesda, MD, EUA) para determinar a area da leséo e
os resultados foram expressos em um? por area total do estdémago (Pereira et al.
2017). Em seguida, foi determinado para cada grupo o indice de ulcera (IU) por meio
da formula: IU = [(area da lesdo x 100) / area total do estébmago], o IU foi calculado
para cada animal. Para os grupos com pré-tratamento, o percentual de protecao (PP)
da area de lesdo também foi calculado: PP = [(IU do grupo ulcerado - IU do grupo
tratado) / IU do grupo ulcerado] x 100 (Szelenyi e Thiemer, 1978; Guzman-Gémez et
al. 2018).

Apés a coleta das imagens, o estdbmago foi congelado a -80 ° C para determinagéo do
estresse oxidativo e mantido em tampé&o formalina para avaliagao histolégica. O tecido
gastrico foi fixado em solugéo de formalina tamponada neutra a 10% por pelo menos
24 h e, entdo, embebido em parafina. Um segmento de 5 um de espessura foi corado
com hematoxilina / eosina. A analise histolégica em microscépio 6tico foi realizada por

patologista cego para 0S grupos experimentais.

2.6. Preparo de amostras do tecido gastrico

O tecido gastrico foi homogeneizado usando um homogeneizador mecéanico em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7.0) para avaliacdo de
biomarcadores de estresse oxidativo. O tecido foi centrifugado a 3500 rpm durante 10
min a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em tubos e armazenado a -80°C. A
guantidade total de proteinas foi quantificada usando o método de Bradford (Bradford

et al. 1976) e foi usada para normalizar os resultados.



2.7. Avaliacdo da peroxidacéo lipidica em tecidos gastricos

A peroxidacgéo lipidica no estdmago foi estimada usando o ensaio de quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Este ensaio baseia-se na reacao
entre malonaldeido (MDA), subproduto da peroxidacao lipidica e o acido tiobarbiturico
(Balogun ME et al, 2018). Os estémagos, previamente homogeneizados (125 L)
foram misturados com 250 pL de acido tiobarbitdrico (1%). ApoOs cuidadosa
homogeneizacéao, os tubos foram fervidos por 15 minutos e resfriados a temperatura
ambiente. Finalmente, 200 ul da mistura foram adicionados aos po¢os da microplaca
e lidos a 532 nm utilizando um leitor de microplacas (FilterMax F3/F5 Multi-Mode
Microplate Reader, Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos como
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (hmol MDA) /mg de proteina, com base

no uso de uma curva de calibracdo de MDA.

2.8. Avaliacédo de produtos de oxidacao proteica avancada (AOPP) em tecidos

gastricos

A anélise de AOPP nos estdbmagos foi realizada de acordo com o método descrito por
Witko-Sarsat et al.,1996 [41]. O homogenato do estbmago foi diluido de 1: 5 com
tampao fosfato. 40 uL deste homogenato foi adicionado a 10 uL de iodeto de potassio
(1,16 M) e 20 pL de acido acético em uma placa de 96 poc¢os. Apds incubacgéo por 6
minutos, a mistura foi lida a 340 nm utilizando um leitor de microplacas (FilterMax F3
/ F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular Devices, USA). A concentracao foi
expressa em pmol de cloramina-T /mg de proteina total, com base no uso de uma
curva padrdao de cloramina-T (0-100 uM). Uma amostra em branco foi preparada

misturando todos os reagentes, exceto a amostra ou solugéao padrao.

2.9. Atividade de enzimas antioxidantes

A determinacao da atividade da enzima catalase (CAT) sera determinada no plasma
sanguineo e estdbmago de acordo com o descrito por Aebi (1984) com modificacdes.
Resumidamente, as amostras foram preparadas e acondicionadas em banho de gelo
até o momento do ensaio. Numa cubeta de quartzo foram adicionados 3mL de tampao
fosfato (0,050 M, pH 7,4) e 60 ul da amostra, a reacéo foi iniciada pela adi¢cao de 40
ul de H202 (0,066 M). As absorbancias em 240 nm foram entéo registradas a cada 15
segundos, pelo intervalo de 1 minuto. A quantificacdo de proteina foi realizada
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previamente pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome metade do
peroxido de oxigénio H202 em um minuto a 25° C. Os resultados foram expressos
como Coeficiente de extingado do perdxido por minuto (AE.min/mg proteina).

A determinacéo da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi realizada em
amostra do estdbmago pelo método de Misra e Fradovich (1972). O meio de reacéo foi
composto de 1,0 ml de tampéao de carbonato (0,2 M, pH 10,2), KCI 0,8 ml (0,015M),
0,1 ml de homogenato e agua de modo a atingir o volume final de 3,0 ml. A reacéo foi
iniciada pela adi¢ao de 0,2 ml de epinefrina (0,025 M). A alteracdo na absorbéncia foi
registada a 480nm em intervalos de 15 segundos durante um minuto a 25 °C. A
proteina foi quantificada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A reacéo consiste
na inibicdo da autoxidacdo da epinefrina em adenocromo, na presenca de SOD. Uma
unidade da enzima € definida como a quantidade de enzima que provoca 50% de
inibicdo da auto oxidagao de epinefrina. Os resultados foram expressos como Unidade

de SOD/mg de proteina,

2.10. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como as médias + erro padrdo da média (E.P.M.). A
avaliacao das diferencas entre os grupos foi determinada usando ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey (Prism 6.0, GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, EUA). Os dados foram considerados significantes quando p <0,05.

3. Resultados

3.1. Bebidas fermentadas com kefir de leite e de agua protegem contra lesfes
da mucosa gastrica

A figura 1 evidencia que o grupo U apresenta area de dano gastrico maior em relacao
ao grupo C (U: 44277 + 6983 vs. C: 3120 + 1088 um?, p <0,01), o que demonstra a
efetividade das lesdes gastricas induzidas pelo HCI / etanol. Demonstra ainda a menor
area de lesdo em animais que receberam kefir de leite e kefir de agua (MK: 4700 +
1270 e WK: 5181 + 1546 um?) em relacdo ao grupo U (p<0,01). Além disso, os
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resultados para os grupos MK e WK foram os mesmos do grupo L, que recebeu o
inibidor da bomba de prétons (L: 10820 + 6060 um?, p <0,01 em relagdo ao grupo U).
Adicionalmente, de acordo com os dados morfométricos, o IU foi menor nos animais
tratados com kefir independentemente do tipo (U: 3,209 £ 0,31, WK: 0,2751 + 0,032,
MK: 0,322914 + 0,03, L: 0,4087 + 0,04). O PP dos grupos WK e MK foi semelhante ao
do medicamento padréo (WK: 91,43%; MK: 89,93%; L: 87,26%).

J
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Figura 1. O efeito gastroprotetor do kefir de 4gua e leite apés a leséo géstrica. O painel superior, (Painel
A - E) apresenta imagens representativas das mucosas géastricas apds indugcdo de lesdo por HCI /
etanol nos diferentes grupos e demonstra prote¢éo nos grupos MK, WK e L. O gréfico de barras (painel
F) mostra as areas médias das lesdes gastricas. Os valores sdo apresentados como as médias +
E.P.M. C: Grupo controle; U: Grupo Ulcera; L: Grupo Lansoprazol; WK: Grupo kefir de a4gua; MK: Grupo
Kefir de leite. para n = 6-8 animais por grupo. ** p <0,01 vs. o grupo C, #p <0,05 e ##p <0,01 vs. o grupo
U.

A analise histopatolégica foi realizada em microscépio 6ptico e demonstrou efeitos
gastroprotetores do kefir de ambos os tipos. O grupo U apresenta inflamacgao
acentuada com erosao e ulceracéo, entretanto, o tratamento com lansoprazol, kefir de
leite e kefir de &gua, promoveram protecao contra lesées, como mostra a presenca de
inflamacéo leve semelhante a do grupo controle.



3.2. Bebidas fermentadas com Kefir de leite e kefir de agua reduzem a

oxidacao de proteinas e lipidios

O grupo U apresentou aumento em ambos os marcadores em comparagao ao grupo
C (AOPP; U = 103,9 + 20,57 vs. C = 42,52 + 10,02 cloramina T / mg de proteina —
TBARS; U = 3,108 + 0,7534 vs. C = 0,9667 + 0,1281 nmol MDA / mg de proteina, p
<0,01 emrelacdo a C). O kefir de leite e o kefir de &gua reduziram os niveis de TBARS
e AOPP no tecido gastrico. A Figura 2 demonstra que tanto a oxidacdo de proteinas
qguanto de lipidios foi inibida apos o pré-tratamento com os dois tipos de kefir. No tecido
gastrico dos grupos MK e WK, os niveis de produtos oxidativos foram
significativamente menores (AOPP; WK = 66,15 + 8,72 e MK = 54,75 + 7.253
cloramina T / mg de proteina — TBARS; WK = 1,33 £ 0,153 e MK = 1,11 + 0,135 nmol
MDA / mg de proteina, p <0,05 comparados aos do grupo U). Resultados semelhantes
foram encontrados para o grupo L (AOPP; L = 9,637 = 1,413 cloramina T / mg de
proteina; TBARS =L: 1,812 + 0,04315 nmol MDA / mg de proteina, p <0,05 em relacéo
au).
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Figura 2. Oxidacao proteica e lipidica apds inducao de leséo gastrica por HCI / etanol. Painel A: niveis
de AOPP no tecido gastrico; Painel B: niveis de TBARS no tecido gastrico. Ambos os painéis
demonstram uma diminui¢do nos produtos oxidantes apOs dose Unica de kefir de 4gua, kefir de leite ou
lansoprazol. Os valores foram apresentados como médias + E.P.M. para n = 6-8 animais por grupo. *p
<0,05 vs. o grupo C; #p <0,05 e #p <0,01 vs. o grupo U.

A Figura 3 demonstra que a indugéo aguda com HCI / etanol ndo promoveu alteracdes
nas enzimas antioxidante. De igual modo, o Kefir de Leite e o Kefir de Agua n&o
promoveram quaisquer alteragbes na atividade de SOD e CAT no tecido géstrico
(SOD; C=131,6 +50,U =95,3+27,8,L=117,3 +949, WK =145,4 + 30,3 e MK =
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150,9 + 21,5 USOD mg de proteina*— CAT; C=1,80+0,25,U=2,03+0,28,L=1,85
+0,18, WK=1,41+0,21 e MK = 1,68 + 0,19 AE min~! mg de proteina™).
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Figura 3. Atividade das enzimas antioxidantes no estémago apés os tratamentos e a indugéo de leséo
por HCI / etanol. Painel A: Valores da atividade de catalase; Painel B: Valores da atividade SOD. Os
valores foram apresentados como as meédias + E.P.M. para n = 6-8 animais por grupo.

4. Discussao

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito gastroprotetor comparativo de bebidas
fermentadas a partir de graos de kefir. Notavelmente, nosso estudo demonstrou, pela
primeira vez, que a dose Unica dos pré-tratamentos com bebidas fermentadas
seguida de inducéo de Ulcera com HCI / etanol protege contra leséo gastrica e inibe
a oxidacdo de proteinas e lipidios. Adicionalmente, o efeito ocorre de forma
independente da matriz de fermentacdo, uma vez que nao houve diferenca entre os

feitos produzidos pelo pré-tratamento com kefir de 4gua e de leite.

As bebidas fermentadas proporcionam beneficios a saude devido as propriedades
nutricionais e terapéuticas por acdo probiodtica e / ou producdo de metabdlitos e
compostos bioativos (Marsh et al. 2014; Ebner et al. 2015; de Lima et al. 2018). Os
probiéticos afetam beneficamente a saude melhorando o equilibrio microbiano do

trato gastrointestinal (Guarner & Schaafsma, 1998).

O efeito gastroprotetor do kefir de leite apds pré-tratamento crénico em diferentes
modelos de indugcdo de Ulcera tem sido demostrado e sendo sugerida a acgao
probidtica como responsavel por esta protecdo (Fahmy e Ismail, 2015; Barboza et
al. 2018). Fahmy & Ismail (2015) mostraram efeito protetor do kefir de leite em
Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos y-irradiados apos 18 dias do pré-
tratamento. Barboza et al. (2018) demonstraram que o kefir causou uma diminuicao
11



significativa na extensdo das lesbes gastricas com o pré-tratamento dos 14 dias

usando o modelo de Ulcera com inducdo da indometacina.

Entretanto, ndo é do conhecimento dos autores deste estudo, a avaliacado do efeito
agudo de bebidas fermentadas na protecdo contra a lesdo géstrica. Assim, a
novidade deste estudo foi a demonstracdo de que o pré-tratamento agudo por 1 hora,
tanto com bebida lactea, como com bebida aquosa, ambas fermentadas pelos gréaos
de kefir, foi capaz de proteger a mucosa gastrica contra danos causados pelo etanol
em camundongos. Isso indica um efeito que seria independente da agdo probidtica.
Evidéncias sustentam que os efeitos probidticos ocorrem de uma maneira
dependente do tempo, de 6 a 77 dias (Wang et al. 2016; Wen et al. 2017,
Chotivitayatarakorn et al. 2017). Portanto, é provavel que os efeitos observados
neste estudo ndo sejam atribuidos a acdo probidtica, mas devido aos compostos
bioativos produzidos na fermentagao.

Nos ultimos anos, tem havido atencdo crescente aos polissacarideos como
alimentos funcionais e seus efeitos benéficos a saude (Reginald McDaniel et al.
2018; Tingirikari, 2018; Xiao et al. 2018; Xiong et al. 2018). Pesquisas recentes
revelaram potentes propriedades preventivas da Ulcera de polissacarideo bioativo
via inibicdo de neutrofilos, mecanismos antissecretérios, mucoprotetores, anti-
inflamatoérios e antioxidantes (Da Silva Pantoja et al. 2018; Wang et al. 2018;
Rajagopal et al. 2018). Além desses mecanismos, alguns autores sugerem que 0
polissacarideo pode formar uma camada protetora na superficie da mucosa que
protege o tecido gastrico (Matsumoto et al. 1993; Nergard et al. 2005; Liao et al.
2018).

Evidéncias indicam a presenca de polissacarideos em gréos e bebidas de kefir,
como kefirano e dextrano (Micheli et al. 1999; Waldherr et al., 2010; Fels et al. 2018).
O kefirano é um heteropolissacarideo constituido de residuos de glicose e galactose
sintetizados por Lactobacillus kefiranofaciens e também por leveduras dos graos de
kefir (Kooiman, 1968). E importante notar que a literatura indica que o kefirano pode
formar filmes transparentes com propriedades mecéanicas e de barreira (Piermaria et
al. 2009, 2011).

A esse respeito, nossos dados mostraram que as bebidas fermentadas promovem

efeitos gastroprotetores na mucosa gastrica que sao semelhantes aos do
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lansoprazol. Embora este farmaco atue como inibidor da bomba de proétons pelo
blogueio da Hidrogénio potassio ATPase gastrica nas células parietais (Matheson e
Jarvis, 2001; Sachs, 1997), o lansoprazol previne o dano da mucosa pelo aumento
da barreira mucosa gastrica pela reducéo da secrecao acida, bem como o0 aumento
de mecanismos defensivos tais como prostaglandinas e compostos sulfidrilicos na
mucosa gastrica (Blandizzi et al. 1999; Natale et al. 2004). Além disso, Fahmy &
Ismail, 2015 relacionaram o efeito gastroprotetor do kefir do leite a uma diminuicéo
na secrecdo de HCI pela inibicdo da hidrogénio potassio adenosina trifosfatase (H",
K* ATPase) géstrica e a estimulagio da secrecio mucosa. E possivel que os efeitos
gastroprotetores agudos das bebidas fermentadas de ambos os kefir atuem
formando uma camada protetora sobre a camada epitelial estomacal, devido a
presenca desses polissacarideos, prevenindo o dano necrotico observado em

Nossos resultados.

As lesdes agudas da mucosa gastrica induzidas por HCI / etanol sdo acompanhadas
por rapido desenvolvimento das multiplas erosées hemorragicas e producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) que € causada por dano oxidativo direto
(Terano et al. 1989). Altos niveis de ERO contribuem para a peroxidagao lipidica e
oxidacdo protéica em membranas celulares, alterando sua fluidez e permeabilidade
(Birben et al. 2012; Alagozlu et al. 2013).

No presente estudo, uma inibicdo significativa da oxidacdo proteica e lipidica no
estbmago com Uulcera induzida pelo etanol, mostrou o potencial antioxidante das

bebidas fermentadas a partir do kefir.

Zamberi et al. 2016 demonstrou que kefir de agua reduziu com sucesso 0s niveis de
MDA nos tumores dos camundongos, sugerindo que as propriedades antitumorais
se devem principalmente ao polissacarideo e exopolissacarideos isolados de graos
de kefir, bem como aos componentes liberados durante a fermentacdo. Além disso,
Radhouani et al. 2018 observou que o kefirano extraido de gréos de kefir poderia
atuar por mecanismos antioxidantes in vitro com capacidade de eliminar radicais
livres, fornecendo protecao celular em ambientes de estresse oxidativo e sugeriu 0
uso desse promissor biopolimero como alternativa ou tratamento adjuvante para
promover a reparacao tecidual. Em uma revisdo, Wang et al 2016 concluiram que os

polissacarideos sao de fato antioxidantes eficazes.
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E importante ressaltar que a atividade antioxidante das enzimas CAT e SOD néo foi
aumentada ap0s o pré-tratamento com bebidas fermentadas de kefir. Esse pode ser
explicado pelo pré-tratamento que foi agudo, apenas uma hora, e a avaliacado
realizada apos 24 horas. Assim, € possivel que ndo tenha havido tempo suficiente
para uma indugcdo de aumento de atividade enzimatica antioxidante. O resultado
reforca, portanto, a hipotese de que os compostos bioativos produzidos pela
fermentacdo poderiam estar atuando como uma camada protetora sobre o tecido
estomacal e neutralizar radicais livres devido as caracteristicas estruturais (Liang et
al. 2016 Radhouani et al. 2018).

Rodrigues et al. 2016 apresentou atividades antiulcerogénicas da cerveja
fermentada por kefir apds pré-tratamento agudo, mas nao observou diferencas nas
atividades de catalase e glutationa peroxidase, sugerindo a formacg&o da camada de
revestimento mucoso com um maior conteido de polimero nos estdbmagos dos
animais tratados com amostras a base de kefir, 0 que seria semelhante ao observado

com 0S nossos resultados.

O presente estudo é o primeiro a investigar o efeito gastroprotetor agudo de bebidas
lactea e aquosa fermentadas pelos graos de kefir em modelo experimental de Ulceras
gastricas induzidas pelo etanol em camundongos, com atividade antioxidante nessas
lesbes gastricas, revelando a preservacdo da mucosa gastrica e diminuicdo dos
biomarcadores oxidativos, sem, no entanto, alterar a atividade de enzimas
antioxidantes

Assim, pode concluir-se que o kefir de agua e o de leite kefir podem prevenir danos
agudos na mucosa gastrica induzida pelo uso de alcool em animais experimentais e
que esta protecao pode ser estabelecida, pelo menos em parte, por atividades de
neutralizacdo dos radicais livres pelas bebidas fermentadas. As duas bebidas
fermentadas podem ser usadas como adjuvantes para prevenir o desenvolvimento
de Ulceras gastricas, no entanto, mais pesquisas sao necessdarias para melhor
elucidar os compostos bioativos apés a fermentacédo e os efeitos sobre o tecido

gastrico.
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5. LimitacOes do estudo

A limitacdo deste estudo é que os produtos fermentados de kefir de agua e de leite
nao foram avaliados. Embora a literatura indique a presenca de polissacarideos
previamente identificados em ambos gréaos os kefir com propriedades mecéanicas e de
barreira e potencial efeito antioxidante, que se encaixam com o0s resultados
encontrados por nés, mais estudos sao necessarios para identificar e avaliar o efeito
isolado ou sinérgico dos compostos bioativos para se relacionar melhor com sua

funcao biologica.
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7. Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, a realizacdo dos ensaios de antioxidantes in vitro, bem
como andlises de biologia molecular mais modernos como o western blot, pode
auxiliar na elucidacdo do mecanismo pelo qual o kefir é capaz de reduzir a Ulcera
péptica. Ademais, a descricdo dos componentes proteicos e nao proteicos presentes
no fermentado formado, podem auxiliar no entendimento dos efeitos benéficos dessa
bebida.
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