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RESUMO

Objetivo: Confirmar o mecanismo de agdo do fermentado, através da quantificagdo do muco gastroprotetor e da
producao de secrecdo gastrica acida em ratos Wistar, além de verificar a interferéncia na motilidade gastrointestinal
em camundongos.

Métodos: Nesse estudo foi inicialmente utilizado o modelo de indugdo de ulcera com administragdo de solugdo
salina (10mL/kg de peso) como controle negativo, carbenoxolona (200 mg/kg) como controle positivo e o produto
fermentado em p6 na dose de 2000 mg/kg de peso animal. Em seguida foi utilizado o modelo para determinagao
quantitativa do muco gastroprotetor e atividade anti-secretoria em ratos. Para avaliagdo da atividade sobre a
motilidade intestinal em camundongos cada grupo de animais recebeu, por via oral, solugdo salina (10mL/kg) como
controle negativo, atropina (3mg/kg) como controle positivo e o produto fermentado em pé na dose de 2000mg/kg de
peso corporal animal.

Resultados: O fermentado apresentou atividade antiulcerogénica de 57,1% e a carbenoxolona de 92,3%. Para a
confirmagdo do mecanismo de ag@o via prostaglandinas foi realizado a quantificagdo do muco gastrico no qual o
fermentado foi capaz de aumenta-lo em 48,9% e a carbenoxolona em 108,6%. Na avaliagdo da atividade anti-
secretoria em ratos e da motilidade intestinal em camundongos o fermentado ndo interferiu na secreg¢@o acida
gastrica e namotilidade.

Conclusiao: Com base nos dados obtidos nesse experimento com ratos e camundongos, concluiu-se que o
fermentado provavelmente promove a citoprotecdo da mucosa gastrica, através do aumento da producao de muco
gastroprotetor especialmente por meio dos niveis de prostaglandinas.

Termos de indexacdo: Ulcera géstrica, prostaglandinas, suplementagio alimentar, protecio gastrica, mucosa
gastrica.

INTRODUGAO

O estdmago ¢ um 6rgdo oco, grande, em forma de
feijao e dividido em trés partes: o cardia, o corpo (fundo) e o
antro'. Este 6rgdo é delimitado do esofago e do duodeno
pelos esfincteres gastro-esofagico e esfincter pildrico,
respectivamente. Na regido proxima ao cardia e ao piloro
existem as glandulas secretoras de muco’. Na regido do

corpo e fundo localizam-se as glandulas géstricas e na
regido antral (mucosa pilérica) as glandulas piléricas’. As
glandulas gastricas sdo formadas pelas células parietais,
produtoras de acido cloridrico (HCI) e fator intrinseco;
pelas células principais, produtoras de pepsinogénio; pelas
células mucosas, produtoras de muco; e pelas células D
produtoras do maior inibidor paracrino da secrecdo acida, a
somatostatina’.
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A regulacdo da secrecdo acida gastrica envolve
muitos tipos celulares, mediadores e hormonios, os quais
convergem para a etapa final da secre¢do, ou seja, da
atividade da H', K" ATPase. O 4cido géstrico, produto final
desta cadeia, ¢ responsavel pela digestdo de proteinas,
absor¢do do ferro, calcio e vitamina B,,, além de prevenir o
crescimento bacteriano e a infecgio entérica’.

A tlcera gastrica se da por lesoes causadas pela agdo
do HCI sobre a mucosa”’ devido ao desequilibrio entre os
fatores agressores e os mecanismos de defesa da mucosa
géstrica™. O HCI é considerado o maior fator agressor da
mucosa gastro-duodenal devido sua condicdo sin qua non
pra formacdo datilcera'’.

A mucosa gastrica apresenta como mecanismos
protetores a barreira muco/bicarbonato, a barreira epitelial,
as enzimas antioxidantes, o fluxo sanguineo, as
prostaglandinas e o 6xido nitrico. Ha também mecanismos
agressores da mucosa gastrica que s3o capazes de
contribuir para a ulcerogénese, como agentes quimicos
endogenos (HCI, pepsina) e exogenos (etanol e
antiinfamatérios ndo esteroidais — AINES), e agentes
biologicos (Helicobacter pylori).

O muco tem como fung¢do atuar como primeira linha
de defesa da mucosa géstrica além de protegé-la de fatores
agressores endogenos e exodgenos. O muco também possui
papel importante na cicatrizag@o das ulceras, acelerando a
recuperagio da mucosa lesada'’.

A mucosa gastrica ¢ recoberta por células epiteliais
justapostas, continuas a camada de muco no qual o HCO; ¢
secretado criando um gradiente de pH através do muco
neutralizando qualquer difusdo de H™ do limen géstrico em
direcdo as células epiteliais superficiais prevenindo assim a
sua acidificacdo e danos'".

A tulcera péptica foi considerada a maior causa de
morbidade e mortalidade por mais de um século”. Devido a
importancia clinica das ulceras pépticas houve o
desenvolvimento de drogas que tem por objetivo aliviar os
sintomas e at¢é mesmo possibilitar a cura. Drogas
pertencentes a familia de antagonistas de receptores H2
(cimetidina) ou inibidores de bomba protdnica
(Lansoprazol) sdo efetivas e muito utilizadas no tratamento
dos sintomas; porém, o uso prolongado dessas drogas pode
levar a efeitos adversos como risco de cancer' ™.

Em estudo anterior foi verificado que o mecanismo
de acdo do produto fermentado (a base de trigo e soja
fabricado pela empresa Aferbio Bioalimentos) responsavel
pela atividade antiulcerogénica constatada em ratos Wistar,
parece estar relacionado com os niveis de prostaglandinas .
A confirmacdo das prostaglandinas no mecanismo de agdo
do fermentado poderd ser realizada através da
quantificacdo do muco gastrico em animais tratados com o
produto”e da secregdo gastrica dcida.

Desta forma este estudo teve como objetivo
confirmar o mecanismo de agdo do fermentado, através da
quantificacdo do muco gastroprotetor e da produgdo de

secre¢do gastrica acida em ratos Wistar, além de verificar a
interferéncia na motilidade gastrointestinal em
camundongos.

Métodos
Ensaio biologico

O estudo foi realizado pelo Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas-SP, sendo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp para estudos
em animais, sob o namero 2536.1 de 07.11.2011. Para a
realizacdo do experimento foram utilizados ratos Wistar
machos e camundongos Swiss, com peso corporal entre 200
e 250g e 20 e 25g, respectivamente, os quais foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas-SP (Unicamp) e
utilizados nos experimentos apo6s periodo minimo de sete
dias de adaptagdo ao biotério, com ciclo de claro e escuro de
12 horas e temperatura ambiente de 20°C, com 4gua e racao
para animais de laboratorio (Nuvilab CR-1 autoclavavel).

Teste Farmacolégico
Ulcera Induzida por etanol em ratos

Apds um periodo de 16 horas de jejum, com acesso
livre a agua, cada grupo de seis animais recebeu, por via
oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo salina
0,9% (10mL/kg), como controle negativo, carbenoxolona
(200mg/kg), como controle positivo e o produto
fermentado na dose de 2000mg/kg de peso corporal do
animal, administrado previamente em trés doses
consecutivas, divididas em um periodo de 72 horas.
Decorridos 30 minutos da ultima dose, foi feita a
administragdo oral de 1 mL de etanol absoluto, de acordo
com a metodologia descrita por Robert'.

O indice de lesoes ulcerativas (ILU) foi calculado
por meio da somatoria dos pardmetros abaixo, de acordo
com a metodologia descrita por Gamberini etal.”.
Parimetros para estabelecimento do Indice de Lesdes
Ulcerativas (ILU).

Parametros avaliados Pontuacio
Perda de pregas da mucosa 1 ponto
Descoloragdo da mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragias 1 ponto
Petéquias 2 pontos
- Até 10 3 pontos
- Mais que 10
Ulceras até 1 mm Nx2 pontos
Ulceras maiores que 1 mm Nx3 pontos
Ulceras perfuradas Nx4 pontos

- Numero de lesdes observadas (n).
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Para a determinag@o da porcentagem de inibi¢ao do
ILU apresentados pelos grupos tratados em relacdo ao
grupo controle foi utilizada a seguinte formula:

Médla controle — Médla tratado X 100
Média controle

Determinac¢ao quantitativa do muco
gastroprotetor em ratos

Apds um periodo de 16 horas de jejum, com acesso
livre a agua, cada grupo de seis animais recebeu, por via
oral, o tratamento correspondente, ou seja, solu¢do salina
0,9% (10mL/kg), como controle negativo, carbenoxolona
(200mg/kg), como controle positivo e o produto
fermentado na dose de 2000mg/kg de peso corporal do
animal, administrado previamente em trés doses
consecutivas, divididas em um periodo de 72 horas. Apos
uma hora desta administracdo, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Os estdmagos
foram retirados, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados em solucdo salina 0,9% para posterior
determinacao quantitativa do muco gastroprotetor.

Assim foi retirada a regido findica do estémago,
sendo o corpo glandular pesado e mergulhado em 10mL de
solucdo de Alcian Blue 0,1% por um periodo de duas horas.
Em seguida, os estdmagos foram submetidos a lavagem
com 10mL de solucdo de sacarose 0,25M por duas vezes,
sendo a primeira por 15 segundos e a segunda por 45
minutos.

A seguir, os estdmagos foram transferidos para
10mL de solu¢do de MgCl, 0,5M por duas horas para a
extracdo do corante complexado com o muco gastrico.
Com a solug¢do obtida foi feita uma emulsdo com 10mL de
éter etilico. Esta emulsdo foi centrifugada por 15 minutos a
3600rpm, sendo a fase etérea desprezada e a fase aquosa,
submetida a leitura espectrofotométrica em 598nm,
conforme metodologia modificada de Corne etal.”.

Atividade anti-secretoria em ratos
(Modelo de ligadura do piloro)

Para a realizacdo dos experimentos, foram
utilizados grupo com oito ratos Wistar machos com peso
corporal entre 200 e 250g. Os animais foram utilizados nos
experimentos apos periodo minimo de sete dias de
adaptagdo em biotério, com ciclo de claro-escuro de 12
horas e temperatura ambiente de 20°C.

Este experimento foi realizado segundo a
metodologia de Shay et al., 1945. Apds um periodo de
jejum de 16 horas, com fornecimento de agua ad libitum, os
animais foram anestesiados por intermédio de inalacao de
éter etilico. Apos tricotomia e incisdo da parede abdominal,
foi realizada a ligadura do piloro com linha cirargica de
algodao.

Logo apds a ligadura, cada grupo de animais
recebeu por via intraduodenal, o tratamento
correspondente, ou seja, solug¢do salina (2mL/kg), como
controle negativo, cimetidina (100mg/kg), como controle
positivo e o produto fermentado na dose de 2000mg/kg. O
abdomen foi entdo suturado e apds quatro horas, os animais
foram mortos por deslocamento cervical e o abdémen foi
reaberto para aretirada do estomago.

Foi determinado o volume do contetudo estomacal
e a quantidade de ions H' (mEq/1/4h) através de titulagdo
com soluc¢do de hidroxido de sddio 0,1N.

Avaliacio da atividade sobre a
motilidade intestinal em camundongos

Apoés o tratamento de 12 horas em jejum, com
acesso livre a dgua, cada grupo de oito animais recebeu, por
via oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo
salina (10mL/kg) como controle negativo, atropina
(3mg/kg), como controle positivo e o produto fermentado
na dose de 2000mg/kg de peso corporal animal. Apos uma
hora desta administragdo, os animais receberam 0,1mL de
uma suspensao de carvao ativado (2%, v.o.). Passados 30
minutos, os animais foram mortos por deslocamento
cervical, seus intestinos foram retirados e o percurso do
marcador medido. A medida do transito intestinal foi
expressa pela porcentagem do deslocamento do carvao
ativado em relagdo ao comprimento total do intestino
delgado, considerado desde o piloro até o ceco.

ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a analise de
variancia de uma unica via (ANOVA), considerando-se
como nivel critico p<0,05 para que fosse considerada
diferenca significante entre os grupos controle e tratados,
seguida do Teste de Duncan, considerando-se 0 mesmo
nivel critico.

RESULTADOS

No modelo de ulcera induzida por etanol, os
animais foram tratados por via oral, com o produto
fermentado em pd, na dose de 2000mg/kg e com
carbenoxolona, na dose de 200mg/kg. O fermentado
apresentou atividade antiulcerogénica, reduzindo em
57,1% o indice de lesdes ulcerativas (ILU), enquanto que a
carbenoxolona foi capaz de reduzir o ILU em 92,3%. Os
resultados obtidos estdo expressos no grafico e tabela 1,
como média desvio padrao da média do indice de lesdes
ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

Ja na determinacdo quantitativa do muco
gastroprotetor o fermentado apresentou capacidade em
aumentar a produgao deste muco em 48,9% enquanto que a
carbenoxolona elevou a quantidade de muco em 108,6%.
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Os resultados obtidos estio expressos no grafico e tabela 2,
como média desvio padrao da média da quantificacdo do
muco gastroprotetor, para cada grupo de tratamento.

No modelo de ligadura do piloro em ratos, os
animais foram tratados, por via intraduodenal com o
produto fermentado e com cimetidina. O fermentado néo
interferiu na concentragdo hidrogenionica, por outro lado, a
cimetidina foi capaz de reduzi-la em 50%. Os resultados
obtidos estdo expressos no grafico e tabela 3, como média
desvio padrdo do volume da concentra¢io hidrogenidnica,
para cada grupo de tratamento.

O transito intestinal de camundongos tratados, por
via oral, com o produto fermentado, na dose de 2000mg/kg
e com atropina, na dose de 3mg/kg foi medido. O
fermentado ndo apresentou capacidade em alterar a
motilidade intestinal, enquanto que a atropina reduziu o
deslocamento do marcador (carvao ativado) em 37,3%. Os
resultados obtidos estdo expressos no grafico e tabela 4,
como média desvio padrdo da média do deslocamento
intestinal, para cada grupo de tratamento.

DISCUSSAO

Asulceras pépticas sao lesdes na mucosa géstrica e
duodenal provocadas por um desequilibrio entre os fatores
protetores e lesivos e podem ser agravadas pelo estresse,
consumo excessivo de alcool, tabagismo, uso de drogas
antiinflamatérias do tipo ndo esteroidais (DAINESs) e pela
presenca de Helicobacter pylori no trato
gastrointestinal*"”.

Existem basicamente dois mecanismos de agdo
para as drogas antiulcerogénicas. O primeiro deles refere-
se aos mecanismos que controlam o processo de secrecdo
acida gastrica e atuam como potentes antioxidantes. O
segundo refere-se aqueles mecanismos que aumentam a
resisténcia das células da mucosa gastrica aos fatores
agressivos pelo aumento da sintese de prostaglandinas e/ou
estimulando a secre¢do de muco e bicarbonato™*"*.

Em estudos anteriores foi averiguada a agdo
antiulcerogénica do produto fermentado em modelo de
ulcera induzida por etanol. Os resultados obtidos
demonstraram que os principios ativos do fermentado
apresentam atividade antiulcerogénica, provavelmente
através da promocdo de citoprotecdo gastrica,
especialmente através do aumento dos niveis de
prostaglandinas”. Neste trabalho foi avaliada a possivel
atuagdo dos principios ativos do fermentado na producao
aumentada do muco gastroprotetor além de avaliar a
participacdo da secrecdo acida gastrica na atividade
antiulcerogénica do produto através da utilizacdo de
modelos de ligadura de piloro em ratos e motilidade
intestinal em camundongos.

O etanol ¢é responsavel pela diminuicao da defesa
fisiologica da mucosa gastrica uma vez que provoca a
diminui¢ao da producdo de muco, do fluxo sanguineo local,

da secre¢do do bicarbonato ¢ dos niveis de glutationa e
prostaglandina enddgena. O etanol também ¢ capaz de
ativar os mecanismos que sdo considerados fatores
agressores que podem ocasionar ulceracdao, além de
aumentar a liberagao de histamina, o influxo de ions calcio,
a geragdo de radicais livres e a producio de leucotrienos™.

A atividade antiulcerogénica promovida pelo
fermentado no modelo de Ulcera induzida por etanol em
ratos sugere o envolvimento de fatores citoprotetores da
mucosa gastrica, uma vez que neste modelo, as drogas que
agem por mecanismos anti-secretorios ndo apresentam tal
atividade™.

A carbenoxolona tem sua atividade antiulcerogé-
nica comprovada e seu mecanismo de ag¢do consiste em
aumentar a sintese de prostaglandinas na mucosa gastrica
inibindo as enzimas que promovem seu catabolismo™*.

As prostaglandinas possuem um papel importante
na mediacdo de diversos fatores da defesa da mucosa
gastrointestinal”. Esse efeito citoprotetor da mucosa por
meio das prostaglandinas ocorre por inibi¢do da secregdo
acida e de pepsinogénio, pela capacidade de aumentar a
quantidade de muco, pela alteracdo na estrutura
microvascular, além de serem consideradas substancias
vasodilatadoras que garantem o aporte nutricional
necessario para o bom funcionamento celular’”**”.

Drogas pertencentes a familia dos antagonistas de
receptores de H2, como a cimetidina, ou os inibidores de
bomba protedmica, como o Lansoprazol, sdo efetivas e
bastante utilizadas no tratamento dos sintomas da ulcera
péptica, porém se utilizadas por um tempo prolongado pode
haver sérios efeitos adversos como o aumento do risco de
cancer™".

Na secre¢do acida gastrica estdo envolvidos os
mediadores como histamina, gastrina e acetilcolina. A
histamina ¢ um autacéide que aumenta a secrecao acida
gastrica através de estimulacao dos receptores H2 presentes
nas células parietais da mucosa gastrica’’'. A pentagastrina
corresponde a extremidade funcional da molécula de
gastrina, a qual foi acrescentado uma -alanina substituida.
Este composto age sobre os receptores CCK-B da gastrina,
aumentando a liberacdo de acido gastrico ¢ ainda a secre¢ao
de histamina das células enterocromafins™. A acetilcolina é
um agonista seletivo para receptores muscarinicos, que
estdo envolvidos no aumento da secrecio dcida géstrica™.

Foi avaliado o parametro concentragdo hidroge-
nidnica do conteudo gastrico dos animais tratados com o
fermentado, por via intraduodenal, na dose de 2000 mg/Kg,
em modelo de ligadura de piloro em ratos. A analise dos
resultados demonstrou que este produto ndo foi capaz de
reduzir a concentragdo hidrogenidnica, enquanto que a
cimetidina, droga de referéncia, produziu uma diminuicio
de 50%. Estes resultados sugerem que a atividade
antiulcerogénica do produto fermentado ndo envolve
mecanismo anti-secretor. Para confirmar estes resultados,
foi avaliada a interferéncia deste produto sobre a motilidade
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intestinal de camundongos, ja que os movimentos
peristalticos sdo fisiologicamente controlados pela
interacdo do neurotransmissor acetilcolina com seu
receptor muscarinico do subtipo M, e a reducdo desta
motilidade poderia sugerir um efeito anticolinérgico e
consequentemente anti-secretor’ . A anélise dos resultados
revelou que o fermentado, administrado oralmente na dose
de 2000 mg/kg, ndo alterou a motilidade intestinal dos
animais, enquanto que a atropina, droga de referéncia,
administrada pela mesma via na dose de 3 mg/kg, produziu
uma diminuicao de cerca de 40% da motilidade intestinal.

CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos nesse experimento
com ratos ¢ camundongos, concluiu-se que o fermentado
provavelmente promove a citoprote¢do da mucosa gastrica,
através do aumento da produgdo de muco gastroprotetor
especialmente por meio dos niveis de prostaglandinas.
Declaracado de Conflitos de Interesse: Os autores
declaram ndo haver conflito de interesses relacionado ao
presente artigo.
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Grafico 1 - Efeito da administragédo oral do fermentado em modelo experimental de ulcera induzida por etanol,
em ratos (ANOVA (F,,,): 68,76 p<0,001; Teste de Duncan: * p<0,001).
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Tabela 1 - Efeito da administragao oral do fermentado em modelo experimental de
ulcera induzida por etanol, em ratos.

Tratamento Dose (mg/kg) N ILU Inibigdo do ILU (%)
(média £ epm)

Salina - 6 87,5 £9,6 -

Carbenoxolona 200 6 6,7 +0,8% 92,3

Fermentado 2000 6 37,5+ 15,3* 57,1

ANOVA (F,,,): 68,76 p<0,001; Teste de Duncan: * p<0,001.

Grafico 2 - Efeito da administragédo oral do produto fermentado na produgdo do muco gastroprotetor
em modelo experimental de Ulcera induzida por etanol em ratos
(ANOVA (F,,): 11,5 p<0,001; Teste de Duncan: * p<0,05 **p<0,001).
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- . EFEITO DE FERMENTADO (UTILIZADO COMO ALIMENTO FUNCIONAL) SOBRE:
A CITOPROTECAO GASTRICA, ATIVIDADE ANTI-SECRETORIA E A MOTILIDADE INTESTINAL EM ANIMAIS.

Tabela 2 - Efeito da administragédo oral do produto fermentado na produ¢do do muco gastroprotetor em modelo
experimental de ulcera induzida por etanol em ratos.

Tratamento Dose N Muco (pg Alcian Blue/g tecido Aumento do muco
(mg/kg) glandular (%)

Salina - 6 52,6 +7,8 -

Carbenoxolona 200 6 109,7 + 29,8** 108.6

Fermentado 2000 6 78,3 +10,9* 48,9

ANOVA (F,,,): 11,5 p<0,001; Teste de Duncan: * p<0,05 **p<0,001.

Grafico 3 - Efeito da administragéo intraduodenal do produto fermentado em modelo de ligadura do piloro
em ratos (ANOVA: Volume: (F,,,) = 20,21 p<0,001; H": (F,,,) = 18,03 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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Tabela 3 - Efeito da administragao intraduodenal do produto fermentado em modelo de
ligadura do piloro em ratos.

Tratamento Dose (mg/kg) N [H"] (mEq/L)
Salina - 8 1,2 £0,2
Cimetidina 100 8 0,6 £0,2%
Fermentado 2000 8 1,6 £0,3

ANOVA: Volume: (F, ;) = 20,21 p<0,001; H': (F,,) = 18,03 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001.

Grafico 4 - Efeito da administragdo oral do produto fermentado no deslocamento intestinal em camundongos
(ANOVA(F, ;) = 9,29 p<0,001; Teste de Duncan: *p<0,01).
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Tabela 4: Efeito da administragédo oral do produto fermentado no deslocamento intestinal em camundongos.

Tratamento Dose N Deslocamento do Reducgéo do
(mg/kg) Intestino (%) Transito(%)
Salina - 8 66,7 + 8,7 -
Atropina 3 8 41,8 + 14,0% 37,3
Fermentado 2000 8 62,8 10,0 5,8
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