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RESUMO

BARBOZA, Kelly Ribeiro Moura, M.Sc, Universidade Vila Velha-ES, outubro de
2017. Avaliacao do efeito do kefir sobre o dano oxidativo em camundongos
submetidos a leséo gastrica. Orientadora: Bianca Prandi Campagnaro.

O kefir despertou interesse na comunidade cientifica devido aos inumeros efeitos
benéficos em saude. O consumo regular tem sido associado a efeitos antioxidante,
anti-inflamatorio, antialergénico, antitumoral e propriedades cicatrizantes. A Ulcera
péptica induzida pelo uso de anti-inflamatério é mais prevalente na populacao idosa,
e pode se manifestar com sintomas graves. O uso de inibidores de bomba de
prétons (IBPs) tornou-se uma alternativa na profilaxia dessas lesdes géastrica, apesar
dos efeitos adversos importantes com 0 seu uso cronico. Nesse contexto, 0 objetivo
desse estudo foi investigar a acdo gastroprotetora do kefir em camundongos
submetidos a lesdo gastrica por indometacina. Para tanto, foram ensaiados trés
grupos (n=10), que receberam leite com pH ajustado para 4,5 e kefir (0,3mL/100g de
peso respectivamente), e um terceiro que recebeu lansoprazol (30mg/kg de peso). O
tratamento foi por via oral durante 14 dias e, posteriormente, 0os animais foram
eutanasiados para coleta de sangue por puncdo cardiaca e analise de
genotoxicidade pelo Ensaio Cometa e andlise por citometria de fluxo de estresse
oxidativo, fragmentacdo de DNA, apoptose e viabilidade celular. O plasma foi
separado para quantificar os produtos de oxidacdo proteica avancadas (AOPP) e o
estbmago extraido para medir o pH e a area de lesdo na mucosa. Efeitos
significativos foram observados com o uso do kefir. O pH do estémago no grupo
kefir, ndo revelou diferenca significativa quando comparados aos outros dois grupos;
a area de lesdo macroscopica no grupo kefir foi significativamente menor (0,6%
+1,0mm?) do que nos grupos leite e lansoprazol (3,3%+0,3 e 1,0%+0,3mm?
respectivamente); e a analise de citometria de fluxo revelou menor producédo de
ROS, maior biodisponibilidade de oOxido nitrico, reducdo de apoptose e de
fragmentacdo de DNA, maior viabilidade celular, reducdo de oxidacdo proteica
menor genotoxicidade no Ensaio Cometa.Com 0s nossos resultados, podemos
concluir que o kefir foi capaz de proteger a mucosa gastrica através da reducéo do
estresse oxidativo.

Palavras-chave: Ulcera géstrica, fragmentacédo de DNA, apoptose, probioticos



ABSTRACT

BARBOZA, Kelly Ribeiro Moura, M.Sc, Vila Velha-ES University, October 2017
Evaluation of the effect of kefir on oxidative damage in mice subject to gastric
injury. Advisor: Bianca Prandi Campagnaro.

Kefir has aroused interest in the scientific community due to the numerous beneficial
effects on health. Regular consumption has been associated with antioxidant, anti-
inflammatory, anti-allergenic, antitumor effects and healing properties. Peptic ulcer
induced by the use of anti-inflammatory drugs is more prevalent in the elderly
population, and may manifest with severe symptoms. The use of proton pump
inhibitors (PPIs) has become an alternative in the prophylaxis of these gastric
lesions, despite the important adverse effects with its chronic use. In this context, the
objective of this study was to investigate the gastroprotective action of kefir in mice
submitted to indomethacin gastric lesion. For this, three groups (n=10), who received
milk with pH adjusted for 4.5 and kefir (0.3 mL/100g of body weight, respectively),
and lansoprazole (30 mg/kg of body weight) were tested. The treatment was orally
for 14 days and afterwards the animals were euthanized for blood collection by
cardiac puncture and analysis of genotoxicity by the Cometa Assay and analysis by
flow cytometry of oxidative stress, DNA fragmentation, apoptosis and cell viability.
Plasma was separated to quantify the advanced protein oxidation products (AOPP)
and the extracted stomach to measure the pH and area of mucosal lesion. Significant
effects were observed with kefir. The pH of the stomach in the kefir group showed no
significant difference when compared to the other two groups; the area of
macroscopic lesion in the kefir group was significantly lower (0.6% * 1.0mm?) than in
the milk and lansoprazole groups (3.3% + 0.3 and 1.0% * 0.3mm? respectively); and
the flow cytometric analysis revealed lower ROS production, higher bioavailability of
nitric oxide, reduced apoptosis and DNA fragmentation, increased cell viability,
reduction of protein oxidation, and lower genotoxicity in the Cometa Assay. With our
results, we can conclude that Kefir was able to protect the gastric mucosa by
reducing oxidative stress.

Keywords: Gastric ulcer, DNA fragmentation, apoptosis, probiotics



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca ulcerosa péptica

A Ulcera péptica (UP) é uma doenca do trato gastrointestinal bastante
frequente, considerada uma condicdo importante em saude publica, com uma
incidéncia mundial anual que varia de 0,10% a 0,19%, e prevaléncia de 0,12% a
1,5% (Sung et al., 2009). E caracterizada por lesdo da mucosa na presenca de acido
e pepsina e os fatores de risco conhecidos atualmente para o seu desenvolvimento
sdo o tabagismo, alcoolismo, fatores genéticos, maus habitos alimentares, estilo de
vida, infeccdo por Helicobacter pylori (HP) e uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES) (Schubert et al., 1993) A média de idade de pessoas acometidas por Ulcera
péptica fica em torno de 30 a 60 anos (Martins et al., 2002).

Calcula-se que 25% das pessoas que fazem uso de AINEs podem vir a
apresentar alguma complicacdo e 50-80% das hemorragias digestivas estao
relacionadas ao uso dessas drogas sendo responsaveis por 40-60% das
hospitalizagcdes em todo o mundo (Zhonghua, 2017). Somente nos Estados Unidos
as Ulceras pépticas é uma das principais causas de morbidade e mortalidade com
mais de seis milhdes de diagnodstico ao ano (Konturek et al., 2003; Cryer et al., 2014;
Tielleman et al., 2015). O uso de AINEs € cada vez mais frequente sendo
considerada a segunda causa, ficando atras somente das infec¢des por H. pylori
(Goldstein et al.,, 2015; Toneto et al., 2011; Malmi et al.,2017). O risco relativo
calculado de um usuario dessa droga desenvolver Ulcera gastrica ou duodenal é 46
e 8 vezes, respectivamente, maior que a populacao normal (Najm, 2011).

Houve uma reducdo da prevaléncia da Ulcera péptica na populacéo
mundial nos ultimos 20-30 anos, devido ao conhecimento dos principais fatores de
risco e ao uso cada vez mais frequente de drogas antisecretoras, como por exemplo,
os inibidores de bomba proténica (IBPs), entretanto a morbidade e mortalidade
permanecem elevadas (Graham, 2014; Malfertheiner et al., 2009; Lanas et al.,
2017).

No Brasil ndo sdo encontrados estudos de base populacional que
guantifique a magnitude da doenca ulcerosa. Oliveira et al.,, 2008 fez um
levantamento com base em registro de interna¢do no Sistema Unico de Salde e
observou uma taxa de 10% de internacdes relacionadas a doenga, com prevaléncia

variando de 0,1-0,3% dependendo da regido do pais estudada, sendo maior na
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regido centro-oeste, e a taxa de mortalidade encontrada foi de 3,0/100 mil
habitantes. Nosso pais segue a mesma tendéncia mundial com reducdo dos

ndmeros de casos, porém ainda com altas taxas de complicagdes.

1.1.1 Ulceras géstricas

As lesdes gastricas sdo geradas por um desequilibrio entre os
mecanismos defensivos da mucosa e o0s agentes lesivos (Nieto, 2012, Li et al.,
2017). Como forma de protecdo, a mucosa possui um mecanismo de barreira que é
formado pela camada de muco que recobre a superficie epitelial, o bicarbonato
secretado pelo epitélio colunar, bicarbonato intersticial, pela rapida e constante
capacidade de renovacdo de células epiteliais gastricas apds lesdo da superficie
mucosa, pela manutencéo da integridade da microcirculacdo local e hidrofobicidade
do epitélio de revestimento (Castro, 1998).

Essa barreira mucosa constitui a primeira linha de defesa que mantém o
pH aproximadamente neutro na superficie das células epiteliais. As prostaglandinas
(PG) secretadas pelas células gastricas estimulam receptores na mucosa que estao
relacionados ao aumento da secrecédo de bicarbonato (HCOS3’), aumento do fluxo
sanguineo local, inibicdo da secre¢do acida e diminuicdo da motilidade gastrica,
portanto as PG exercem um papel fundamental na protecdo da mucosa
(Abayasekara et al.,1999; Takeeda et al., 2004; Kotani et al., 2005).

1.1.2 Anti-inflamatorios ndo esteroidais

A utilizacdo de AINEs esta entre as principais causas de desenvolvimento
de Ulcera péptica, podendo ocorrer apds administracdo oral ou sisttmica dessas
drogas (Singh et al., 1996), especialmente na populacao idosa (Malcontenti-Wilsonet
al., 1998, Bi et al., 2017, Al Khaja et al., 2017). Esta classe de medicamento pode
promover lesdo gastroduodenal por dois mecanismos independentes: 1) por efeito
toxico direto, em nivel epitelial, sobre os mecanismos de defesa da mucosa
gastroduodenal, resultando em aumento da permeabilidade celular, inibicdo do
transporte ibnico e da fosforilacdo oxidativa e, 2) por meio sistémico, enfraquecendo
0s mecanismos de defesa através da inibicdo da cicloxigenase, enzima chave na
sintese das prostaglandinas (Wallace, 2000).

Desta forma, os AINEs causam uma reducéo significativa nos teores de
prostaglandinas e sabe-se que as prostaglandinas A e E protegem a mucosa

gastrica através de seus efeitos estimulantes sobre a produg¢do de muco e secrecao
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de bicarbonato, enquanto aumentam o fluxo sanguineo mucoso e reduzem o
turnover celular (Jackson et al., 1999; Pilotto et al., 2004).

A célula géstrica possui um sistema de defesa antioxidante capaz de
evitar a citotoxicidade das espécies reativas de oxigénio (ROS) e a formacao dessas
espécies reativas € uma constante nas células gastricas em condic¢des fisiolégicas
ou patolégicas como na inflamacdo (Ueda et al., 2008). Esses compostos reativos
constituem no anion superoéxido (¢02°), peréxido de hidrogénio (H202) e radical de
hidroxila (*OH), que podem induzir ao dano, e eventualmente a morte da célula. Em
condicdes fisiolégicas o sistema redox (oxidacdo e reducédo) intracelular € capaz de
impedir esses danos causados pelas EROs através de um sistema enzimatico
antioxidante, que envolve as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa redutase. Qualquer deplecdo desses antioxidantes ou exposicdo a um
agente oxidante pode causar um desequilibrio resultando no estresse oxidativo (Guo
et al., 2003).

Existem varias terapias farmacoldgicas conhecidas e estudadas para a
profilaxia de lesGes gastricas em individuos que necessitam do uso continuado ou
prolongado de anti-inflamatoérios, incluindo antiacidos, bloqueadores de receptores
de histaminas (H2) e inibidores de bomba de prétons (IBPs).

Este ultimo tornou-se muito popular e estudos recentes tém atribuido
efeitos adversos importantes com a terapia em longo prazo trazendo prejuizo da
cognicao principalmente em individuos idosos (Gomm et al., 2016; Goldstein et al.,
20).

1.1.3 Inibidores de bomba proténica

Os IBPS estao indiscutivelmente entre as medicacdes mais prescritas no
mundo e o0 seu uso tem sido associado a lesdo renal aguda (Avinash et al., 2017),
maior risco de desenvolvimento de osteoporose e, consequentemente, aumento do
risco de fraturas (van der Hoorn et al., 2015). As medidas ndo farmacoldgicas
envolvendo a nutricdo e recomendacdes dietéticas é reconhecidamente uma forma
de promover a saude, prevenir e tratar doencas no trato gastrointestinal, havendo

um interesse especial no uso de probioticos (Vomero et al., 2014).

1.2 Probidticos
Probidticos sdo micro-organismos vivos que podem ser incluidos na

preparacao de diversos produtos, incluindo alimentos, medicamentos e suplementos
8



dietéticos capazes de melhorar o equilibrio intestinal, produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo (FAO/OMS, 2001; Khoder et al., 2016).

Os probiédticos incluem bactérias lacticas e leveduras na forma liofilizada
ou de produto fermentado, e os géneros mais utilizados de bactérias sdo os géneros
Bifdobacterium e o Lactobacillus, em particular a espécie Lactobacillus acidophilus.
Estes géneros estdo presentes nos iogurtes e produtos lacteos fermentados. As
leveduras também sdo empregadas em especial a espécie Saccharomyces
cerevisiae (Bengoa et al., 2017).

1.2.1 Kefir

O kefir € um leite fermentado produzido a partir de gréos que
compreendem uma mistura especifica e complexa de bactérias e leveduras que
vivem em uma associacao simbiotica (Iraporda et al., 2017; de la Fuente et al., 2017;
Lopitz-Otsoa et al., 2006). Os produtos gerados pelos grdos de kefir sdo acidos
lacticos, dioxido de carbono, produtos de degradacdo de proteinas, diacetil e
acetaldeido (Orhan et al., 2012).

A composicao nutricional do kefir varia de acordo com a composi¢cao do
leite, composicdo microbioldgica dos graos utilizados, o tempo/temperatura de
fermentacéo e as condi¢c6es de armazenamento. O teor de acido lactico varia de 0,6-
1mL por 100mL do produto fermentado e a composicdo de proteinas de 3-4g,
gorduras 1,5 e 2,0 a 3,5 g de lactose. As leveduras presentes aumentam o valor
biologico do leite com aumento da producéo de vitaminas complexo B (Bashali et al.,
2017).

Uma das caracteristicas dos probidticos € a capacidade de um micro-
organismo sobreviver ao trato gastrointestinal. Portanto, as bactérias precisam
sobreviver ao transito gastrico e chegar ao intestino resistindo ao pH éacido do
estbmago (Amund, 2016, Bengoa et al., 2017).

Essas bactérias colonizam o intestino e exercem efeito de barreira contra
patégenos através de uma variedade de mecanismos como acdo antimicrobiana,
competicdo por nutrientes ou competicao por nichos (Balzaretti et al., 2016; Zhong et
al., 2017). Existe uma grande aceitacao pelo publico para o consumo de probiéticos
e o kefir na Europa Oriental € considerado um probidtico natural (Rodrigues et al.,
2005).

O kefir é originario das montanhas do Caucaso, Mongdlia e Tibete. A

origem da palavra vem do turco Keyif que significa “bem-estar”, “bem viver’ e
9



acredita-se ser o sentimento experimentado quando consumido (Baschali et al.,
2017).

Recentemente, o kefir despertou o interesse na comunidade cientifica
devido aos seus inimeros efeitos benéficos para a saide (Walsh et al., 2016). E
historicamente relatado como uma bebida probidtica com grande potencial na
promoc¢éo da saude, além de ser um alimento seguro, barato e facilmente produzido
em casa.

O consumo regular de kefir tem sido associado a melhor digestdo e
tolerancia a lactose, possuiu efeito antibacteriano, hipocolesterolémico, anti-
hipertensivo, anti-inflamatério, antioxidante, anticarcinogénico, antialergénico e com
capacidade de cicatrizagdo tecidual além de controle de glicemia. Uma grande
proporcao dos estudos que apoiam esses achados foram conduzidos in vitro ou em
modelo animal (Bourrie et al., 2016; Rosa et al., 2017; Choi et al., 21017; Xing et al.,
2017). O potencial antioxidante € uma importante propriedade nutricional dos
alimentos, uma vez que o estresse oxidativo esta envolvido na maioria das doencgas
(Fardet et al., 2017) e é o fator subjacente envolvido na patogénese das Ulceras.

Embora existam diversos farmacos disponiveis utilizados para
tratamento e também como protetores da mucosa gastrica prevenindo lesdes, com
destaque para os inibidores de bomba proténica (IBPs) os estudos mais recentes
demonstram que essa classe de medicamentos tem uma associagcdo com O
desenvolvimento de algumas doencas graves, quando usados cronicamente e
muitas vezes de forma inapropriada, especialmente em individuos que requerem
também o uso frequiente de AINEs (Naunton et al., 2017).

Em todo o mundo existe a preocupacdo de promover a prevencao de
Ulceras causadas pelo uso de anti-inflamatorios, principalmente nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, que convivem com 0 aumento da
expectativa de vida.

O envelhecimento da populacdo vem acompanhada do uso frequente de
duas classes de medicamentos que ndo sdo isentas de complicacdes e somando-
se a isso tem crescido o interesse mundial voltado para a prevencdo de doencas
através da nutricdo, e os probidticos como o kefir mostrou-se benéfico em diversas
patologias, mas ainda h& poucos estudos que apontam a relacdo do kefir como um
agente gastroprotetor, existindo uma lacuna na literatura.

Portanto, faz-se necessario o estudo de terapias alternativas nao

medicamentosas que possam minimizar os efeitos adversos dos AINEs sobre a
10



mucosa gastrica, e a0 mesmo tempo, nao interferirem com a absorcdo de
nutrientes, levando prejuizos a saude do individuo, como ocorre com os IBPs,

justificando o desenvolvimento desse desenho experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito gastroprotetor do kefir sobre o estresse oxidativo em

camundongos submetidos a lesdes por indometacina.
2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento do kefir durante 14 dias sobre:

v' Estbmago:
O pH do suco gastrico;
Percentual de lesbes macroscopicas na mucosa gastrica.

v' Sangue periférico:
A producdo de espécies reativas de oxigénio, viabilidade e apoptose
nas células sanguineas;
Avaliar o ciclo celular e determinar o contetdo e fragmentacdo de DNA.

v" Plasma:
Verificar a oxidacao proteica plasmatica (AOPP).

12



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Este estudo foi realizado em camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss, adultos, machos, pesando entre 30-40g, provenientes do Biotério da
Universidade Vila Velha (UVV), mantidos em gaiolas de plastico com maravalha,
aclimatizados com temperatura controlada de 22 £2°C, ciclo claro-escuro de 12-12
horas controlados automaticamente, recebendo racao e agua ad libitum.

Os animais foram colocados em jejum sélido de 16 horas, antes da
realizacdo de cada experimento em que a via oral foi utilizada para a absorcao do
farmaco.

Os protocolos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité
Institucional Animal (CEUA-UVV, n°404-2016). Todos o0s procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes de cuidado e uso de

animais de laboratério, como recomendado pelo National Institutes of Health (NIH).

3.2. Preparacao e administracdo do Kefir

A identificacdo, preparacdo e administracdo do Kefir foram realizadas
como descritos por Friques et al., 2015. Os graos foram cedidos originalmente pela
Universidade de Vigosa para a UVV e adicionados em leite integral (UHT- Ultra High
Temperature), com tratamento térmico adequado, pasteurizado e resfriado, na
proporcao de 4% (m/v).

O leite inoculado com os grdos foi mantido em temperatura ambiente
durante 24 horas. Posteriormente, esses graos foram filtrados através de peneira de
plastico e o produto resultante foi entao refrigerado entre 5°C a 15 °C, permitindo
assim o crescimento e multiplicacdo de leveduras no periodo de 24 horas. Apés
esse periodo, foram feitas aliquotas de kefir em tubos eppendorffs estéreis e

armazenados a -20°C até a sua utilizacao.

3.3. Grupos experimentais e tratamento de animais

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais. O tratamento
se deu por 14 dias. O grupo leite (n=10) recebeu leite integral com pH ajustado para
4,5 (3mL/100g de peso corporal) agua potavel e ragdo padrdo; o grupo lansoprazol

(n=10) recebeu lansoprazol (n=10) na dose de 30mg/kg de peso (UlcerStop®-
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DiffucapChemobras®), &gua potavel e racéo; e o grupo kefir(n=10) recebeu agua e
racao padréo e kefir (0,3mL/100g de peso) (Friques et al., 2015).

O peso corporal dos animais foi medido no inicio e término do tratamento
para o célculo da dose a ser administrada. A via escolhida foi oral, por gavagem. Ao
final do tratamento, no 14°dia, os animais foram colocados em jejum de sélidos por
16 horas.

Para inducdo de lesdo gastrica, foi administrada indometacina
manipulada (Fagron®), na dose de 40mg/kg de peso, por gavagem (Nagai et al.,
2009). Seis horas depois, os animais foram eutanasiados com Tiopental sédico
(Cristalia, Sao Paulo, Brasil, 100mg/kg) por via intraperitoneal (i.p).

A coleta de sangue se fez por punc¢éo cardiaca no ventriculo direito para
analise de biomarcadores de estresse oxidativo, apoptose, viabilidade e
fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo. O Plasma foi separado para
avaliacdo de oxidacéo proteica. A remocao do estdmago foi realizada para analises

macroscopicas de lesdes e medidas do pH do suco gastrico.

3.4. Coleta de sangue para andlise de espécies reativas de oxigénio (ROS)
Para o estudo de estresse oxidativo, 0s animais foram submetidos a

toracotomia para exposicao do coracdo e o sangue foi coletado por puncédo cardiaca

do ventriculo direito, sendo coletado 1mL de sangue, transferido para tubos

eppendorffs contendo solucdo de EDTA para analise de ROS

3.5. Analise de lesGes macroscopicas

Apés eutanasia e perfusdo dos oOrgaos através de puncao cardiaca e
infusdo continua de PBS, os estdmagos foram removidos, abertos pela curvatura
maior e, posteriormente, prensados em placas de vidro. As imagens foram obtidas
por camera digital para analise da area de lesdo, através do software “Image J’
(Image-J 1.35 d, USA), de dominio publico.
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Figura 1. Etapas para andlise de lesGes macroscoépicas. (A) Estbmago aberto pela
curvatura maior, com o fundo gastrico na parte superior, prensado em placas de
vidros com papel milimetrado. (B) Imagens obtidas pelo programa Image J. (C) Area
calculada pelo programa apdés a selecdo da area lesada da mucosa em vermelho.

3.6. Determinacao de produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP)

Os AOPPs sédo formados através da acdo do estresse oxidativo sobre
proteinas e aminoacidos, sendo um marcador de estresse oxidativo. O plasma
separado foi diluido 1:15 em PBS sem necessidade de preparo prévio.

Na determinacdo dos valores plasmaticos de AOPP, foram usadas
aliquotas de 40 ul das amostras, diluidas em 160 pl de tampéao fosfato (PBS), 10 ul
de iodeto de potassio (KI) e 20 pL de &cido acético glacial numa leitora de
microplacas de 96 pocos de acordo com Witko-Sarsat et al.,1996), e acético glacial
ultrapuro.

A leitura da absorbancia das amostras foram feitas no comprimento de
onda de 340nm em um leitor de microplacas (Spectra-MAX-190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) apdés agitacdo por seis minutos.

Os valores obtidos foram comparados a uma curva de calibracdo de 0 a

100uM realizadas com equivalentes de cloramina T. Os resultados foram
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expressos em UM de cloramina T/mg de proteinas. A quantificacdo de proteinas
totais foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Figura 2. Etapas da leitura de microplaca contendo amostras de plasma para
verificacdo de AOPP.
3.7. Determinacao dos niveis de ROS por citometria de fluxo

Para a determinacdo da producdo citoplasmatica de <02, H>0., NO,
ONNO7/*OH, foram utilizados o0s corantes dihidroetideo (DHE-160um),
diclorofluorosceina (DCF-20mM), diaminofluoresceina (DAF- 2mM), e HPF (5um),
respectivamente. Para isso 1x10°® células/ml foram incubadas, no escuro por 30
minutos a 37°C (DHE, DCF, HPF) e 180 minutos (DAF) (Campagnaro et al., 2013).

3.8. Determinacéo de viabilidade e apoptose celular
Apoptose significa morte celular programada. Faz parte de um processo

fisiol6gico, quando a célula recebe sinalizacdo para autodestruicdo. (Salgame et. al.,
1997). O iodeto de propideo (PI) foi utilizado em conjunto com anexina V para
permitir a identificacdo de células em estagio inicial e final de apoptose
(Campagnaro et al.,2013).

As células isoladas foram lavadas duas vezes com PBS e centrifugadas a
1200 rpm, durante 10 minutos. Para cada animal, foi separada uma amostra de
100pL, correspondente a, aproximadamente, 108 células em um tubo, acrescentado
400uL de Binding Buffer.

Posteriormente, foram transferidos 100uL dessa amostra para tubos de
citometria. Acrescentou-se 2,5uL de anexina-FITC e/ou 2,5uL de PIl. ApGs essa

etapa, as amostras foram passadas no vortex e incubadas por 15 minutos no
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escuro. Em seguida, foram acrescentados 400uL de Binding Buffer uma vez em
cada tubo e feita a aquisicao de 1000 eventos no citometro (FACS Canto ll, Becton
Dickinson, San Juan, CA, EUA). Neste ensaio, é possivel determinar a proporcéo de
células vivas (anexina V-/Pl-); células em estagio inicial de apoptose, onde a
fosfatidilserina estd exposta ha membrana e cora com anexina V (anexina V+/PI-); e
células em estagio final de apoptose, onde ha dupla marcacdo por colapso da
membrana plasméatica (anexina V+/Pl+). Consideramos células anexina V+ como

células em apoptose.

3.9. Analise de conteudo de DNA

Este protocolo determina o conteudo de DNA das células marcadas com
o Pl através da citometria de fluxo. O Pl € um marcador de fluorescéncia que
atravessa a membrana plasmatica de células permeaveis a sua passagem e coram
o DNA das mesmas.

Uma quantidade de 108células foram ressuspensas e fixada em 1mL de
etanol 70% por pelo menos 2 horas a -20°C. As células foram lavadas e
ressuspensas em 1mL de PBS gelado e incubadas com 200uL de solucdo de
coloracdo (200uL de RNAse S (20mg/mL), 800ul de PI (500uL/mL), 20 pl de Triton
X-100, Q.s.p 20uL de PBS 1x) por 30 minutos, no escuro, a 4 °C.

Em seguida, essas células foram centrifugadas com 1200 rpm durante 10
minutos e ressuspendidas em 1mL de PBS. Uma suspensdo de células de
concentracdo de 10° foi incubada com 2uL de Pl (500ug/mL) por um periodo de 5
minutos, no escuro e em temperatura de 25°C. As amostras de células foram
lavadas posteriormente com PBS e analisadas pelo citbmetro (FACS Canto |,
Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA).

As células foram excitadas a 488nm para a deteccdo da fluorescéncia do
Pl, utilizando-se um filtro de 585/42. Para a quantificacdo da viabilidade foram
adquiridos 10.000 eventos por leitura e os dados foram expressos pela relagéo

percentual de células nao viaveis/ células viaveis

3.10. Ensaio do Cometa Alcalino

O ensaio do Cometa Alcalino € uma técnica bem validada para avaliar o
dano do DNA em células individuais (Rodrigues et al., 2013). Em 1984 Ostling e
Johanson desenvolveram a técnica em pH neutro com limitagdo em seus

experimentos. Singh em 1988 aperfeicoou a técnica utilizando um pH de 13. O que
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fez aumentar a velocidade de migracdo do DNA (Singh et al., 1988; Tice et al.,
2000). As laminas histolégicas de vidro fosco foram pré-tratadas com uma camada
de agarose 1,5% de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point —Agarose —NMA)
dissolvida em PBS e mantida a 65°C e secaram em temperatura ambiente por 24
horas e foram armazenadas a 4°C. Posteriormente, 20uL de suspensédo de 10*
células foram misturadas com 100uL de agarose de baixo ponto de fusdo (Low
Melting Point Agarose-LMA) a 1% dissolvida em PBS e mantida a 37°C em banho-
maria. A mistura contendo agarose LMA e a suspensao de células foi espalhada
sobre as laminas de primeira camada que foram cobertas por laminulas e resfriadas
a 4°C por cerca 30 minutos para a polimerizagcédo da agarose.

Em seguida, as laminulas foram removidas cuidadosamente e as |aminas
submersas em solucéo de lise contendo 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1%
Triton X-100 e 10% DMSO, gelada e recém preparada. A lise se deu por 1 hora, a
4°C e protegida da luz, com a finalidade de rompimento das membranas celulares.
Com o objetivo de inibir as enzimas reparadoras do DNA, as laminas foram lavadas
com agua gelada e posteriormente com PBS e dispostas em uma cuba de
eletroforese e recobertas por solucao tampéao alcalino (300mM NaOH e 1 mM EDTA,
pH>13), durante 40 minutos em temperatura de 4 °C, onde permaneceram em
repouso para a desnaturacdo das proteinas histonas, o que permitiu o
desnovelamento do DNA. A eletroforese foi realizada a 4°C por 20 minutos, com
amperagem a 300mA e 32 V (1V/cm). Ao final da eletroforese, as laminas foram
retiradas da cuba cuidadosamente e submetidas a etapa de neutralizacdo com
solucéo tampéao (TRIS-HCI 0,4M, pH 7, 5), lavadas em trés ciclos de 5 minutos cada,
secadas ao ar e fixadas em metilico 100% por 2 minutos.

Para a analise citolégica, as laminas foram coradas com 40uL de brometo
de etideo (20ug/ml) e cobertas por laminulas. As células foram analisadas no
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse TI, Melvile, NY, USA) em objetiva de
20x, com filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de 520nm. As imagens
foram adquiridas por uma camera digital (Nikon) e analisadas por um programa de
dominio publico CASP 98. Foram utilizados os parametros porcentagem de DNA na
cauda e o momento da cauda para analisar o dano no DNA. Finalmente, foram
analisadas as imagens de 50 células selecionadas aleatoriamente de cada amostra
obtida a partir de laminas duplicadas de cada animal. Foi utilizado o programa CASP
98 de dominio publico para calcular os parametros de porcentagem de DNA na

cauda e momento da cauda (Figura 3).
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Figura 3. Ensaio do Cometa Alcalino. Painel superior imagens representativas dos
cometas nos trés grupos diferentes. Painel inferior, imagem do programa Casp 98,
dominio publico, utilizado para o calculo de parametros de dano ao DNA.

3.11. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA), uma
via, seguido de teste post hoc de Tukey, usando o software Prisma (Prisma 6.0,
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados estdo expressos

como média tEPM. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. pH gastrico

A Figura 4 apresenta os valores de pH do suco gastrico nos trés grupos.
O kefir, apesar de ser uma bebida fermentada acidificada, ligeiramente carbonada e
com pequenas quantidades de alcool, no estbmago nao foi capaz de reduzir o pH

intraluminal.

pH gastrico
ey
L

Leite Lanso Kefir

Figura 4: Variacao do pH do suco gastrico. Os animais (n=10) tratados com kefir ndo
apresentaram diferenga estatisticamente significante no valor do pH do suco gastrico
(5,63+0,28) quando comprados aos grupos leite e lansoprazol (5,15+0,21;
5,8440,41) respectivamente. (ANOVA uma via seguida de post- hoc de Tukey p
>0,05).
4.2. LesOes gastricas macroscopicas

A Figura 4 representa o efeito gastroprotetor com bases nas lesdes
gastricas induzidas por indometacina. Os animais que receberam kefir apresentaram
menor numero de lesGes gastricas comparados ao grupo leite e ao grupo

lansoprazol (0,6%:+0,1mm?;3,2%+0,3mm?;1,0%+0,2mm?; respectivamente) *p<0,05.

%)

Area de lesdo géastrica (mm

Leite Lanso Kefir
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Figura 5. Os camundongos tratados por 14 dias com kefir e lansoprazol
apresentaram menor area de lesdo macroscopica quando comparados ao grupo
leite (*p<0,05). Os valores estdo expressos em médiat EPM para um n=10 animais
por grupo. (ANOVA uma via, seguida do post-hoc de Tukey).
4.3. Analises de estresse oxidativo (ROS) por citometria de fluxo

O mecanismo de lesdo da mucosa gastrica envolve a participacdo das
ROS no dano celular e a perfusdo do tecido gastrico mantido pelo 6xido nitrico.
Avaliamos os niveis intracelulares de ROS nas células sanguineas nos trés grupos
estudados. Conforme ilustrado na Figura 6A. Mostramos que o tratamento com kefir
e lansoprazol foram semelhantes na reducédo de producdo de ROS. O gréafico 6A
mostra que a producdo de H»0>(2003+163 a.u) no grupo kefir foi menor em
comparacao ao grupo leite (3219+£213 a.u., *p<0,05) e grupo lansoprazol (1685+133
a.u). Na figura 6B a producao de oxido nitrico no grupo kefir foi maior (4532+293 a.u)
guando comparados aos outros dois grupos, leite e lansoprazol (2795+146;
2653+103 a.u., *#p<0,05, respectivamente). Com relacdo a produgdo de <O2°
(Figura 6C), e ONOO™ (Figura 6D), a producéo dessas espécies reativas foi menor
no grupo kefir (*O2 2086+168; ONOO-825+126 a.u) com relagdo aos grupos leite
(*0225571+333; ONNO 24734191 a.u., p*<0,05) e (+O2 1937+276; ONOO 704+305
a.u., *p<0,05).
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Figura 6. Producdo de ROS por citometria de fluxo. A) Grafico mostra a producéo de
H>O2 nos trés grupos. O grupo kefir e o grupo lansoprazol apresentaram menor
producédo de peroxido de hidrogénio. *p<0,05. B) Grafico indica a biodisponibilidade
do 6xido nitrico. O grupo kefir apresentou maior producdo de NO em comparacao
aos grupos leite *p<0,05 e lansoprazol #p<0,05. C) Gréfico evidencia que tanto o
grupo kefir como o grupo lansoprazol apresentou menor producao anions superoxido
D) Gréfico mostra que os animais (n=10 por grupo) tratados com kefir e lansoprazol
apresentaram menor producao de peroxinitrito quando comparados ao grupo Leite.
*p<0,05, n=10 animais por grupo. (ANOVA uma via, seguida de post-hoc de Tukey)

4.4. Oxidacao proteica no plasma

A figura 7 mostra o resultado de AOPP, um marcador de estresse
oxidativo que serve para mensurar o dano oxitadivo de proteinas. Nesse grafico
grupo kefir reduziu a producdo de AOPP (~2,6 vezes) quando comparados ao grupo
leite (*p<0.05), e a diferenga para o grupo lansoprazol n&o foi estatisticamente
significante.
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Figura 7. Produtos Avancados de Oxidacdo Proteica no plasma sanguineo. Os
animais (n=10) do grupo kefir apresentaram menor producdo de AOPP. *#p<0,05 vs.
grupo leite e lansoprazol. (ANOVA uma via seguido de post hoc Tukey).
4.5. Apoptose e viabilidade em células sanguineas

A apoptose celular foi investigada nas células sanguineas por citometria
de fluxo. A figura 8 indica que o grupo kefir (12,54+1,76%) reduziu 0 numero de
células apoptopticas em ~2,3 vezes (*p <0,05) em comparagdo ao grupo leite
(29,36+2,39%) e nao houve diferenca significativa quando comparados com o grupo
lansoprazol (17,66%+1,19%). Quanto a viabilidade celular (Figura 10), o grupo kefir
apresentou maior percentual de células viaveis (83,5%z% 3,2*#p<0,05) quando

comparados aos outros grupos (leite: 52,7%+2,62 e lansoprazol: 60,18%x4,33).
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Figura 8. A) Percentual de células em apoptose precoce (marcadas com Anexina V-
FITC). Os animais do grupo Kkefir confirmam menor percentual de células
apoptoéticas. Os valores indicam a mediat EPM. *p<0.05 vs. grupo leite e
lansoprazol, n=10 por grupo. B) Porcentagem de células viaveis (sem marcacéao PlI).
Nota-se aumento do percentual de células viaveis no grupo kefir *p<0,05 vs. grupo
leite e #p<0,05 vs.grupo lansoprazol. (ANOVA uma via seguido de post hoc Tukey).

4.6. Ciclo Celular

A fragmentacdo do DNA pode ser quantificada a partir da observacéao do
conteudo de DNA em ensaios de ciclo celular com o iodeto de propideo (PI). Neste
ensaio, avaliamos a populagcdo de células na fase subgO no ciclo celular. O nosso
estudo demonstrou (Figura 11) que o kefir apresenta um menor percentual de
células nessa fase do ciclo celular o que significa que houve menor grau de

fragmentacdo do DNA da célula dos animais tratados com kefir.

1517
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Figura 9. Fracdo de células na fase SubGO do ciclo celular. Os camundongos
tratados com kefir apresentam menor percentual de células na fase subGO quando
comparados ao grupo leite e lansoprazol (6,43%0,46%;10,22%z=0,43%;
8,08%+0,31%, *p<0,05). Os valores estao expressos em médiatz EPM para um n=10
animais por grupo. (ANOVA uma via, seguida do post-hoc de Tukey).
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4.7. Deteccéo do dano ao DNA pelo Ensaio Cometa

A avaliagcdo do estresse oxidativo genotoxico pelo Ensaio Cometa (Figura
10A) indicou menor dano ao DNA do grupo kefir (7,48+0,85%) comparado ao grupo
leite (14,39+1,39%) e n&o houve diferenca significante quando comparado ao grupo
lansoprazol (6,18+0,63%). Outro parametro avaliado foi o momento de cauda
(Rodrigues et al.,2013). Esta analise demonstrou uma reduc¢do da fragmentacdo do
DNA no grupo kefir (6,16£0,49 a.u., *p<0,05) em comparacdo com os camundongos
do grupo leite e lansoprazol (13,75+0,68 e 10,2+0,75 a.u., respectivamente, 10B).
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Figura 10. Kefir reduz dano ao DNA e aumenta a viabilidade celular em células
sanguineas. A) Representa o percentual de DNA na cauda, demonstrando menor
fragmentacdo do DNA no grupo kefir através do Ensaio Cometa B) O grafico
representa 0 momento da cauda (~ 2vezes menor que o grupo leite). Os valores séo
expressos em média + EPM para n=10 (* p<0,05).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a administragéo do kefir por 14
dias, em camundongos Swiss ndo acidificou o pH do suco gastrico e e ainda reduziu
o percentual de lesdes macroscépicas ha mucosa gastrica. O tratamento com kefir
também reduziu os niveis sisttmicos de ROS, oxidacdo proteica, apoptose,
fragmentacdo do DNA, numero de células na fase subGO do ciclo celular bem como
aumentou a viabilidade celular e a biodisponibilidade de 6xido nitrico. A reducéo do
estresse oxidativo sistémico foi o principal mecanismo para o kefir promover seu
efeito de protecdo da mucosa gastrica.

Terapeuticamente, houve um maior interesse no uso de probi6ticos para a
prevencao e tratamento de uma série de disturbios gastrointestinais, e teoricamente,
0s probidticos podem exercer sua acao também na mucosa gastrica (Russo et al.,
2014).

Nossos resultados evidenciaram que o pH do suco gastrico nos animais
tratados com kefir foi semelhante ao grupo tratado com lansoprazol, com os valores
de pH de 5,3 e 5,84 respectivamente. O lansoprazol é um IBP considerado muito
eficaz na prevencéo de Ulceras pépticas, porque ele suprime a secrecdo de acido
cloridrico, através da inibicdo da enzima H*K*ATPase que efetua a trocas dos ions
potassio (K*) que estdo dentro das células parietais gastricas com o0s ions
hidrogénio(H*) do plasma. Os ions hidrogénio (H*) se unem aos ions cloreto (CI")
dentro da célula formando o acido cloridrico que é entdo secretado. Quando a
enzima € bloqueada o pH intragastrico atinge valores superior a 4 (James et al.,
2009).

O pH do kefir situa-se entre 4,2-4,6 e essa acidez auxilia na absorcéo e
utilizacdo de nutrientes pelo organismo. Sugere-se que o kefir reduza a atividade
péptica através da neutralizacdo da secrecdo acida por meio de inibicdo das bombas
protdnicas e estimulacdo da secre¢cdo de muco. Porém, esses mecanismos
permanecem desconhecidos (Fahmy et al., 2015).

Embora varios estudos clinicos envolvendo probidticos, em especial o
kefir, indiguem acédo benéfica na mucosa gastrica, em sua maioria o destaque € para
a sua acao antimicrobiana e anticancerigena como um adjuvante no tratamento da
erradicacdo do Helicobacter pylori, jA que essa bactéria coloniza 50% da populagéo
mundial e possui cepas que tem relacdo com o céncer géastrico e € também

considerada a primeira causa de Ulcera péptica (Liu et al., 2017), ficando os AINEs
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em segundo lugar. Notadamente, os AINEs sdo uma classe de medicamento muito
prescrita, sobretudo em individuos idosos e, por consequéncia de sua acao deletéria
na mucosa gastrica, € comum a prescri¢cdo associada de IBPs. Nao existem muitos
estudos correlacionando o uso do kefir como gastroprotetor e 0s nossos resultados
apontam para essa importante associagao.

Por ter acdo toxica direta, os AINEs resultam em acumulo intracelular e
também agem indiretamente através da inibicdo da enzima cicloxigenase (COX):
COX 1 e COX 2. A COX-1 tem funcdes fisiol6gicas estabelecidas e quando ativada,
atuam no reparo da leséo superficial, sendo essencial para a manutencédo do estado
fisiologico normal de varios tecidos, sobretudo o tecido gastrico (Wallace, 2000). A
inibicdo da COX 1 reduz a secrecao de prostaglandinas, responsavel por manter o
equilibrio de barreira com a manutencédo da producdo de muco, bicarbonato e
aumentando a microcirculacdo sanguinea local (Orhan et al.,, 2012). Por esta via
enzimatica, a PG é sintetizada e liberada pelas células endoteliais, promovendo
citoprotecao (Batlouni, 2010). Ja a COX-2 é encontrada em macrofagos, fibroblastos
e células epiteliais, e sdo secretadas em locais de inflamacéo (Jackson et al., 1999;
Hawkey CJ, 1999).

A indometacina, um AINE inibidor seletivo de COX 1, inibe a PG e com
isso ocorre aumento do fator de necrose tumoral que leva a maior expressédo de
moléculas de adesdo do epitélio aos neutréfilos, que se acumulam na
microcirculacdo levando a obstrucdo do fluxo sanguineo na mucosa gastrica
resultando da formacéo de ulceras. Isso ficou demonstrado no estudo Vivatvakin et
al., 2017, que observou esse efeito na mucosa em ratos testando uma substancia
derivada da soja também com propriedades antioxidantes. Nossa andlise de dano
macroscopico da mucosa induzido por indometacina nos permitiu verificar que o kefir
foi capaz de reduzir o percentual de lesdes, sendo inclusive superior ao lansoprazol.

As ROS séo produzidas em grandes quantidades no aparelho digestivo
resultante de processo fisioldgico de oxidacdo na mucosa. Quando ocorre um
desequilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes, o resultado € o aparecimento
de lesBes agudas e, como consequéncia, essas espécies reativas aumentam devido
ao processo inflamatorio, promovendo recrutamento de células secretoras de
citocinas pro-inflamatorias, hidroxilagdo de DNA, desnaturacdo de proteinas,
peroxidacéo lipidica e apoptose (Wang et al., 2017).

No nosso experimento, utilizamos protocolos para quantificar as ROS no

sangue através da citometria de fluxo e conseguimos documentar que o tratamento
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com kefir foi capaz de reduzir a producdo de anion superéxido, peroxido de
hidrogénio, peroxinitrito e radical hidroxila. Isso confirma a hipotese do efeito
antioxidante do kefir corroborando com achados de outros estudos que observaram
cepas especificas desse probidtico (Wang et al., 2017). O papel antioxidante dos
probidticos € uma importante propriedade nutricional dos alimentos para 0 uso em
doencas onde o estresse oxidativo esta aumentado (Fardet et al., 2017).

Também conseguimos demonstrar que houve maior producdo de Oxido
nitrico, podendo ser este, um fator contribuinte para o menor nimero de lesdes na
mucosa, pois no trato gastrointestinal o NO atua na manutencdo da homeostase,
sendo responsavel por multiplas funcdes fisiologica e pela integridade da barreira
mucosa. Ele é uma molécula importante como sinalizadora de diversas funcdes, tais
como regulacdo do apoptose, vasodilatacdo, neurotransmissdo e carcinogénese. Na
mucosa gastrica favorece o processo de cicatrizacao de Ulceras (Bronw et al., 1994).

Diante dos nossos resultados, observamos que o estresse oxidativo é o
mecanismo subjacente fundamental a patogénese das Ulceras pépticas e os efeitos
benéficos dos probidticos na mucosa gastrica conhecidos na literatura estao
relacionados a protecdo da mucosa e a estabilizacdo da funcédo de barreira, acédo
competitiva em relagcéo as bactérias patogénicas, acdo anti-inflamatéria e efeitos na
proliferacdo celular, e essas acfes ocorrem através do aumento da producdo de
prostaglandinas, estimulacdo da angiogénese, liberacdo de substancias
antioxidantes, além de melhora na permeabilidade da mucosa e diminuicdo da
sobrecarga bacteriana. Os probidticos tém a capacidade de modificar a flora
intestinal e promovem impacto importante nas atividades do hospedeiro, nao
somente a nivel local, mas também afetando a resposta imune (Ushida et al., 2014).

Trabalhos envolvendo o kefir como agente protetor gastrico sdo escassos
na literatura, e 0os nossos resultados, bem como outros achados experimentais
relacionados (Fahmy et al.,2015) confirmam a hipétese de que o uso profilatico de
kefir previne o surgimento de Ulceras gastricas frente a um agente agressor, e esse
efeito pode ser atribuido a sua capacidade antioxidante e antiapoptotica.

O kefir € um leite fermentado feito a partir na inoculacao de graos de kefir
com leite comum ou agua. Os grdos sdo uma mistura de bactéria e leveduras que
vivem em uma associacdo simbiotica. E originario das montanhas do Caucaso e
tradicionalmente consumido na Europa Oriental, Rissia e Sudoeste da Asia (Lopitz-
Otsoa et al., 2006; Tamine 2006, Laureys et al.,2017).
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Consiste principalmente, de bactérias fermentadoras de lactose
Lactobacillus e Leuconostoc (Lactobacillus caseli, L. brevis, L. acidophilus, L. kefir,
Leuconostoc mesenteroides e L.Mesenteroides sub.sp e Dextranicum), bem como
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e outras bactérias do acido
latico. Outros organismos caracteristicos sdo leveduras fermentadoras e néo
fermentadoras de lactose incluindo, principalmente, Candida kefir, e Saccaromyces
cerevisiae respectivamente (Diosma et al., 2014). No Brasil a bebida é
tradicionalmente produzida em casa e distribuida de pessoa a pessoa a partir de
gréos iniciantes, mas ja existem formas comerciais disponiveis (Zanirati et al., 2015).

No presente estudo, o kefir demonstrou efeito benéfico na mucosa,
reduzindo a taxa de apoptose e fragmentacdo do DNA com aumento da viabilidade
celular, como resposta aos efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes. Uchida et
al.,2010 relataram que lactobacilos inibem a formacdo de lesGes agudas gastricas,
através da geracgéo de prostaglandinas. Nagaoka et al.,1994 mostrou efeito benéfico
de Bifidobacterias na protecdo da mucosa gastrica em lesdes induzida por alcool em
ratos e sugeriu que a regulacdo da apoptose, producdo de mucina e proliferacéo e
permeabilidade celular estavam implicadas no efeito gastroprotetor.

A proliferacdo celular e a apoptose sao eventos essenciais para que haja
renovacdo do epitélio gastrico. Trata-se de um processo fisioldgico natural que
regula o nimero de células. O equilibrio entre a taxa de apoptose e a taxa de
proliferacdo de células € o que mantém a homeostase do tecido (Elmore et al.,
2007).

Através da citometria de fluxo, também foi possivel avaliar o efeito do
probidtico sobre o ciclo celular e verificar menor percentual de células na fase
subG0/G1, demonstrando menor dano ao DNA da célula. Esses resultados estdo de
acordo com o encontrado na literatura sugerindo compostos bioativos do kefir, sdo
capazes de reduzir o dano oxidativo na célula. Nos casos estudados de neoplasia,
atuam de forma diferente, induzindo apoptose em células tumorais (Sharifi et
al.,2017). Mais estudos sdo necessarios para entender o caminho do kefir na
modulacdo do apoptose nas lesdes induzidas em mucosa gastrica.

Os dois estudos encontrados na literatura que relacionam gastroprotecao
e kefir sdo dos autores, Fahmy et al., 2015 e Orhan et al., 2012 e diferem do nosso,
porque ambos utilizaram uma Unica fermentacdo do probidtico e sabe-se que o
tempo de fermentacéo influencia diretamente na maior produgdo de compostos

bioativos benéficos ao organismo. O kefir utilizado para o nosso estudo foi
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submetido a dois processos de fermentagdo, e um estudo prévio realizados por
pesquisadores do Laboratorio de Fisiologia da UFES, detalhou a composicdo do
grao que utilizamos com imagens geradas por microscopia eletronica de varredura
gue demostraram uma forte associagdo de um aglomerado de diferentes
microrganismos em torno dos graos, tendo a superficie externa um biofilme formado
por bacilos curvos curtos e longos, em forte associacdo com uma matriz de
polissacarideo e na superficie interna foram observadas a presenca de bacilos que
crescem em associacao com leveduras (Friques et al., 2015).

O kefir e seus constituintes possuem atividade antimicrobiana, antitumoral
e imunomoduladora, trazendo beneficio em diversas doencas e como demonstrado
nesse estudo ele também proporciona um efeito benéfico na prevengéo Ulceras

pépticas induzidas por indometacina.
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6. CONCLUSAO

No presente protocolo experimental, ficou evidente que a administragéo
do kefir por um periodo de 14 dias foi capaz de proteger a mucosa gastrica de
lesBes induzidas por indometacina. O pH no suco gastrico do grupo Kefir foi
semelhante ao pH do grupo que recebeu o lansoprazol e leite e as andlises por
citometria de fluxo, demonstraram que o Kefir foi capaz de reduzir a producéo de
ROS

Também ficou demonstrado um menor dano ao DNA da célula, com maior
namero de células viaveis e reducao de apoptose. O mecanismo pelo qual o Kefir
reduz as lesbes gastricas se deve, em parte, a capacidade antioxidante atribuida as
bebidas probidticas, ja confirmadas em outros estudos envolvendo diversas
patologias.

Portanto, o kefir pode ser um aliado importante a outras terapias
farmacologicas na prevencdo de Ulceras pépticas, especialmente quando ha
necessidade do uso de anti-inflamatorios, conferindo beneficios a mucosa com sua

protecdo por mecanismos sistémico na reducéo de estresse oxidativo.
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