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RESUMO

DA PAZ, A. P. S. Efeito Gastroprotetor e Cicatrizante do Extrato Padronizado de
Citrus sinensis (L.) Osbeck (Morosil®). Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-

graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2024.

As Ulceras géstricas sdo de origem multifatorial e representam um problema de saude
publica devido a sua alta morbidade, mortalidade e perdas econémicas geradas. Seu
tratamento clinico possui uma eficacia terapéutica satisfatoria, porém os farmacos
existentes induzem muitos efeitos adversos. Desta forma, se faz necessaria a
pesquisa de novos compostos que sejam eficazes, seguros e com menos efeitos
indesejaveis. A laranja moro (C. sinensis (L.) Osbeck) possui um extrato seco
padronizado (Morosil®), obtido a partir do seu suco, que é rico em compostos
bioativos antioxidante e anti-inflamatoérios. Portanto, a proposta deste trabalho
consiste em avaliar o efeito da suplementacao do extrato padronizado de C. sinensis
(L.) Osbeck (ECS) na citoprotec@o e cicatrizagdo de diversos modelos de Ulcera
gastrica induzidas em ratos Wistar, bem como seu o potencial de cicatriza¢ao in vitro
e, analisar possiveis mecanismos de acéo relacionados aos efeitos observados. No
ensaio de cicatrizacao de feridas in vitro, a concentracao de 1 ug/ml ECS apresentou
o melhor percentual de reducdo do arranh&o. Ja nos ensaios in vivo, a dose de 250
mg/kg foi a que obteve os melhores resultados, atuando positivamente sobre os
marcadores de estresse oxidativo MDA, nitrito, GSH e na atividade da CAT. A atuacao
do ECS sobre a ulceracdo gastrica parece estar fortemente ligada a regulacdo das
defesas antioxidantes. O extrato ndo influenciou a acidez gastrica, indicando que a
acao citoprotetora encontrada pode estar relacionada a manutencdo da barreira
mucoprotetora. Portanto, O ESC atuou sobre a migracdo celular, influenciado na
repavimentacdo do tecido, além de demonstrar potencial terapéutico nos variados
modelos de lesdo aplicados, apontando para um possivel papel citoprotetor e

cicatrizante dose-dependente.

Palavras-chave: Ulcera Gastrica; Estbmago; Nutracéutico; Frutas citricas; Ensaio do

arranhao.



ABSTRACT

DA PAZ, A. P. S. Gastroprotective and Healing Effect of Standardized Extract of
Citrus sinensis (L.) Osbeck (Morosil®). Dissertation (Master). Pos-Graduate

Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2024.

Gastric ulcers are multifactorial in origin and represent a public health problem due to
their high morbidity, mortality, and economic losses. Their clinical treatment has
satisfactory therapeutic efficacy, but existing drugs induce many adverse effects.
Therefore, it is necessary to research new effective, safe compounds with fewer
undesirable effects. Moro orange (C. sinensis (L.) Osbeck) has a standardized dry
extract (Morosil®), obtained from its juice, which is rich in antioxidant and anti-
inflammatory bioactive compounds. Therefore, this study proposes to evaluate the
effect of supplementation with the standardized extract of C. sinensis (L.) Osbeck
(ECS) on the cytoprotection and healing of several models of gastric ulcer induced in
Wistar rats, as well as its in vitro healing potential and to analyze possible mechanisms
of action related to the observed effects. In the in vitro wound healing assay, 1 pg/ml
ECS concentration showed the best percentage of scratch reduction. In the in vivo
assays, the dose of 250 mg/kg was the one that obtained the best results, acting
positively on the oxidative stress markers MDA, nitrite, GSH, and the activity of CAT.
The action of ECS on gastric ulceration seems to be strongly linked to the regulation
of antioxidant defenses. The extract did not influence gastric acidity, indicating that the
cytoprotective action found may be related to maintaining the mucoprotective barrier.
Therefore, ESC acted on cell migration and influenced tissue repaving, in addition to
demonstrating therapeutic potential in the various injury models applied, pointing to a

possible dose-dependent cytoprotective and healing role.

Keywords: Gastric Ulcer; Stomach; Nutraceutical; Citrus fruits; Scratch assay.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera gastrica é uma leséo do trato digestivo resultante do desequilibrio entre
fatores que danificam a mucosa, tais como espécies reativas de oxigénio (EROs) e
secrecdo acido-pepsina; e os que a protegem, como: fluxo sanguineo, regeneracao
celular, barreira epitelial e secrecdo de muco (HUNT et al., 2015; SELMI et al., 2017;
BRANDAO et al., 2019). Tal desequilibrio esta associado a fatores como fumo, &lcool,
dieta, estresse, presenca de Helicobacter pylori e uso crénico de anti-inflamatorios
néo esteroidais (AINEs) (BRANDAO et al., 2019). As Ulceras gastricas afetam cerca
de 10% da populacdo mundial (LAURET et al., 2015) e representando um problema
de saude publica devido a sua alta morbidade, mortalidade e perdas econémicas
geradas (ADINORTEY; ANSAH; GALYUON, 2013).

O tratamento clinico para Ulceras gastricas possui uma eficacia terapéutica
satisfatoria, porém os farmacos existentes induzem muitos efeitos adversos, entre 0s
quais: risco de osteoporose, diminuicdo da absorcdo de vitamina B12, diarréia,
cefaléia, sonoléncia, fadiga, dor muscular e constipacao (Bl et al., 2014; CENA et al.,
2020; LIU et al., 2020). Apesar de menos frequente, esses medicamentos também
podem provocar confusdo mental, tontura, ginecomastia, impoténcia, perda da libido,
reacoes alérgicas, hipotensao e arritmias cardiacas (THOMSON et al., 2010; ORIA et
al., 2016). Portanto, se faz necessaria a pesquisa de novos produtos citoprotetores e
cicatrizantes gastricos, que sejam eficazes, seguros e com menos efeitos
indesejaveis.

Produtos naturais com propriedades antioxidantes possuem efeitos
antiulcerogénicos (REPETTO; LLESUY, 2002). A laranja moro (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), também conhecida como laranja vermelha ou sanguinea, possui
antocianinas, um pigmento antioxidante normalmente ndo encontrado em outras
frutas citricas e, que sdo os responsaveis pela coloragdo avermelhada dessa fruta (DE
LIMA; BARBOSA, 2021). Aléem disso, as laranjas dessa variedade possuem maior
concentragéo de vitamina C e de compostos fendlicos bioativos em comparagao com
laranjas amarelas (CARDILE et al., 2015; KANEKO; SHIRAKAWA, 2018; DE LIMA,;
BARBOSA, 2021). Tais caracteristicas provém de substancias que ja demonstraram

atividades biol6gicas promissoras para a saude humana, incluindo a prevencéo de
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atividade anti-ulcera (BIGONIYA; SINGH, 2014; LV et al.,2015; RUPASINGHE et al.,
2016; JIA et al., 2020; DE LIMA; BARBOSA, 2021).

O consumo de preparacdes (chas, decoctos, etc.) ou do produto in natura esta
presente na medicina popular hd milénios, com as mais diversas finalidades, porém
tais usos estdo sujeitos a variacdes de dose, modo de preparo e composicao quimica
da planta. Todavia, a laranja moro possui um extrato seco padronizado (Morosil®),
obtido a partir do suco de C. sinensis (L.) Osbeck, comercializado no mercado nacional
e internacional, geralmente apresentado em cépsulas contendo 500 mg, consumidas
visando, principalmente, perda de peso corporal e prevencéo da obesidade (KEGELE
et al., 2019).

Incialmente os estudos demonstram o papel do extrato padronizado de Citrus
sinensis (L.) Osbeck na prevencao de disturbios metabdlicos, obesidade, resisténcia
a insulina, esteatose hepética e doencas cardiovasculares (RUPASINGHE et al.,
2016, DE LIMA; BARBOSA, 2021). Contudo, até entdo, nenhum estudo abordou os
efeitos do Morosil® sobre leses gastricas, 0 que tornasse especialmente relevante
diante da presenca de fitoquimicos que possuem atividades importantes dentro dos
processos de protecdo gastrica (antioxidantes, anti-inflamatorios, por exemplo).
Considerando que a Ulcera gastrica possui uma origem heterogénea e que se trata de
um produto padronizado, registrado pela ANVISA e que ja conta com a aceitabilidade
do publico, forma, torna-se relevante investigar o efeito da suplementacao do Morosil®
em modelo de cicatrizacdo de feridas in vitro, respeitando o principio dos 3Rs
(reducédo, substituicdo e refinamento no uso de animais), antes da aplicacdo em
modelos de citoprotecdo e cicatrizacdo de Ulceras gastricas in vivo, avaliando assim
o potencial desse nutracéutico na protecao gastrica, dada a sua aceitacdo comercial
ja existente, com possibilidade de futuramente estender sua recomendacéo para que

seja considerado também um protetor gastrico.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Avaliar o efeito gastroprotetor e cicatrizante da suplementacdo do extrato
padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck (ECS) em modelos in vitro e in

Vivo.

2.2 Objetivos Especifico

e Avaliar o potencial de repavimentacéo celular do ECS através de ensaio de
cicatrizacao de feridas in vitro;

e Avaliar in vivo o potencial citoprotetor do ECS nos modelos de lesao gastrica
induzida com etanol e indomentacina;

e Avaliar in vivo o efeito de ECS sobre a acidez gastrica (ligadura de piloro);

e Auvaliar in vivo o potencial cicatrizante do ECS em modelo de Ulcera gastrica
induzida cirurgicamente por acido acético;

e Avaliar o efeito do tratamento sob o estresse oxidativo partir das dosagens
de MDA, SOD, CAT, nitrito e GSH no tecido gastrico submetido ao protocolo
de &cido acético.



21

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Ulcera Gastrica
3.1.1 ESTOMAGO: ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS

O estdbmago € a regido mais dilatada do canal alimentar, em sua anatomia possui
uma estrutura sacular, semelhante a uma bolsa, onde a parte convexa, chamada de
curvatura maior, estende-se ao longo da linha média esquerda ligada ao es6fago, e a
parte concava, chamada curvatura menor, une-se ao duodeno a direita (WOLCZUK
et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Divisbes anatdmicas do estdmago

Eséfago Cardia
Curvatura l
Curvatura
maior

Duodeno

Fonte: elaborado pela autora.

Macroscopicamente, o estomago se divide em quatro regides: céardia, regido
estreita, situada na juncdo gastroesofagica; fundo, regido em formato de cupula a
esquerda do esb6fago, comumente cheia de gas; corpo, a maior regido e responsavel
pela formacao do quimo (produto parcial da digestdo do bolo alimentar); e o antro ou
piloro, que € uma porcgéao estreita, afunilada, dotada do espesso esfincter pilorico, que
controla a liberagéo intermitente do quimo para o duodeno (Figura 1) (GARTNER,;
HIATT, 2000; WILSON; STEVENSON, 2019).

A parede gastrica divide-se em quatro camadas histologicas: a mucosa, a

submucosa, a camada muscular e a serosa (ou adventicia) (Figura 2) (WILSON;
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STEVENSON, 2019). Histologicamente, as caracteristicas estruturais das regides do

fundo e do corpo sdo anéalogas, a superficie interna do estbmago exibe pregas (rugas),

dobras longitudinais da mucosa e submucosa, que desaparecem quando o estdmago

esta distendido (WILSON; STEVENSON, 2019).

Figura 2 - Camadas histolégicas do estdbmago

Camada muscular
circular

-

Camada muscular
longitudinal

"

Pregas

Esfincter
pilorico Camada muscular
obliqua

T R Fossetas

- gastricas
- @ ; .

Glandulas
gastricas

o% oV . 8 i
o A A\ 2= Vasos sanguineos

=
Camada muscular
obliqua

. Camada muscular
circular

Camada muscular

longitudinal

Camada de
tecido conjuntivo

Periténio

Fonte: adaptado de Encyclopaedia Britannica [s. d.].
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Muscular Submucosa

Serosa

A mucosa €é constituida por um epitélio colunar simples que reveste

uniformemente o estbmago e se projeta em estruturas invaginadas denominadas

fossetas (fossas, fovéolas ou criptas) gastricas, que vao em direcdo a lamina prépria
(HOFFMAN, 2015; WILSON; STEVENSON, 2019). Essas fossetas conduzem a

numerosas glandulas, que se diferem histologicamente em cardicas, fundicas

(oxinticas) e pildricas, conforme a regido do 6rgdo (HOFFMAN, 2015). A partir da

camada submucosa ja ndo ha a presenca de glandulas. A camada muscular € formada

por trés camadas de musculo liso: obliqua interna, circular média e longitudinal

externa (GARTNER; HIATT, 2000). A camada serosa & a tunica mais externa do

estdbmago, sendo constituida por um epitélio simples pavimentoso e tecido conjuntivo

subjacente (GARTNER; HIATT, 2000).
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3.1.2 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

O termo “ulcera péptica” se refere a lesdo acida péptica do trato digestivo que
resulta na ruptura da mucosa, atingindo a submucosa (LANAS; CHAN, 2017) (Figura
3). Essa condicéo afeta quatro milhdes de pessoas por ano, sendo uma das doencas
mais prevalentes em todo o mundo (TRIPATHI; SINGH; MUKERJEE, 2021). A
incidéncia da doenca ulcerosa péptica varia com a idade, sexo, localizacdo geografica
e esta associada a complicacdes graves, incluindo hemorragias, perfuracoes,
obstrucdo gastrointestinal e cancer (AHMED et al.,.2022). Assim, essa condicdo
clinica representa um problema de saiude mundial devido a sua alta morbidade,
mortalidade e as perdas econdmica geradas (ADINORTEY et al., 2013).
Mundialmente, a prevaléncia da doenca é de cerca de 40% nos paises desenvolvidos
e 80% nos paises em desenvolvimento (ADINORTEY et al., 2013). Como uma
estimativa de 15.000 mortes a cada ano (AHMED et al., 2022).

Figura 3 - Imagem representativa do processo de ulceragéo géastrica

Mucosa —

Submucosa

Fonte: adaptado de Wikipédia — Erosion excoriation ulcer 2 (2013).

As Ulceras pépticas podem estar localizadas no estdmago (gastricas), no
esbfago (esofagicas) ou no duodeno (duodenais) (NASCIMENTO et al., 2015). A

origem é multifatorial, podendo ser o resultado de um desequilibrio entre fatores
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agressivos e fatores citoprotetores. Os agentes que podem se opor nessa balanca
sdo, por exemplo: um ambiente hipersecretor de acido cloridrico (HCI), infeccao
causada pela bactéria Helicobacter pylori, alcool, excessivo uso de anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINES); versos a barreira de muco e bicarbonato, prostaglandinas,
fluxo sanguineo, reparo celular, antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (HUNT
et al., 2015; SELMI et al., 2017; SOUSA et al., 2018; BRANDAO et al., 2019).

Os AINEs néo seletivos, como indometacina, aspirina e ibuprofeno, induzem
Ulceras pela inibicdo da producéo de prostaglandinas no estémago, isso se da como
consequéncia da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) (PATRIGNANI;
PATRONO, 2015).

A supressédo da biosintese de prostaglandinas resulta em maior suscetibilidade
a lesdo da mucosa e, subsequentemente, a ulceracdo gastrica (ADINORTEY et al.,
2013), uma vez que as prostaglandinas exercem efeitos citoprotetores essenciais na
manutencdo da integridade da mucosa: inibicdo da secrecdo de acido, estimulo a
secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipidos, aumentam o fluxo sanguineo da
mucosa, e estimulo a renovacdao e reparo celular (PATRIGNANI et al., 2011; KHAN et
al., 2013; TAKEUCHI, 2014).

As células epiteliais de superficiais sdo responsaveis pela secre¢cao de muco e
bicarbonato que formam uma barreira de protecdo pré-epitelial entre o lamen gastrico
e 0 epitélio que atua contra a acdo do acido luminal e pepsina, mantendo o gradiente
de pH na superficie de células epiteliais maior que o do lumen géstrico (KHAN et al.,
2013). Antagonistas muscarinicos, agonistas a-adrenérgicos, anti-inflamatérios,
acidos biliares, fumaca de cigarro e provavelmente o processo infeccioso
desencadeado pela bactéria H. pylori, sdo fatores inibidores da secrecdo de
bicarbonato (H@JGAARD et al., 1996; BIGHETTI et al., 2002; WEN et al., 2016).

A presenca da bactéria H. pylori estd associada a 70% dos casos de Ulcera
gastrica e, se apresenta com um fator de risco para o aparecimento e reaparecimento
de ulceras e gastrites e, para o desenvolvimento de cancer duodenal (NAPOLITANO,
2009; MAHACHAI et al., 2018). A fisiologia do trato gastrointestinal é fortemente
afetada pela infeccdo causada pela H. pylori, que induz a uma inflamacé&o crénica,
aumentando a secre¢do acida e inibindo os mecanismos de regulagédo
(MALFERTHEINER, 2011).
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A polifarmécia, o uso rotineiro e concomitante de quatro ou mais medicamentos
(com ou sem prescricdo médica) (WHO, 2019), também pode ser considerada um
fator de risco para lesbes da mucosa gastrica, pois essa ingestdo simultanea pode
promover interacdes medicamentosos indesejadas, especialmente quando se trata de
idosos. Pois além de serem a parcela que mais faz uso de polifarmacia, o
envelhecimento também influencia a absorcédo ineficiente de medicamentos, a
diminuicdo do peristaltismo digestivo do idoso, por exemplo, favorece o aumento do
periodo de contato entre o farmaco e a superficie mucosa de absorcdo, podendo
causar lesédo gastrica por aderirem a mucosa local (DE OLIVEIRA; CORRADI, 2018).

O etanol é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de Ulceras
gastricas por causar danos a membrana através da sua capacidade de solubilizar a
camada muco-protetora e expb-la as acdes proteoliticas e hidroliticas do acido
cloridrico e da pepsina (OATES; HAKKINEN, 1988; SENER; PASKALOGLU;
AYANOGLU-DULGER, 2004). Além disso, estimulagdo da secrecio acida e redugédo
do fluxo sanguineo, provocados pelo etanol, leva a lesbes microvasculares, por meio
da ruptura do endotélio vascular, facilitando a permeabilidade (LI et al., 2008; PARK
et al., 2015; ABOUL NASER et al., 2020). Assim como outros agentes agressores, 0
alcool desencadeia desequilibrios nos processos antioxidantes celulares, por causar
a liberacdo de anion superéxido e radicais livres, levando ao aumento do estresse
oxidativo nos tecidos, evidenciado pelo aumento dos niveis de malondialdeido (MDA),
marcador do aumento da peroxidacao lipidica (GLAVIN; SZABO, 1992; MAROTTA et
al., 1999; REPETTO; LLESUY, 2002)

3.1.3 TRATAMENTO E EFEITOS ADVERSOS

No tratamento de Ulceras pépticas, diversos farmacos antiulcerogénicos buscam
se opor ao, ja mencionado, desbalango entre fatores agressores e protetores, e/ou
estimular as defesas da mucosa gastrica, a fim de reverter, prevenir e/ou aliviar os
sintomas (GADEKAR et al., 2010). Esses medicamentos podem ser divididos em:
agentes antissecretores, que correspondem aos antagonistas de receptores
histaminérgicos H2 (H2Ras), inibidores da bomba de protons (IBPs) e farmacos

anticolinérgicos e; agentes citoprotetores (analogos da prostaglandina, produtores
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barreira fisica) e os antiacidos (Figura 4). Podem ser incluidos nessa divisdo, os

antibioticos usados quando ha presenca da bactéria Helicobacter pylori.

Figura 4 - Classes de farmacos antiulcerogénicos

FARMACOS ANTIULCEROGENICOS

ANTISSECRETORES CITOPROTETORES Antibidticos  ANTIACIDOS

Inibidores da

Antagonistas de N Analogos da Produtores de i Alivio dos
Bomba de Anticolinérgicos X N Em associagdo X
Receptores H2 p Prostaglandina Barreira Fisica sintomas
Prétons
e . . . - Hidréxido de
Ranitidina Omeprazol Escopolamina Misoprostol Sucralfato Claritromicina Aluminio

Fonte: elaborado pela autora.

O controle da doenca acido péptica € feito basicamente com a supressédo da
producdo de acido no estdbmago, utilizando inibidores da bomba de prétons, como o
omeprazol, lansoprazol, esomeprazol e pantoprazol ou, com o uso de antagonistas de
receptores histaminérgicos H2 (H2RAs), como cimetidina, ranitidina, nizatidina e
famotidina (Wallace e Sharkey, 2012).

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) sdo derivados benzimidazois que
agem inibindo a bomba de prétons da célula parietal, impedindo a secrecao do acido
cloridrico (WELAGE; BERARDI, 2000). Os IBPs sdo usados em outras condi¢fes
relacionadas ao acido gastrico para além de Ulcera péptica, como esofagite erosiva,
doenca do refluxo gastroesofagico, e condi¢des hipersecretdrias como a Sindrome de
Zollinger-Ellison (MAES et al. 2017).

Mesmo sendo classes eficientes de farmacos, tanto os IBPs, quanto os H2Ras,
apresentam varios efeitos adversos importantes, agravados pelo uso indiscriminado,

como o potencial para hipersecrecdo acida de rebote apés a retirada do farmaco,
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devido a hipergastrinemia resultante da elevacdo do pH luminal em virtude da
supressédo acida prolongada (DACHA et al., 2015; REEVE et al., 2015; FARRELL et
al., 2017; NAUNTON et al., 2018).

Em associagdo com antibioticos (claritromicina, amoxicilina, tetraciclina,
metronidazol), farmacos antissecretores (IBPs como omeprazol ou H2Ras como
ranitidina) (MAHACHAI et al., 2018), podem ser usados também no combate a H.
pylori. No entanto, este tratamento pode ter efeitos colaterais, entre eles: nauseas,
diarreias e tonturas (BRUNTON, 2001; JAIN et al., 2007).

Acrescentar um IBPs a um tratamento de politerapia complexa, pode provocar
interacfes medicamentosas clinicamente relevantes, levando a complicacdes, como:
risco de trombose, reinternacdo, faléncia de 6rgdos ou agravamento do estado,
principalmente em pacientes idosos (CENA et al, 2020). O citalopram e o
escitalopram sdo antidepressivos metabolizados pelo CYP2C19, que é inibido pelos
IBPs, elevando os niveis da concentracdo plasméatica, o que pode provocar o
prolongamento o intervalo QT e acarretar sérios danos a funcéo cardiaca (OJERO-
SENARD et al., 2017). Algo semelhante pode correr com a metabolizag&o da varfarina
(CYP2C9 e CYP3A4, onde a concentracdo plasmatica do anticoagulante nao
diminuiria como esperado, podendo elevar o risco de hemorragia (CENA et al., 2020).

O uso excessivo de IBPs e o alto indice de prescricbes inadequadas tém
chamado a atencéo (LANAS, 2016; CENA et al., 2020; Liu et al., 2020), pois além de
comuns, sao financeiramente onerosas (FRALICK et al., 2020). O que ressalta a
importancia de promover o uso racional e adequando dos IBPs, identificando a
necessidade real de prescri¢cdo, escolhendo a alternativa mais racional (LIU et al.,
2020).

Entre os efeitos adversos mais comumente associados ao uso de IBPs est&o dor
de cabeca, erupcdo cutanea, tontura e sintomas gastrointestinais, incluindo nausea,
dor abdominal, flatuléncia, constipagdo e diarreia (YIBIRIN et al., 2021). Por afetar a
absorcdo de micronutrientes, os IBPs também podem levar a complicacoes
relacionadas a deficiéncias nutricionais, como a osteoporose e aumento do risco de
fraturas 6sseas, pela diminuicdo na absorcdo de calcio no intestino (YIBIRIN et al.,
2021). Isso também se aplica a deficiéncia de vitamina B12, que a longo prazo, pode
manifestar anormalidades hematoldgicas, neuroldgicas e psiquiatricas (FORCE et al.,
2003; MARCUARD et al., 1994). Além disso, a elevagédo do pH no contetdo luminal
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gastrico, também pode favorecer infec¢cdes dentro e fora do trato gastrointestinal
(LODATO et al., 2010; HAASTRUP et al., 2018).

Os agentes anticolinérgicos, como escopolamina e atropina, agem bloqueando
0s receptores muscarinicos da célula parietal, reduzindo assim a secrecéo &cida e a
dor, através da contencédo da motilidade duodenal (SCHUBERT, 2016). Além de sua
baixa eficacia no controle da acidez, seus efeitos colaterais incluem constipacao, visao
turva, boca seca, e levaram a sua descontinuagédo (SCHUBERT, 2016).

A histamina estimula a secrecéo acida géstrica ao interagir com receptores H2,
na célula parietal, assim os antagonistas seletivos de receptores H2 (H2Ras) reduzem
a secrecdo acida ao impedir a ligacdo da histamina (AIHARA et al., 2003; JAIN et al.,
2007). O surgimento dos H2Ras diminuiu a necessidade de cirurgia para o tratamento
de ulceras, contudo, 0 seu uso continuo promove uma alta reincidéncia, supressao
prolongada da secrec¢ao acida gastrica, alteracdes imunoldgicas, tontura, impoténcia,
sonoléncia e erupcao cutanea (AIHARA et al., 2003; JAIN et al., 2007).

O uso de H2Ras foi associado a efeitos no nivel do sistema nervoso central
(confusdo mental, dor de cabeca e depressao), danos renais e hepaticos (SAX, 1987).
Além de efeitos adversos hematologicos, deficiéncias nutricionais associadas a
diminuicdo na absorcdo de ferro e vitamina B12, que estdo correlacionados a
diminuicao da producéo de &cido cloridrico no estdmago (hipocloridria) (AYMARD et
al., 1988). Seu uso pode ocasionar uma tolerancia farmacolégica dentro de 3 dias
apos inicio da utilizacdo (MCRORIE et al., 2014), que junto com os efeitos adversos
gerados, representa mais uma limitacdo para a prescricdo. A ranitidina, por exemplo,
foi retirada do mercado nos EUA, e posteriormente também no Brasil, devido a
presenca de N-nitrosodimetilamina (NDMA) em concentra¢cdes acima do tolerado
(ASCHENBRENNER, 2020). O NMDA é provavel carcinégeno humano e, nitrosagao
da ranitidina, que contém um grupo nitrito e um grupo dimetilamina pode criar NDMA
sob condi¢bes de pH acido, como o estdbmago (WHITE, 2020).

Os agentes citoprotetores sao os farmacos que agem geralmente estimulando
0s mecanismos enddgenos de protecdo ou produzindo uma barreira fisica sobre a
superficie da mucosa gastrica. Esses protetores da mucosa podem ser farmacos
analogos da prostaglandina, como o misoprostol. Niveis elevados de prostaglandina
aumentam o fluxo sanguineo da mucosa gastrica e estimulam a secrecédo de muco e

bicarbonato, aumentando consequentemente, 0os mecanismos de protecdo da
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mucosa contra o acido cloridrico e a pepsina (KATORI; MAJIMA, 1997; BIGHETTI et
al., 2002). O misoprostol, também conhecido como Cytotec, em doses elevadas pode
ser utilizado para inducdo de aborto, pois provoca contracao uterina intensa, o que
imp0s restricbes legais a sua comercializacéo, limitando sua utilizagéo na terapéutica
da Ulcera gastrica (BIGHETTI et al., 2002).

A carbenoxolona estimula a sintese de muco citoprotetor através da inibicdo de
enzimas que degradam as prostaglandinas (PESKAR; HOLLAND; PESKAR; 1976;
BICKEL; KAUFFMAN, 1981; ENE et al., 1988;). Contudo devido a retencao de sodio,
hipertenséo, hipocalemia e supressao do sistema renina-angiotensina-aldosterona
causada pelo seu uso, a carbenoxolona vem sendo preterida na terapéutica (CAREY;
PADIA, 2016). Tais efeitos adversos, provavelmente, estdo associados a inibicdo da
enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase, que protege o0s receptores de
mineralocorticoides da ativacdo excessiva pelo cortisol, causando hiperativacéo
(STEWART et al., 1990).

O citoprotetor sucralfato, indicado para Ulceras ndo responsivas a supressao
acida, estimulam os mecanismos de defesa da mucosa atuando como um agente de
revestimento, pois quando em contato com o ambiente acido do estdbmago forma um
complexo de hidroxido de aluminio com glicose sulfatada, gerando um polimero
ViSC0SO e pegajoso que adere as células epiteliais, funcionando como uma barreira
fisica antitlcera (SULOCHANA et al.,, 2016). O complexo formado adquire carga
negativa e se liga eletrostaticamente a grupos quimicos carregados positivamente,
como as proteinas presentes nas lesdes da mucosa (NAGASHIMA, 1981).

Esse farmaco também tampona o acido cloridrico, inibe a acédo da pepsina e
adsorve os sais biliares, impedindo a penetracdo, elevando a deplecdo de acido,
pepsina e sais biliares da secrecéo gastrica, o que pode configurar outro mecanismo
antiulcerogénico (NAGASHIMA, 1981). Por ser uma barreira protetora tdo abrangente,
o sucralfato também se liga a mucosa nao lesada, exercendo efeitos semelhantes na
mucosa regenerada e normal (NAGASHIMA, 1981)

Estudos apontam efeitos adicionais como: inibicdo da atividade bacteriana;
reducéo da geracao de radicais livre; efeitos no metabolismo do &cido araquiddnico e
no aumento da liberacdo de prostaglandinas, leva a aumento da secrecédo de
bicarbonato, producdo de muco, fluxo sanguineo e divisdo celular; diminuicdo da

apoptose celular; os efeitos no crescimento, regeneracdo e reparo dos tecidos:
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facilitando o fluxo sanguineo, a proliferacéo celular e o reparo por meio da ligacdo de
fatores de crescimento aos tecidos; formacéo de tecido de granulacéo e reepitelizacéo
(MASUELLI et al., 2010; MASJEDI; ESMAEIL; SAFFAEI, 2017; ABTAHI-NAEINI et al.,
2022).

O sucralfato € bem tolerado, seus principais efeitos adversos sdo a constipacéo
e a reducdo da absorcdo de outros farmacos, varfarina, digoxina, levotiroxina,
furosemida e antivirais (ABTAHI-NAEINI et al., 2022). Outros efeitos adversos incluem
boca seca, nauseas, vomitos, cefaleia, prurido, erupc¢des cutaneas e toxicidade de
aluminio (ABTAHI-NAEINI et al., 2022).

Os antiacidos séo bases fracas que, embora sejam muito eficazes em neutralizar
0 acido cloridrico secretado (formando sal e 4gua), compreendem a forma mais
simples de tratamento, pois apenas suavizam 0s sintomas, ou seja, ndo sao capazes
de cicatrizar a lesdo (SALAGA; MOSINSKA, 2017). Além disso, os antiacidos ndo
devem ser usados a longo prazo e veem sendo substituidos por outros agentes mais
eficazes e seguros, uma vez que, podem levar a hipersecrecéo acida de rebote apdés
a retirada do farmaco, além de efeitos adversos locais e sistémicos dependendo do
agente presente na formulacdo, como nauseas, constipacdo e diarreia (JAIN et al.,
2007; SALAGA; MOSINSKA, 2017). Mesmo assim, os mais consumidos Ss&o:
carbonato de célcio, hidroxido de aluminio, bicarbonato de sodio, hidréxido de
magnésio (JAIN et al., 2007; SALAGA; MOSINSKA, 2017).

3.2 Extrato Padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck

A Citrus sinensis (L.) Osbeck, também conhecida como laranja vermelha, laranja
Moro, ou sanguinea, € uma variedade de laranjas doces pigmentadas, pertencente a
familia Rutaceae, tipicamente cultivadas na area vulcanica ao redor do Monte Etna,
leste da Sicilia, na Italia (CARDILE et al., 2015; DE LIMA; BARBOSA, 2021) (Figura
5). Sdo comercializadas popularmente como alimentos funcionais ou como extrato
seco na suplementacgéo alimentar a fim de promover a manutengéo do peso corporal
e prevencao da obesidade (KEGELE et al., 2019; RUSSO et al., 2019; FARAG et al.,
2020; DE LIMA; BARBOSA, 2021).
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Figura 5 - Localizacdo geogréfica do Monte Etna, Italia

Fonte: adaptado de Wikipédia - Sicily in Italy (2011).

As laranjas séo classificadas em dois grandes grupos de acordo com a coloracéo
da sua polpa: amarelas e vermelhas (ou sanguineas). Entre as laranjas vermelhas
podemos ter trés variedades: Moro, Tarocco e Sanguinello, sendo a Moro a variedade
mais pigmentada (RAVEH et al., 2020). A coloracao avermelhada (Figura 6) se deve
a presenca de pigmentos chamados antocianinas que atuam como potentes
antioxidantes e ndo sdo normalmente encontrados em outras frutas citricas (DE LIMA;
BARBOSA, 2021). Além disso, as laranjas Moro possuem maior concentracdo de
vitamina C e compostos fendlicos bioativos em comparacdo com laranjas amarelas
(CARDILE et al., 2015; KANEKO; SHIRAKAWA, 2018; DE LIMA; BARBOSA, 2021).
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Figura 6 - Citrus sinensis (L.) Osbeck

Fonte: adaptado de Galena® [s. d.].

O distrito particular da Sicilia, onde as laranjas sanguineas (ou sicilianas) séo
cultivadas, possui localizacdo geografica protegida, pois a producdo de antocianinas
na polpa e no epicarpo durante o amadurecimento dos frutos se deve as condi¢des
climaticas e geoldgicas especificas do local de cultivo (BRISKEY; MALFA; RAO,
2022).

Sendo a mais pigmentada, a variedade Moro também apresenta a maior
guantidade de antocianinas entre as variedades de laranjas vermelhas (FALLICO et
al., 2017). As antocianidinas e seus glicosideos, antocianinas, sdo pigmentos solluveis
em agua que contribuem para a coloracao de varias flores, sementes, frutas e plantas
(DE LIMA; BARBOSA, 2021). Sdo compostos fendlicos pertencentes a uma classe de
flavonoides que demonstram varias atividades biol6gicas promissoras para a saude
humana, como inibicdo da peroxidacéo de lipidios e acao antioxidante, atuando contra
os radicais livres (RATTY; DAS, 1988; CAVALCANTI et al., 2011), possuem papel na
prevencdo de dislipidemia, diabetes tipo 2, neurodegeneracdo, doencas
cardiovasculares, doencas hepéaticas e cancer (LV et al.,2015; RUPASINGHE et al.,
2016; JIA et al., 2020; DE LIMA; BARBOSA, 2021).

Estudos vem demonstrando o papel anti-inflamatério e cicatrizante das
antocianinas, devido atividades indicadoras de aceleracdo do processo de contragcéo
de feridas dérmicas (reepitelizacéo, infiltracéo de células inflamatérias, proliferacéo de
fibroblastos, angiogénese, formacao de fibras de fibronectina, deposicéo de colageno

e formacgéo de tecido de granulagdo), podendo ser adjuvantes no tratamento como
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material para curativos (NIZAMUTDINOVA et al, 2009; XU et al, 2013;
PALUNGWACHIRA et al., 2019; AHMAD et al., 2021; LOTFINA et al., 2023).

O Morosil® é o extrato seco padronizado obtido a partir do suco de laranjas Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck), geralmente comercializado em capsulas contendo
500mg e consumido visando, principalmente, a perda de peso. Porém, o produto
possui varias possibilidades de formulacdo, além das capsulas e pd, também
biscoitos, petiscos funcionais para cées, pastas palataveis, comprimidos, granulos,
sachés, bebidas instantaneas, softgel, molhos ou caldas terapéuticas.

Estudos cientificos demonstram atividade antioxidante e o papel do extrato
padronizado da laranja Moro na prevencao de distirbios metabdlicos, obesidade,
resisténcia a insulina, esteatose hepética e doencas cardiovasculares (RUPASINGHE
et al., 2016, TOMASELLO et, al., 2019; DE LIMA; BARBOSA, 2021). Essa acédo
terapéutica se deve ao mecanismo sinérgico entre 0sS compostos bioativos
promovendo controle de peso, reducéo de triglicerideos e colesterol total (SOUSA et
al., 2019, DE LIMA; BARBOSA, 2021).

Segundo o certificado de andlise do fabricante, o Morosil® (Bionap) fornecido no
Brasil pela Galena®, é padronizado em: antocianinas (cianidina-3-glicosideo) de 0,8 a
0,9 %; &cidos hidroxicinamicos (cafeico, cumarico, sinapinico, ferdlico, cinamico) de
0,8 a 1 %; flavanonas (hesperidina e narirutina) de 2 a 2,2 % e; acido ascorbico de 4,3
a4,5%.

O Morosil®, caracterizado por sua cor vermelho purpura, é aprovado pela
ANVISA como substancia bioativa, fonte de antocianina, amparando sua seguranca
de uso. A Resolucédo RDC n. 243/18, define substancia bioativa como um nutriente ou
nao nutriente consumido normalmente como componente de um alimento, que possui
acdo metabdlica ou fisiolégica especifica no organismo humano. Substancias
bioativas comercializadas na forma de produtos farmacéuticos sdo chamadas de
“nutracéuticos” (GULATI; OTTAWAY, 2006; SANTOS, ALBERT; LEANDRO, 2019).

Os beneficios obtidos da capacidade antioxidante dos compostos bioativos
provenientes de sucos de frutas citricas, como é o caso da matéria prima do Morosil®,
derivam tanto da vitamina C como das flavanonas. Estes compostos podem atuar
como agentes antioxidantes, hipolipidémicos, anti-inflamatérios e neuroprotetores
(PETERSON et al., 2006; MILENKOVIC et al., 2011; MILENKOVIC et al., 2021).
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Majoritaria na laranja moro, a cianidina-3-glicosideo (C3G) é uma antocianina
natural que possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (TAN et al., 2019).
O catabolismo da C3G no trato gastrointestinal pode produzir metabdlitos fendlicos
bioativos, como acido protocatecuico (PCA), floroglucinaldeido (PGA), acido vanilico
e acido ferulico, que aumentam a biodisponibilidade de C3G e contribuem tanto para
a barreira mucosa quanto para a microbiota (TAN et al., 2019). C3G possui forte
atividade antioxidante potencialmente devido as duas hidroxilas presentes no anel B
(KONGPICHITCHOKE; HSU; HUANG, 2015) (Figura 7).

Figura 7 - Estrutura quimica da antocianina cianidina-3-glicosideo
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Fonte adaptado de Marc¢o; Poppi; Scarminio (2008).

O-Glucosideo

Além das antocianinas, ha outra subclasse de flavonoides presentes no extrato
padronizado Morosil®, as flavanonas. Hesperidina e narirutina sao flavanonas na
forma glicosidica (Figura 8), encontrados principalmente em plantas citricas da familia
Rutaceae, (JIANG et al., 2023) como a laranja moro e, associadas a atividades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antivirais, protetoras de disturbios
cardiovasculares e neurodegenerativos, entre outros (CHEN; TAIT; KITTS, 2017,
PYRZYNSKA, 2022).
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Figura 8 - Estruturas quimicas da narirutina e hesperidina
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Fonte: adaptado de Jiang et al. (2023).

Em ensaios com células tronco, a hesperidina foi capaz de reparar o tecido
cartilaginoso, além de demostrar a capacidade de inibir citocinas pro-inflamatorias
(IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10) e a expressao da subunidade p65 do NF-kB (XIAO et al.,
2018). A ativacao de NF-kB resulta em maior recrutamento de células inflamatérias e
maior producédo de mediadores proé-inflamatorios, incluindo IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-alfa
(XIAO et al., 2018).

O &cido ascérbico (ou vitamina C) (Figura 9), € um micronutriente essencial na
sintese de colageno, principal antioxidante ndo enzimatico, um regulador do
metabolismo e conhecido por reduzir a apoptose (PEREZ-CRUZ; CARCAMO;
GOLDE, 2003; FRANK et al., 2006). A reparacado e regeneracao de tecidos sdo
influenciadas pela vitamina C (BECHARA; FLOOD; GUNTON, 2015; DIEDERICH et
al., 2023). Junto com seu papel na sintese de colageno, ha evidéncias de que a
vitamina C aumenta a proliferacéo de fibroblastos dérmicos, funcéo importante para a
cicatrizacéo de feridas (PULLAR; CARR; VISSERS, 2017). A vitamina C € consumida
nesses processos, sugerindo que a suplementacao pode ser benéfica na cicatrizacéo
(BECHARA,; FLOOD; GUNTON, 2015). Desta forma, a reposi¢cao de acido ascorbico
(AA) demostra melhorar os resultados de cura em certas patologias,
predominantemente Ulceras de pressdo (BECHARA; FLOOD; GUNTON, 2015). Em
terapia combinada com outros agentes, o acido ascorbico foi capaz de favorecer o
debridamento de feridas cronicas (CALDERON et al., 2015; GUNTON et al., 2021).
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Figura 9 - Estrutura quimica do acido ascérbico
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Fonte: Wikipédia - L-Ascorbic acid (2009).

Os acidos hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que
formam uma cadeia lateral (TAOFIQ et al., 2017). A denominacao “acidos cinamicos”
engloba 0os compostos que possuem a estrutura genérica do acido hidroxicinamicos
(Figura 10) e substituinte em diferentes posi¢cdes, 0s mais comuns sao: os acidos
caféico, ferdlico, p-cumérico e sinaptico (TAOFIQ et al, 2017). Uma das
caracteristicas dos acidos cinamicos é a possibilidade de existéncia de isomerismo
cis/trans (TAOFIQ et al., 2017).

Figura 10 - Estrutura quimica dos principais acidos cindmicos

R, R, f:\cido cindmico: R, =R, =R,=R,=H
Acido o-cumarico: R, =OH; R,=R,=R,=H
Acido m-cumarico: R, =R, =R,=H; R,=OH
R; CH = CH-COOH /:Xcido p-cumarico: R, =R,=R,=H; R,= OH
Acido café¢ico: R, =R,=H; R,=R,=0H
Acido ferilico: R, =R, = H; R, = OCH,; R, = OH
R, Acido sinapico: R, = H; R, =R, = OCH,; R, = OH

Fonte adaptado de Ramalho; Jorge (2006).

Os acidos hidroxicinamicos sdo compostos fendlicos que modulam a defesa
antioxidante em decorréncia da inflamacdo (CAMARA et al., 2022). O &cido trans-
cinamico, demonstrou potencial para acelerar o processo de cicatrizacao de feridas,
pela melhora da migracdo de fibroblastos e modulacdo da sintese da matriz
extracelular in vitro (DE AQUINO et al., 2021). Em modelo animal, curativos de
hidrogel incorporado com &cido ferulico aceleraram a cicatrizacao de feridas aliviando
a lesdo oxidativa pela geracao de superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e inibicdo da producao de malondialdeido (MDA) (OU et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem celular

Para os ensaios in vitro foram utilizadas células epiteliais de rim de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops), cedidas pelo Laboratério de Neuroquimica
Molecular e Celular (ICB/UFPA). As células foram cultivadas em meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de soro bovino fetal,
penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml), em estufa de CO2 a 5% e a 37°C.

Durante o descongelamento, os criotubos inicialmente foram mantidos em
temperatura ambiente para evitar choque térmico com os demais reagentes. Apos a
estabilizacao da temperatura, o contetdo foi homogeneizado com 5 ml de meio DMEM
suplementado e centrifugado a 1000 rpm durante 3 minutos. Apds isso, 0O
sobrenadante foi desprezado e meio novo foi adicionado ao tubo falcon para a
suspensao do material. O conteudo foi entdo transferido para uma garrafa de 25 cms3
para a expansao. As células foram mantidas em cultura até a confluéncia de 70% a
90%.

4.2 Ensaio de cicatrizacéo in vitro

A natureza da linhagem celular escolhida para os ensaios in vitro (células Vero),
visa investigar se o extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck (ECS) é capaz
de promover repavimentacao do epitélio da mucosa gastrica. As células Vero podem
ser usadas em ensaios de cicatrizacao in vitro para estimar a migracao celular, fator
chave no processo de cicatrizacao de feridas (ROY et al., 2023).

A migragdo celular foi analisada em quadruplicada através do ensaio de
cicatrizacdo in vitro (ensaio do arranh&o) adaptado de Liang, Park e Guan (2007),
tomando o seguinte delineamento:

Dia 01: plagueio (3.107 células/poco);

Dia 02: carenciamento 1% FBS (Soro Fetal Bovino)

Dia 03: exposicao e fotos de Oh, 4h, 8h e 12h;

Dia 04: fotos de 24h;

Dia 05: fotos de 48h.
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As células Vero foram semeadas em placas de 6 pocos a uma densidade de
3.1073 células/poco. Apés a inducdo da quiescéncia, utilizando uma ponta de pipeta
de plastico estéril (p200) foi criada uma Unica ferida/arranh&o linear no centro da
monocamada celular (Figura 11), apdés abertura do risco os pogos foram lavados 2
vezes com PBS (solucdo salina tamponada) para remover células flutuantes, em
seguida foi feita a exposicdo, onde foram utilizadas as seguintes concentracfes
(Quadro 1):

Figura 11 - Figura representativa do ensaio de migracgédo celular

1. Nomocamada de células VERO

2. Arranhdo na monocamada celular /

3. Tratamento com ECS

A
—

4. Migragao celular

Fonte: elaborado pela autora.

Quadro 1. Distribuicdo das concentracdes por grupo: cicatriza¢ao in vitro

GRUPO CONCENTRACOES
Controle Positivo (Suplementado) FBS 5%
Controle Negativo (Carenciado) FBS 1%
Tratado ECS 1 FBS 1% + 1 pg/ml ECS
Tratado ECS 0,1 FBS 1% + 0,1 pg/ml ECS

Fonte: elaborado pela autora

As concentragbes de ECS utilizadas nesse ensaio foram definidas através de
triagem prévia com o teste de viabilidade celular MTT (MOSMANN, 1983) utilizando
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concentracbes de 400, 200, 100, 50, 10 ,1 e 0,1 pg/ml ECS (TOMASELLO et al.,
2022), de onde foram escolhidas as duas melhores doses (Anexo A). Com o auxilio
de microscoépio invertido (ampliagcdo de 40x) com camera digital acoplada, imagens
das células migrando para a ferida foram feitas nas horas pos exposi¢éo: Oh, 4h, 8h,
12h, 24h e 48h. Para quantificar a taxa de migracdo das células utilizando o software
ImageJ (dominio publico), uma linha guia dividindo as imagens ao meio foi usada
como parametro para garantir que as fotos fossem analisadas sempre a partir do
mesmo ponto, a largura do arranhdo foi dada em pixels/um. A férmula a seguir foi

usada para calcular o porcentual de reducéo do arranhao a partir da Oh.

LxxlOO])

Taxa de migragio (%) = 100 — ([ m (1)

Lx: Largura do arranh&o na hora x (hora a ser calculada)

LO: Largura do arranhdo na hora zero (0Oh)

O extrato padronizado utilizado (Morosil® - Bionap) foi fornecido pelo fabricante
(Galena®) na formulacdo em pé e armazenado segundo as especificacdes do
fornecedor (temperatura ambiente controlada, embalagem fechada e protegida da luz
e umidade).

4.3 Animais

Foram utilizadas 138 ratas albinas Wistar (Rattus novergicus, com idade a partir
de 60 dias (adultas), pesando em torno de 180 a 200 gramas, oriundas do Biotério
Central do Instituto Evandro Chagas. Toda regulamentacéo ética foi respeitada, o
projeto foi submetido ao comité de ética CEUA — UFPA (n° 5220271022), sendo
iniciado apenas apo0s a sua aprovacdo (Anexo B). Os parametros de escolha da
espécie se deram pela ampla utilizacdo desse modelo para avaliacdo de atividade
gastroprotetora e/ou cicatrizante, devido sua grande correspondéncia com 0s seres
humanos.

Ao longo do estudo os animais foram mantidos no biotério de experimentagcao
animal do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais

(ICB/UFPA), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com controle de temperatura a 25°C
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+ 2°C; em grupos de até 5 ratos por caixa, forradas com maravalha. Durante a
ambientacéo (5 a 7 dias), os animais tiveram livre acesso a comida e agua potavel.

Ao final dos protocolos experimentais, todos os animais foram eutanasiados por
anestesia profunda (150 mg/kg de quetamina + 10 mg/kg de xilazina). Apos eutanasia,
os animais foram descartados de forma apropriada (lixo biolégico) e destinados a
incineracédo, via empresa especializada contratada pelo ICB/UFPA.

Os estudos in vivo foram divididos em protocolos de citoprotecdo e de
cicatrizacdo, as doses de ECS utilizadas foram baseadas nos estudos de Rtibi et al.
(2017) e Sathiyabama et al. (2018). O extrato padronizado utilizado (Morosil® -
Bionap) foi fornecido pelo fabricante (Galena®) na formulacdo em p6 e armazenado
segundo as especificacbes do fornecedor (temperatura ambiente controlada,
embalagem fechada e protegida da luz e umidade).

4.4 Avaliacdo das LesOGes Gastricas

ApOs a eutanasia, os animais foram examinados macroscopicamente, sendo
efetuada a resseccao de estbmago. Imediatamente apds a retirada, os 6rgaos foram
pesados, expressando os resultados pela relacdo “grama o6rgao/kg animal” e
inspecionados quanto aos parametros visuais de normalidade. Para inspecdo, 0s
estbmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, as mucosas lavadas
suavemente com soro fisiolégico (solucao salina 0,9%) e estendidas, com auxilio de
alfinetes, sobre uma plataforma de poliestireno para observacgéo e registro fotografico.
Amostras do tecido estomacal foram conservadas a -70°C para andlises posteriores.
Na determinacdo da magnitude das ulceracdes, foi utilizado o software ImageJ
(dominio publico) para o célculo do percentual de area ulcerada, com excecdo das
lesbes induzidas por indometacina, onde foi aplicado um indice de ulceragéo,

calculado a partir da tabela em anexo (Anexo C).

4.5 Protocolos de Citoprotecdo Gastrica

Os protocolos de citoprotecdo contemplam lesdes géastricas agudas de
diferentes mecanismos: indug&o de Ulceras por etanol, que causa lesdes por contato,

relacionadas ao aumento do estresse oxidativo e reducéo das defesas antioxidantes
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da mucosa e; inducédo por indometacina, que abrange os danos causados pelos
AINEs.

451 INDUCAO COM ETANOL

Apoés um jejum de 24h, de acordo com o respectivo grupo experimental (Quadro
2), 0s animais receberam por gavagem o veiculo (dgua), o ECS em trés doses
diferentes (50 mg/kg, 100 mg/kg e 250 mg/kg) ou uma dose de 500mg/kg de sucralfato
(controle positivo). Apds 30 minutos, foi administrado etanol absoluto (100% v/v), por
via oral, na dose de 0,5 ml/100 g. Os animais foram eutanasiados para avaliacao e
guantificacdo as lesGes gastricas (conforme item 5.4), 50 minutos apds a

administragao do agente indutor (etanol) (Figura 12).

Quadro 2. Distribuicdo dos animais por grupo: etanol

N° DE ,
GRUPO PRE-TRATAMENTO OBJETIVO
ANIMAIS
Controle 06 veiculo (agua) + protocolo de | Avaliar a inducao do
Negativo inducao quadro patolégico
Comparar com o
Controle sucralfato + protocolo de _
N 06 _ tratamento alopético
Positivo: inducao o
de referéncia
50 mg/kg de ECS + protocolo
Tratado 1 6 _
de inducéo.
100 mg/kg de ECS + protocolo Construir curva
Tratado 2 6 _ .
de inducéo. dose-resposta
250 mg/kg de ECS + protocolo
Tratado 3 6 )
de inducéo.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 12 - Etapas do protocolo de inducao de Ulcera gastrica com etanol

G

30 min

Fonte: elaborado pela autora.

INDUCAO COM INDOMETACINA
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Apds um jejum de 24h, de acordo com o respectivo grupo experimental (Quadro

3), 0s animais receberdo por gavagem o veiculo (dgua), o ECS em trés doses

diferentes (100, 250 e 400 mg/kg) ou uma dose de 500 mg/kg de sucralfato (controle

positivo). Apos 30 minutos, foi administrado, por via subcutanea, 50 mg/kg de

indometacina (recém preparada em solucao salina com 0,5% NaHCO3) como indutor

de lesdes gastricas.

Apés 3h da inducdo das lesdes, uma nova dose dos pré-

tratamentos foi administrada. Os animais foram eutanasiados para avaliacdo e

guantificacdo as lesdes gastricas (conforme item 5.4), 6h depois da administracao da

indometacina (Figura 13). O protocolo de indugdo com indometacina foi adaptado de
Djahanguiri (1969) e Mello et al. (2008).

Quadro 3. Distribuicdo dos animais por grupo: indometacina

N° DE )
GRUPO PRE-TRATAMENTO OBJETIVO
ANIMAIS
Controle 6 veiculo (agua) + protocolo de | Avaliar a inducao do
Negativo inducao guadro patolégico
Comparar com o
Controle sucralfato + protocolo de )
N 6 ) . tratamento alopatico
Positivo: inducao .
de referéncia
100 mg/kg de ECS + protocolo
Tratado 1 6 _ _
de indugéo. Construir curva
250 mg/kg de ECS + protocolo dose-resposta
Tratado 2 6 _ .
de indugéo.
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400 mg/kg de ECS + protocolo
Tratado 3 6

de inducéo.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 13 - Etapas do protocolo de inducéo de Ulcera géstrica com indometacina

G G

Fonte: elaborado pela autora.

453 ACIDEZ GASTRICA: LIGADURA DE PILORO

Apébs a construcdo da curva dose-resposta, o ECS foi administrado em uma
Gnica concentracdo, a dose escolhida foi a apontada pelos ensaios descritos
anteriormente como sendo a mais efetiva. No protocolo (ligadura de piloro) foram

utilizados 30 animais, divididos em 3 grupos (Quadro 5):

Quadro 4. Distribuicdo dos animais por grupo: ligadura de piloro

N° DE 3
GRUPO PRE-TRATAMENTO OBJETIVO
ANIMAIS
Controle ; ] Avaliar a inducéo do
) 6 veiculo (dgua) + protocolo .
Negativo guadro patolégico
Comparar com o
Controle _
N 6 “padrao ouro” + protocolo tratamento alopético
Positivo: )
de referéncia
Avaliar o efeito ECS
Tratado 6 250 mg/kg + protocolo. usando a melhor
dose

Fonte: elaborado pela autora.

Apoés jejum de 24 horas, os animais foram anestesiados com solugdo de

guetamina (60 mg/kg) + xilazina (7,5 mg/kg) na dose de 0,1 ml/100 g de peso corporal
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e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apofise xiféide para ligadura
(amarracéo) do piloro, para contensdo do suco gastrico. Através de incisdo de cerca
de 2 cm no abdémen, o estdmago foi localizado e o piloro amarrado com fio de sutura
seda 3-0 agulhado (anotacédo do horario de término para cada animal). Os animais
receberam veiculo (agua), ECS (250 mg/kg) e omeprazol (20 mg/kg), de acordo com
0 grupo experimental, por via intraduodenal, imediatamente apos a ligadura. Em
seguida, os o6rgdos foram internalizados e as incisées dos animais suturadas. Quatro
horas apoés a cirurgia (por ordem de término da amarracgéo do piloro), os animais foram
eutanasiados e seus estdmagos removidos. Para evitar perda do material secretado,
o esobfago foi pincado (pinca debakey anatébmica) antes de remover o estomago,
mantendo o piloro amarrado; para entdo aspirar todo o contetdo gastrico com seringa
de 5 ml e agulha de grosso calibre. O volume coletado foi anotado, centrifugado em
tubos de ensaios (1500 rpm/30 minutos). O sobrenadante foi coletado e transferir para
Erlenmeyer (50 ml) e adicionado 10 ml de agua destilada e adicionadas 2 gotas de

fenolftaleina 1% (Figura 15).

Figura 14 - Etapas do protocolo de quantificacdo da acidez por ligadura de piloro

G G

&) @ e D

Fonte: elaborado pela autora.

A acidez total ([H+]/ml/4 h) foi quantificada por titulacdo simples com NaOH 0,1
N, utilizando fenolftaleina 1% como indicador &acido-base. No modelo da ligadura
pilérica, o contetdo gastrico, acumulado durante 4 horas, foi avaliado em termos de
volume secretado e leitura do pH a partir da modificacdo dos métodos descritos por
Shay et al. (1945) e Biano et al. (2022).
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0,1Xvolume tilulado

Acidez Total = (2)
1000

4.6 Protocolo de Cicatrizagdo Gastrica
4.6.1 INDUCAO COM ACIDO ACETICO

Durante 5 dias os animais tiveram o fornecimento de racao restringido a 2 horas
diarias (das 09h00 as 10h00 e das 17h00 as 18h00), com acesso livre a agua.
Terminado este periodo, os animais foram submetidos a um jejum de 24h. Para entédo
ser efetuada uma laparotomia abdominal na regido epigastrica, sob anestesia
intraperitoneal com solucdo de quetamina (60 mg/kg) e xilazina (7,5 mg/kg) na dose
de 0,1 ml/100g de peso corporal. Apds exposicdo do estdbmago, foram injetados na
parede externa do 6rgao, regido subserosa da face anterior, 50 pl de solucdo aquosa
de acido acético (10%). E na face posterior foi injetado 50 ul de solucéo salina (0,9%).
O estdbmago foi entdo lavado cuidadosamente com solucao salina (0,9%) e a parede
abdominal suturada (Figura 14).

Figura 15 - Etapas do protocolo de inducéo de Ulcera gastrica com acido acético
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Fonte: elaborado pela autora.

ApOs a recuperacdo da anestesia, os animais foram mantidos em gaiolas
metabodlicas sob o regime alimentar restrito descrito anteriormente até o final do
tratamento. Para avaliacdo do efeito cicatrizante do extrato foram usadas quatro doses
diferentes de ECS (50 mg/kg, 100 mg/kg, 250 mg/kg e 400 mg/kg). De acordo com o
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respectivo grupo experimental (Quadro 4), o tratamento teve inicio 24 horas apés o
procedimento cirurgico e repetido diariamente durante 8 dias. Ao final do tratamento,
0s animais foram eutanasiados (jejum prévio de 24h), sendo os estdmagos retirados
para inspecdo da mucosa e quantificacdo as lesdes géastricas (conforme item 5.4). O
protocolo de indugcéo com acido acético foi adaptado de Takagi et al. (1969), Okabe;
Pfeiffer (1971) e Mello et al. (2008).

Quadro 5. Distribuicdo dos animais por grupo: acido acético

N° DE
GRUPO TRATAMENTO OBJETIVO
ANIMAIS
Controle 10 protocolo de inducédo + veiculo | Avaliar a inducéo do
Negativo (dgua) quadro patolégico
) . Comparar com o
Controle protocolo de inducéo + .
N 10 tratamento alopatico
Positivo omeprazol (20 mg/kg) o
de referéncia
rotocolo de indugdo + 50 mg/k
Tratado 1 10 P ¢ 99
de ECS

protocolo de indugéo + 100
Tratado 1 10 mg/kg de ECS Construir curva dose-

protocolo de induco + 250 resposta
Tratado 2 10

mg/kg de ECS

protocolo de inducéo + 400

Tratado 4 10
mg/kg de ECS

Fonte: elaborada pela autora.

4.7 Estresse Oxidativo

O homogenato do estomago foi obtido a partir da porgcéo de tecido analoga a
regiao ulcerada proveniente dos ensaios de cicatrizag&o (Ulceras induzidas com acido
acético). O material, previamente pesado, foi picotado e homogeneizado em ultra
turrax (IKA-WERK) na proporc¢éo de 1 ml de tampao fosfato (PBS 1:1 p/v) para 1 g de

tecido, trés vezes em ciclos de 30 segundos (4 °C), a mistura obtida foi centrifugada
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por 10 minutos a 5000 rpm (4 °C). O sobrenadante foi alicotado e reservado para
analise.

Para a quantificacdo de proteinas totais da amostra, uma curva padréo foi
gerada a partir de concentracdes crescentes de albumina bovina, utilizando kit BCA
protein (Thermo). A absorbéancia foi medida no comprimento de onda de 570 nm, em

leitora de microplaca Modelo BIO-RAD 450, e os resultados expressos em mg/ml.

4.7.1 TBARS

O malonaldeido (MDA), produto derivado da peroxidacdo lipidica, reage a
presenca do acido tiobarbitarico (TBARS), formando um produto de coloracdo rosa
claro. A presenca de MDA no material bioldgico foi determinada conforme descrito por
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1978).

As proteinas foram recuperadas com o reativo de TBARS: &cido tricloroacético
15%, acido tiobarbitarico 10 mM 0,375% e HCI 0,25M. Em seguida 30ul da amostra
homogenada e 570 pl do reativo foram colocados em tubos, o material foi aquecido
em banho maria por 45 minutos a 80 °C. ApGés resfriar, o material foi centrifugado por
10 minutos a 3000 rpm. Foi feita uma curva com varias concentracdes conhecidas de
malonaldeido. O produto resultante foi colocado em uma microplaca de 96 pocos para
leitura em espectrofotdmetro a 535 nm (Leitor de microplacas BIO-RAD Modelo 450).
A concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico foi expressa em

pmol/mg de proteina.

4.7.2 NITRITO

O oxido nitrico (NO) possui meia vida de apenas alguns segundos nos sistemas
biolégicos, sendo rapidamente convertido em nitrito e nitrato. A concentracao de nitrito
€ um indicador da producdo de NO, que em quantidades elevadas pode levar ao
estresse oxidativo.

A producao de NO foi determinada através da reacao de Griess. Em microplaca de 96
pocos, uma aliquota de 100 ul do sobrenadante foi incubada com 100 ul do reagente
de Griess (Nafitleno (0,1%), Sulfanilamida (1%) e Acido fosférico (5%) sob
temperatura ambiente por 10 minutos (MONCADA, 1992; NIMS et al.,, 1995). A
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absorbancia foi medida em um espectrofotbmetro a 510 nm (BIO-RAD Model 450
Microplate Reader). A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva

padrdo para nitrito de sodio e os resultados expressos em pmol/mg de proteina.

4.7.3 GLUTATIONA TOTAL

Os niveis totais de glutationa (GSH) foram quantificados de acordo com Tietze
(1969) e Foyer e Shigeoka (2011). A deteccdo da enzima reciclada se deu apo6s o
cromogeno DTNB ser reduzido a TNB pela acdo enzimatica da glutationa redutase. O
grupo sulfidrila da glutationa reage com 1 mM de DTNB para formar TNB, de cor
amarela, apos o tratamento com glutationa redutase. A absorbancia foi imediatamente
determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 412 nm (BIO-RAD
Modelo 450 Microplate Reader). Os resultados sdo expressos em umol/mg de

proteina, tendo por base uma curva padréo.

4.7.4 CATALASE

Para a medir a atividade da enzima catalase, 20 ul de amostra foram adicionadas
em cada poco, seguido de 100 ul de tampao de amostra (Assay Buffer) e 30 ul de
metanol. Para dar inicio a reacéo de formacgéo do formaldeido, foram adicionados 20
Ml de peroxido de hidrogénio a todos os pogos. A placa foi entdo incubada por 20
minutos em temperatura ambiente, sob agitacédo, e a reacao foi interrompida com a
adicao de 30 pul de hidroxido de potassio em todos os pogos, seguida da adi¢ao de 30
Ml do cromégeno Purpald. Apés incubacao sob agitacao por 10 minutos a temperatura
ambiente, foi adicionado 10 pl de periodato de potassio. O material foi entdo incubado
por mais cinco minutos sob agitagdo. A absorbéncia da amostra foi lida a 540 nm em
leitor de microplaca (BIO-RAD Leitor de Microplacas Modelo 450) e os resultados
expressos em quantidade de formaldeido (mmol/min/mg de proteina), em comparacao
com uma curva padréo (formaldeido 4,25 pM) (JOHANSSON; Borg, 1988; WHEELER
et al., 1990).

475 SUPEROXIDO DISMUTASE
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As superéxidos dismutase (SOD) sdo metaloenzimas que catalisam a
dismutacdo do anion superoxido (O2") em oxigénio molecular (O2) e perdxido de
hidrogénio (H202), formando uma parte importante do mecanismo celular de defesa
antioxidante. O método de determinacgéao foi adaptado de McCord e Fridowich (1969),
onde a acao desta enzima, impede a reducéo do citocromo C, que é detectado pela
espectrofotometria e, consequentemente, indica a atividade indireta da SOD.

ApOs o preparo das amostras, uma aliquota de 50 pL foi adicionada a uma
mistura de tampao (citocromo C 0,075 mM, hipoxantina (Sigma-Aldrich) 1,5 mM e
xantina oxidase 56 Mm (Sigma-Aldrich). A solu¢éo resultante foi incubada a 37 °C e
ao abrigo da luz e, ap6s 15 minutos, foi realizada uma Unica leitura na faixa de 550
nm em espectrofotbmetro UV-1800 (Shimatzu). Os valores de absorbancia foram
aplicados em curva padrao de citocromo C para determinacdo da concentracao
enzimatica, expressa em Unidade SOD/mg proteina: uma unidade de SOD € a
guantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a velocidade de reducdo do

citocromo C em pH 7,8. A atividade de SOD foi expressa em nmol/ml de amostra.

4.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos analisados estatisticamente no software GraphPad Prism®
5.0, as analises foram avaliadas utilizando andlise de variancia ANOVA com aplicacao
dos pos-testes Dunnett e Tukey, considerando o nivel de significancia p<0,05, para
comparacao entre 0s grupos controle (negativo e positivo) e os diferentes tratamentos
com ECS, com teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov a=0,05 como

condicionante.
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5 RESULTADOS
5.1 Ensaio de Cicatrizacdo de Feridas in vitro

Ao final das 48 horas de exposi¢cdo, a andlise das imagens do ensaio de
cicatrizacdo de feridas in vitro demonstrou que entre as concentracbes de ECS
testadas, a concentracdo de 1 pg/ml teve o melhor desempenho, apresentando
percentual de reducao do arranhdo semelhante ao encontrado no controle positivo
(Figura 16).

Figura 16 - Imagens do arranh&o por grupo em Oh e 48h de exposicéao

Suplem 5% ECS1 Carenc 1% ECS0,1

-

s

Redugdo 50,25% Redugdio 49,93% Reducéo 32,63% Redugéo 31,78%

Fonte: elaborado pela autora.
A linha amarela indica o comprimento do arranh&o. As linhas brancas indicam as bordas da
monocamada celular. Suplem 5%: controle positivo suplementado a 5% FBS; Carenc 1%: controle
negativo carenciado a 1% FBS; ECS 0,1 e ECS 1: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck

a 0,1 pg/ml e 1 pg/ml, respectivamente

O grafico da taxa de migracéo celular ao longo do tempo (Figura 17) indica que
a exposicao a menor concentragdo de ECS (0,1 pg/ml) ndo reduziu o comprimento do
arranhao de forma significativa em relacéo ao controle negativo (carenciado 1% FBS)
(p>0,05), além disso, em 24 horas de exposi¢ao o controle negativo obteve uma taxa

de migracao celular mais significativa que O ECS a 0,1 pg/ml (p=0,0081).
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Figura 17 - Gréfico da taxa de migracéo de células Vero expostas ao ECS ao longo de 48 horas
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Fonte: elaborado pela autora.
Suplem 5%: controle positivo suplementado a 5% FBS; Carenc 1%: controle negativo carenciado a
1% FBS; ECS 0,1 e ECS 1. extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck a 0,1 pg/ml e 1 pg/ml,
respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pds-teste Tukey. ns: ndo significativo em relagao
ao carenc 1% em nenhum dos tempos avaliados (p>0,05). * a partir deste ponto significativo em
relacdo ao carenc 1% (p<0,0288); # a partir deste ponto significativo em relacdo ao carenc 1%
(p=<0,0019), mas nao significativo em relagdo ao ECS 1 (p>0,05); ** significativo em relacdo ao ECS
0,1 (p=0,00810)

J& o tratamento com ECS na maior concentracdo (1 pg/ml) demostrou uma taxa
de migracao celular significativa em relacdo ao grupo controle negativo (carenciado
1% FBS) em todos os tempos a partir de 4 horas de exposicéo (p<0,0288). O controle
positivo (suplementado 5% FBS) comecou a atuar de maneira significativa no
fechamento do arranhéo a partir de 24 horas de exposi¢ao (p<0,0019), contudo nao
houve diferenca significativa na taxa de migracdo das células suplementadas a 5%
FBS em comparacao com as células suplementadas com ECS a 1 pg/ml (p>0,05).

Desta forma podemos concluir que embora ao final das 48 horas de exposicao,
o percentual de reducéo do arranh&o na maior concentracdo de ECS seja similar ao
apresentado pelo controle positivo, a concentracédo de 1 ug/ml de ECS necessita de
um menor tempo de exposi¢ao para retirar as células da situacdo de caréncia gerada

pela suplementacdo a 1% de FBS (controle negativo).

5.2 Protocolos de Citoprotecdo Gastrica
5.2.1 ETANOL
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Os resultados demostraram que tanto o controle positivo, quanto as doses de
100 e 250 mg/kg do ECS, foram eficazes em proteger a mucosa gastrica quando
comparados ao controle negativo (p<0,0033) (Figura 18). Apenas a menor dose (50
mg/kg) ndo demonstrou diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle
negativo (p>0,05). As doses de 100 e 250 mg/kg, néo diferiram entre si, nem quanto
as suas respectivas comparacbes com o controle positivo sucralfato (p>0,05),
demostrando uma equivaléncia de eficacia. Ou seja, a dose 100 mg/kg foi tao eficiente
guanto a dose de 250 mg/kg, e ambas se mostram t&o eficientes quanto o controle
positivo, demonstrando que o extrato pode ser comparado ao tratamento padrdo na
reducdo das lesdes gastricos induzidas com etanol. A figura 19 ilustra o efeito do
tratamento com o0 ECS sobre as lesGes géastrica agudas induzidas com etanol através
da comparacao das alterag6es morfoldgicas entre os grupos estudados.

Figura 18 - Grafico do efeito citoprotetor do ECS sobre as lesdes induzidas com etanol
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Os animais receberam 0,5 ml/100g de etanol 100% (via oral) 30 mim apés os respectivos

tratamentos, sendo eutanasiados 50 mim pos inducéo (n=6/grupo). CN: controle negativo; ECS:
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extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100 mg/kg; 250 mg/kg,
respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pés-teste Tukey. ns = ndo significativo (p>0,05); os

asteriscos indicam progressivamente significancia estatistica (*p= 0,0152 até ****p <0,0001)

Figura 19 - Efeito do tratamento com ECS sobre as alterac6es morfoldgicas na inducéo de lesédo com

etanol

CN Sucralfato ECS 50

ECS 100 ECS 250

Fonte: elaborado pela autora.
Fotos dos estdbmagos pos-indugéo de lesédo com etanol 100% (0,5 mI/100g). Principais pontos de
lesdo indicados pelo circulo amarelo. CN: controle negativo; ECS: extrato padronizado de Citrus

sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100 mg/kg; 250 mg/kg, respectivamente

5.2.2 INDOMETACINA

Nas lesbes induzidas por indometacina, tanto o controle positivo (sucralfato),
guanto as trés doses testadas do ECS (100, 250 e 400 mg/kg) apresentaram diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle negativo, ou seja, foram eficazes na
contencéo das lesdes (p=0,0001). A comparagao entre as doses de ECS e o controle
positivo sucralfato demonstrou diferenca estatistica significativa (p< 0,0416). Ou seja,

0 tratamento padrédo ainda & mais eficaz no controle das lesdes induzidas por
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indometacina (Figura 20). Porém, como demostrado pelo grafico estatistico do indice
de ulceracdo, na comparacao entre doses de 250 e 400 mg/kg de ECS foi néo
observada diferenca significativa (p>0,05), sendo estatisticamente equivalentes entre
si, porém superiores a dose de 100 mg/kg (p<0,0010). A figura 21 ilustra o efeito do
tratamento com ECS sobre as alteracdes morfologicas ha mucosa gastrica induzidas

por lesGes agudas de indometacina.

Figura 20 - Grafico do efeito citoprotetor do ECS sobre as lesdes induzidas com indometacina
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Fonte: elaborado pela autora.

Os animais receberam os respectivos tratamentos 30 mim antes da inducéo de lesdo com 50mg/kg
de indometacina (subcutanea) e 3h apés. Sendo eutanasiados 50 mim apds o segundo tratamento
(n=6/grupo). CN: controle negativo; ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas
doses de 100 mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pés-
teste Tukey. ns = ndo significativo (p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significancia
estatistica (*p=0,0416 até ****p <0,0001)
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Figura 21 - Efeito do tratamento com ECS sobre as alterac6es morfoldgicas na inducéo de lesédo com

indometacina

CN Sucralfato ECS 100

ECS 250 ECS 400

Fonte: elaborado pela autora.
Fotos dos estdbmagos pos-indugdo de lesdo com indometacina (50 mg/kg). Principais pontos de lesao
indicados pelo circulo amarelo. CN: controle negativo; ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis

(L.) Osbeck nas doses de 100 mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente

5.2.3 ACIDEZ GASTRICA: LIGADURA DE PILORO

A partir dos resultados experimentos de citoprotecdo e cicatrizacao,
apresentados anteriormente, foi determinada a curva dose-resposta, com a indicacéo
da dose de 250 mg/kg como sendo a mais efetiva do extrato. Essa dose foi utilizada
para analisar possiveis mecanismo de acao através de um modelo que avalia, por via
intraduodenal, o efeito da suplementacdo de ECS sobre a acidez gastrica (ligadura de
piloro).

N&o houve diferenca estatistica significativa na comparacéo entre o extrato e o

controle positivo, porém o controle positivo Omeprazol se mostrou eficiente no
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controle da acidez gastrica em relacdo ao controle negativo (Tabela 1) (p<0,05).

Demostrando que a via de acao do ECS néo se da por reducéo do pH.

Tabela 1. Efeito do tratamento ECS sobre a acidez gastrica

Tratamento

Dose

pH (-log[H+])

Acidez total
(mmol/ml/4h)

Controle Negativo

Veiculo (agua)

0,9931+0,1342

0,1458+0,01170

Omeprazol

20 mg/kg

1,163+0,1927

0,03667+0,001862*

ECS

250 mg/Kg

1,149+0,3154

0,08640+0,05564

Fonte: elaborado pela autora.
Os animais foram submetidos a laparotomia para amarracdo do piloro e quantificacdo da acidez
gastrica 4h ap6s o procedimento (n=6/grupo). ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck.
Média + Desvio Padrdo. ANOVA pds-teste Dunnett. *estatisticamente significativo em relacdo ao
controle (p<0,05)

5.3 Protocolo de Cicatrizacdo Gastrica
5.3.1 ACIDO ACETICO

Todas as doses de ECS (50, 100, 250 e 400 mg/kg) e o controle positivo
(omeprazol) foram eficazes na contencdo das lesbes em comparacdo ao controle
negativo (p< 0,0039), como podemos conferir no grafico estatistico da proporcao de
area ulcerada (Figura 22). Nao houve diferenca entre a dose de 50 e 100 mg/kg e
entre 250 e 400 mg/kg (p>0,05). Nao houve diferenca significativa na comparacao
entre as doses de 250 e 400 mg/kg e o controle positivo (p>0,05), o que demonstram
gue o extrato, nessa faixa de dosagem, pode ser comparado ao tratamento padréo
com omeprazol. Sendo a dose de 250 mg/kg a mais promissora, nao indicando
necessidade de aumento da dosagem. A figura 23 ilustra o efeito do tratamento com
ECS sobre as alteracoes morfologicas resultantes da inducdo de lesdo gastrica

cronica usando o acido acético.
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Figura 22 - Grafico do efeito cicatrizante do ECS sobre as lesdes induzidas com acido acético

%k %k %k %k
ns
| %k %k 3k %k
k %k k
| e
| * %
% %k | 3
| 1
Xk Xk %k %k %k
| |
3k %k %k %k % %k %k %k ns k % ns
6 [
S
© -
3 4
E —_
o
o
)
s 27
Q
<L
II_ITII
— —
0= 1 1 1 - T
CN Omep ECS50 ECS100 ECS 250 ECS400

Fonte: elaborado pela autora.

Os animais foram submetidos a laparotomia para a indu¢&o da leséo por &cido do acético 10%

(n=10/grupo). O tratamento iniciou 24h apds e teve duragéo de 8 dias. CN: controle negativo; Omep:

omeprazol; ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg;100

mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pds-teste Tukey. ns

= nao significativo (p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significancia estatistica
(*p=0,0283 até ****p <0,0001)
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Figura 23 - Efeito do tratamento com ECS sobre as altera¢des morfoldgicas na indugéo de lesédo com

acido acético

ECS 100 ECS 250 ECS 400

Fonte: elaborado pela autora.
Fotos dos estdmagos pds-inducio de lesdo com &acido acético 10% (50 pl). Area ulcerada indicada
pelo circulo amarelo CN: controle negativo; Omep: omeprazol; ECS: extrato padronizado de Citrus

sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg;100 mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente

5.4 Estresse Oxidativo
5.41 TBARS

Como observado no grafico da Figura 24, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o controle negativo e a menor dose do extrato (50 mg/kg de ECS)
(p>0,05). Os resultados demonstram que o ECS comeca a influenciar os niveis de
MDA a partir de 100 mg/kg, uma vez que foram estatisticamente significativas as
comparacdes entre o controle negativo e o controle positivo omeprazol (p<0,0001),
assim como entre o controle negativo e as doses de 100, 250 e 400 mg/kg ECS
(p<0,0187). As doses de 100, 250 e 400 mg/kg ECS obtiveram um desempenho
comparavel ao tratamento padrédo, uma vez que nao houve diferenca significativa nas
suas respectivas comparagdes como o omeprazol (p>0,05), sendo a dose de 250
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mg/kg ECS superior a dose de 100 mg/kg (p=0,0174) e estatisticamente equivalente
a dose de 400 mg/kg ECS (p>0,05).

Figura 24 — Grafico do efeito do tratamento com ECS sobre os niveis de MDA
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Fonte: elaborado pela autora.
Quantificacao dos niveis de malonaldeido (MDA) (n=10/grupo). CN: controle negativo; Omep:
omeprazol; ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100

mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pds-teste Tukey. ns

= ndo significativo (p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significAncia estatistica
(*p<0,0187 até ****p <0,0001)

54.2

NITRITO

O controle positivo omeprazol foi capaz de reduzir significativamente os niveis

de nitrito em comparacdo ao controle negativo (p=0,0382) (Figura 25). Porém néo



60

houve reducéo significativa na comparacao entre o controle negativo e a menor dose
de ECS (50 mg/kg) (p>0,05). Os niveis de nitrito comecaram a reduzir
significativamente a partir da dose de 100 mg/kg de ECS (p< <0,0001). As doses de
100, 250 e 400 mg/kg ECS néo diferiram significativamente do controle positivo, nem

entre si, sendo estatisticamente equivalentes (p>0,05).

Figura 25 — Gréfico do efeito do tratamento com ECS sobre os niveis de Nitrito
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Fonte: elaborado pela autora.

Quantificacdo dos niveis de nitrito (n=10/grupo). CN: controle negativo; Omep: omeprazol; ECS:
extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100 mg/kg; 250 mg/kg;
400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pds-teste Tukey. ns = nao significativo
(p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significancia estatistica (*p< 0,0382 até ****p
<0,0001)
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5.4.3 GLUTATIONA TOTAL

As doses de 50 e 100 mg/kg de ECS ndo aumentaram significativamente a
glutationa total em relac&o ao controle negativo (p>0,05) (Figura 26). J4 as doses de
250 e 400 mg/kg de ECS (p< 0,0398) e controle positivo omeprazol (p<0,0001) foram
estatisticamente significativos em relagdo ao controle negativo. O tratamento padréo
com omeprazol foi estatisticamente superior as doses de 250 e 400 mg/kg de ECS
(p=<0,0196), sendo a dose de 250 mg/kg ECS estatisticamente superior a dose de 400
mg/kg ECS (p=0,0260) quanto a capacidade de aumentar a glutationa total.



62

Figura 26 - Grafico do efeito do tratamento com ECS sobre a Glutationa Total
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Fonte: elaborado pela autora.

Quantificacdo da Glutationa Total (n=10/grupo). CN: controle negativo; Omep: omeprazol; ECS:
extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100 mg/kg; 250 mg/kg;
400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pés-teste Tukey. ns = ndo significativo
(p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significancia estatistica (*p< 0,0398 até ****p
<0,0001)

5.4.4 CATALASE

A dose de 50 mg/kg ECS néao foi capaz de influenciar significativamente a

atividade da enzima catalase em relagdo ao controle negativo (p>0,05) (Figura 27).
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Contudo houve aumento estatisticamente significativo na comparacéo entre o controle
negativo e as outras doses de ECS (100, 250 e 400 mg/kg) e, entre o controle negativo
e controle positivo omeprazol (p< 0,0444). O desempenho das doses de 100 e 400
mg/kg foi equivalente e ambas se igualaram ao desempenho do controle positivo, ou
seja, nao houve diferenca estatistica significativa entre eles (p>0,05). Entretanto, a
dose de 250 mg/kg ECS foi significativamente superior ao controle positivo em relacéo

a aumento da atividade da catalase (p<0,0001).

Figura 27 - Grafico do efeito do tratamento com ECS sobre a atividade de CAT
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Fonte: elaborado pela autora.
Quantificacdo da atividade da catalase (CAT) (n=10/grupo). CN: controle negativo; Omep: omeprazol;

ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg; 100 mg/kg; 250
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mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA pos-teste Tukey. ns = nao
significativo (p>0,05); os asteriscos indicam progressivamente significancia estatistica (*#p= 0,0444;
*p<0,0197 até **** e ****#pn <0,0001)

5.4.5 SUPEROXIDO DISMUTASE

Apenas o tratamento padrdo com omeprazol foi capaz de aumentar
significativamente a atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) (p=0,0343)
(Figura 28). Nenhuma das doses do ECS apresentou efeitos estatisticamente

significativos (p>0,05).



Figura 28 — Gréfico do efeito do tratamento com ECS sobre a atividade de SOD
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Fonte: elaborado pela autora.

Quantificacdo da atividade da superoxido desmutase (SOD) (n=10/grupo). CN: controle negativo;
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Omep: omeprazol; ECS: extrato padronizado de Citrus sinensis (L.) Osbeck nas doses de 50 mg/kg;

100 mg/kg; 250 mg/kg; 400 mg/kg, respectivamente. Média + Desvio Padrdo. ANOVA poés-teste

Tukey. ns = ndo significativo (p>0,05); o asterisco indica significancia estatistica (*p=0,0343)
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6 DISCUSSAO

Os efeitos multialvo, multiniveis e multivias de tratamentos a base de produtos
naturais, vem ganhando cada vez mais espaco no manejo da Ulcera géstrica (GONG
et al., 2024) como um contraponto aos efeitos adversos encontrados na terapéutica
alopética sintética de referéncia. Uma vez que a terapia medicamentosa contra Ulcera
gastrica apesar de eficiente, pode apresentar efeitos adversos desfavoraveis, além de
resisténcia aos medicamentos e grande probabilidade de reincidéncia apos a
descontinuacdo do tratamento (ALSINNARI et al., 2022; DE OLIVEIRA et al., 2022).
Esses fatores tém intensificado a busca por novos compostos medicinais, onde
produtos fitoterapicos como o ECS, sdo altamente promissores (ARDALANI;
HADIPANAH; SAHEBKAR, 2020; RUIZ-HURTADO et al., 2021).

Considerando que lesbes epiteliais da mucosa gastrica levam a problemas
gastrointestinais, o ECS demonstrou resultados positivos no ensaio de cicatriza¢ao in
vitro ao promover a reestruturacdo da monocamada celular epitelial de células Vero,
sendo capaz de retirar as células do carenciamento gerado pelo ambiente de FBS a
1%, pois essa concentracao abaixo do ideal coloca as células em situacao de privacao
nutricional, uma vez que o FBS é um meio altamente nutritivo que proporciona a
proliferacéo e viabilidade das culturas celulares (LIU et al., 2023). Além disso, o0 ECS
agiu mais rapidamente, necessitando de um menor tempo de exposi¢cdo em relacéo
ao controle positivo suplementado a 5% FBS (Figura 17). Isso torna-se
particularmente interessante quando se leva em conta que a migracdo de células
remanescente ocorre nas primeiras 24 horas apds uma lesdo, para posteriormente
acontecer a proliferacdo de novas células, caracterizando a segunda fase do
mecanismo de cicatriza¢do (SYARINA et al., 2015).

De modo geral, compostos antioxidantes, como os presentes no ECS, exercem
papel fundamental na recuperagdo de feridas (KURAHASHI; FUJII, 2015; CANO
SANCHEZ et al.,, 2018). A presenca de EROs pode comprometer a cascata de
cicatrizacdo, por danificar os tecidos circundantes durante a fase inflamatoéria (SOIB
et al., 2020). Portanto componentes protetores associados a atividade sequestradora
de radicais, podem estimular a migracao de células em direcéo a area afetada (SOIB
et al., 2020).
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Na literatura cientifica, o acido ascoérbico é provavelmente o componente do ECS
mais fortemente relacionado a cicatrizacdo de feridas em testes in vitro, por ser uma
biomolécula envolvida em todas as fases desse processo (CHONG et al., 2022;
ALHADHRAMI; ALATAWI, 2023; RAVI et al., 2023). Contudo, os outros componentes
do ECS possuem grande potencial, uma vez que os resultados apresentados pelo
ensaio do arranhdo também podem estar influenciados pela presenca dos acidos
hidroxicinamicos, cujos representantes jA demostraram propriedades cicatrizantes em
ensaios de arranh&o com fibroblastos, como é o caso do acido p-cumérico (BOEING
et al., 2021).

Ainda dentre os acidos hidroxicinamicos, ha indicios de que a natureza mais
lipofilica do acido trans-cindmico aumentaria 0 seu potencial como candidato a
farmaco, uma vez que seu uso resultou em aumento da migracdo de fibroblastos
guando comparado com células tratadas com acido p-cumarico (VIANA; AQUINO;
BARRETO, 2021). J4 a liberacdo controlada de acido ferulico, através de interacdes
célula-célula, favoreceu o crescimento e migracdo celular para a area danificada em
cultura celular 3D com fibroblastos (SIVAKUMAR et al., 2021). Contudo, em ensaios
de cicatrizagdo com queratindcitos, o acido caféico demonstrou maior eficiéncia no
fechamento de feridas em comparacéo ao acido feralico (JUNEJA et al., 2019). Entre
as flavanonas presentes em ECS, a hesperidina demonstrou efeitos positivos na
migracdo de queratindcitos e fibroblastos através da ativagao da via Wnt/B-catenina,
fundamental no processo de cicatrizacdo de feridas através da regeneracao tecidual
(YOON et al., 2022).

Tendo em vista que, assim como os fibroblastos, os queratinécitos também estéo
envolvidos na complexa cascata de eventos que envolvem a cicatrizacdo, a
capacidade dos compostos presente no ECS de estimular a migragdo em varios tipos
celulares é fundamental na aceleracdo dessa cascata de eventos.

Os achados in vitro, reforcaram a hipotese de que o ECS apresenta potencial no
tratamento da Ulcera gastrica, embasando sua aplicacdo em modelos in vivo.
Considerando a etiologia multifatorial da Ulcera gastrica, diferentes modelos de
inducédo de lesédo sdo necessarios na investigacao de um potencial agente terapéutico.
Os ensaios de citoprotecao aplicados abrangeram indugéo de lesdes por contato com
etanol, relacionadas ao aumento do estresse oxidativo e reducdo das defesas
antioxidantes da mucosa (REPETTO; LLESUY, 2002) e; lesdes causadas por
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indometacina, relacionadas a capacidade dos AINEs de inibir a producdo de
prostaglandinas (PATRIGNANI; PATRONO, 2015). Tanto nos ensaios com etanol,
qguanto nos ensaios com indometacina, o sucralfato foi usado como controle positivo
por ser uma terapia padrao que se enquadra bem em casos de lesdes agudas, devido
a sua capacidade de formar rapidamente um filme protetor sobre a mucosa gastrica
(SULOCHANA et al., 2016).

O etanol penetra rapidamente na mucosa gastrica e causa lesdes
acompanhadas de edema, danos & membrana, esfoliacdo celular com alteracdo de
células epiteliais e vasculares, necrose e infiltracdo de leucécitos na camada
submucosa, erosédo e formacéo de ulceras (LI et al., 2008; PARK et al., 2015; ABOUL
NASER et al., 2020). A reduc¢édo dos sinais morfolégicos que foi observada indica que
o tratamento com ECS (Figura 18) foi capaz de proteger contra lesdes gastricas
induzidas pela administracdo de etanol tdo bem quanto o controle positivo. Resultados
positivos sdo encontrados quando se analisa os compostos do ECS de forma isolada
contra lesbes gastricas induzidas dessa procedéncia, por exemplo, o efeito protetor
da cianidina 3-glicosideo (C3G) (LI et al., 2008) e da hanoemulsao com acido ferulico
(ABD-ALLAH et al., 2024). Contudo, foram encontrados resultados mais satisfatérios
utilizando altas doses do extrato da casca de Citrus sinensis L Osbeck (400 mg/kg)
em comparac¢ao com o uso isolado de hesperidina (SELMI et al., 2017), o que reforca
o poder da atuacéo sinérgica dos componentes do ECS.

A indometacina possui 0 maior potencial ulcerogénico para humanos entre os
AINEs mais comuns (CHANUDOM, TANGPONG, 2015). Existem evidéncias de que
outros fatores independentes de COX também atuam nesse processo, ja que a
indometacina é um indutor de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em modelos
animais (POLAT; SULEYMAN; ALP, 2010), o que pode contribuir para as lesdes na
mucosa. A capacidade de reduzir o indice de ulceracdo demostrada pelo ECS no
modelo de indugéo com indometacina (Figura 20), pode estar associada, assim como
no modelo de etanol, a estimulacédo do sistema antioxidante, dadas as propriedades
gastroprotetoras do acido ascorbico relacionadas aos seus efeitos positivos no
sistema antioxidante e na diminuicdo atividade da mieloperoxidase (enzima que
contribui para o dano tecidual na inflamacédo) demostradas em Ulceras gastricas

induzidas por indometacina (KOC et al., 2008). O &cido felarico também demonstrou
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capacidade de suprimir 0 estresse oxidativo e a inflamacéo em Ulceras gastricas no
mesmo modelo de Ulceras (ERMIS et al., 2023).

Os achados promissores quanto a citoprotecdo deram margem para a
investigacdo da capacidade de cicatrizacao gastrica do ECS, através da inducéo de
lesGes com acido acético. Nesse modelo o acido acético provoca lesédo vascular e
necrose isquémica, 0 que provoca o0 surgimento de uma lesdo com caracteristicas
patolégicas e processo de cicatrizacdo muito semelhante as ulceras humanas,
inclusive pela possibilidade de recidiva, simulando uma ulceragéo cronica (OKABE;
AMAGASE, 2005). A terapia padrdo usada como controle positivo foi 0 omeprazol,
tratamento de primeira escolha como inibidor da secrecdo acida e usado no
tratamento de lesGes persistentes.

Assim como ocorrido in vitro, o tratamento com ECS demonstrou propriedades
cicatrizantes também in vivo (Figura 22), estando de acordo com os achados em
Ulcera gastrica induzida por acido acético usando &cido hidroxicindmicos p-cumarico
como tratamento, cujos efeitos benéficos foram associados ao aumento dos niveis de
mucina, reducdo da glutationa, diminuicdo da quantidade de hidroperéxidos lipidicos
e aumento das atividades da superoxido dismutase e catalase sem interferir na
atividade da mieloperoxidase no tecido gastrico (BOEING et al., 2021). Além disso,
outro &cido hidroxicinamico presente no ECS (acido sinapico) ja demonstrou
capacidade de reduziu as lesbes macroscopicas, suprimir a inflamacgéo, o estresse
oxidativo e a apoptose nos tecidos do célon em colite ulcerativa induzida por acido
acético (SHAHID et al., 2022). Entre as flavanonas presentes no ECS, a hesperidina
revelou atividade cicatrizante gastrica na mucosa ulcerada com acido acético pela
reducdo do estresse oxidativo e da inflamacédo devido a reducdo da migracao de
neutroéfilos, além de um significativo favorecimento da produgdo de mucina (DA SILVA
et al., 2019).

A reducédo da acidez géstrica € o principal mecanismo de agéo terapéutica na
Ulcera gastrica, sendo a via de atuacdo de farmacos de primeira escolha como
omeprazol. Portanto o ensaio de ligadura de piloro buscou investigar se esta seria a
via através da qual o ECS é capaz de exercer um efeito positivo sobre as defesas
antioxidantes da mucosa gastrica. Os resultados demonstraram que o0 extrato ndo
reduziu o pH do suco gastrico de forma significativa (Tabela 1). Contudo outras vias

podem ser propostas, pois alguns dos compostos presentes no ECS ja demonstraram
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favorecer o aumento dos niveis de mucina, como o acido p-cumarico (BOEING et al.,
2021) e a hesperidina (DA SILVA et al., 2019). Portanto a atuacdo do ECS pode estar
ligada a um mecanismo citoprotetor de barreira, pois 0 aumento na producao de muco
auxilia na prevencao de lesdo ao contribuir com manutengdo da integridade da
mucosa, bem como no processo cicatricial (repavimentacéo do epitélio) ao proteger a
area ulcerada contra agressores enddgenos, como as secre¢des estomacais e, contra
agressores exégenos, como os AINEs, alcool, alimentacdo desequilibrada, estresse,
entre outros (KAWAI et al., 1994; SENO et al., 1995; CHANUDOM, TANGPONG,
2015).

O ECS atuou positivamente sobre os marcadores de estresse oxidativo MDA,
nitrito, GSH e na atividade da CAT (Figuras 24, 25, 26 e 27, respectivamente),
dosados no tecido ulcerado pelo acido acético. Como marcador indireto da producao
de oxido nitrico (NO), a capacidade de reduzir os niveis de nitrito demonstrada pelo
ESC é relevante no contexto da Ulcera gastrica, pois 0 NO gerado a partir da INOS
(6xido nitrico-sintase induzida) atua na inducéo de Ulcera géastrica através da formacao
de espécies reativas de oxigénio e consequentes efeitos toxicos nas células (Cho,
2001), estando ligado a carcinogénese (EISENBRAND et al., 1984; TARI et al., 2003;
VENTURINI et al., 2024). Lesbes gastricas induzidas por acido acético apresentam
superexpresséao de iINOS, diretamente proporcional ao aumento da cratera da Ulcera,
indicando que a iNOS pode contribuir para a inflamacéo dos tecidos durante a
formacao da lesdo (GUO et al., 2003).

Ademais, a ulceracdo gastrica induzida por acido acético diminui os niveis de
GSH (GARABADU et al.,, 2021), aumenta a peroxidacao lipidica, indicada pelo
aumento dos niveis teciduais de MDA e, reduz a atividade enzimatica de SOD e CAT
(DA SILVA et al.,, 2019; FOADODDINI et al.,, 2022). O aumento da atividade de
enzimas antioxidantes ap0s exposicdo da mucosa gastrica ao acido acético € um
mecanismo de combate a geracdo de EROs, principalmente o &nion superoéxido (Oz2™
) no caso da SOD e, o peroxido de hidrogénio (H202) no caso da catalase (da Silva et
al., 2019). O O2™ € uma espécie reativa de oxigénio muito comum e que pode causar
sérios danos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Como parte do mecanismo de
defesa do organismo, a SOD converte O2" em H20:2 e, a catalase (CAT) converte o
H202 em &gua (H20) e oxigénio (O2) (BARREIROS: DAVID; DAVID, 2006).



71

Contudo, apesar dos niveis de SOD néo terem sido influenciados pelo ECS
(Figura 28), ainda podemos afirmar que o extrato atuou em favor de defesas
antioxidantes em relagédo a CAT e GSH. Uma vez que, mesmo ndo sendo um radical
livre (por ndo ter um elétron desemparelhado na sua Ultima camada eletrénica), o H202
também é uma espécie com alto potencial reativo, pois participa da reacao de geracéo
da hidroxila (OH"), o mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer
estrutura celular que se encontre préxima (BARBOSA et al., 2010). Além disso,
diferente dos radicais livres, o H202 tem vida longa e € capaz de atravessar as
membranas celulares, tornando-se potencialmente toxico para as células (BARBOSA
et al., 2010). GSH, por sua vez, além de acelerar o processo de cicatrizacdo agindo
na reducdo das reacdes inflamatérias, também participa das reacdes de
metabolizacédo de peréxidos, como H202, no metabolismo de antioxidantes exdgenos,
como o acido ascorbico e, atua como substrato para varias enzimas antioxidantes,
como glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) (CNUBBEN et al., 2001).

O MDA é um marcador de peroxidacao lipidica, processo mediado pela interagédo
dos radicais hidroxila com a membrana celular; posteriormente produzindo radicais
livres derivados de lipidios, conhecidos por serem produtos extremamente reativos e
gue causam danos oxidativos (REPETTO; LLESUY, 2002). A capacidade do ECS de
reduzir os niveis de MDA indica que ele atua como eliminador de EROs e, reforca a
hip6tese do mecanismo de ag¢do sobre a barreira muco-protetora, uma vez que
aumento da peroxidacao lipidica estd envolvido no aumento da vulnerabilidade da
mucosa gastrica, por prejudicar a barreira mucosa e facilitar a ocorréncia de Ulceras
gastricas (ONER; 1ZGUT-UYSAL; SENTURK, 1994); ao mesmo tempo que uma das
funcdes da camada de muco € a retencao de radicais livres, fornecendo protecdo
antioxidante para as células mucosas epiteliais e assim impedindo as lesdes
oxidativas (ESTIVALLET; RODRIGUES; MARRONI, 1998). Portanto, a atuagéo do
ECS sobre a ulceracdo gastrica parece estar fortemente ligada a regulacdo das
defesas antioxidantes, atuando no balanco favoravel entre os fatores agressores e

protetivos da mucosa.
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7 CONCLUSAO

O ECS demonstrou potencial terapéutico ao atuar beneficamente nos variados
modelos de lesdo gastrica aplicados, apontando para um possivel papel citoprotetor
e cicatrizante dose-dependente, relacionado ao balango positivo das defesas
antioxidantes. De modo geral, a dose de 250 mg/kg foi a que obteve os melhores
resultados, contudo em relacdo a dose de 400 mg/kg, pode ser observada uma
tendencia negativa, indicando que acima desse valor podemos estar saindo da faixa
de seguranca e entrando em uma dosagem toxica com possiveis efeitos deletérios a
mucosa gastrica. Dados os resultados negativos no ensaio de acidez gastrica, pode-
se propor que o ESC promove citoprotecdo agindo na barreira mucoprotetora; além
de atuar na migragdo celular, influenciado na repavimentacdo do tecido para
cicatrizacdo da Ulcera gastrica. Os efeitos demonstrados pelo ECS, podem estar
relacionados ao efeito sinérgico dos compostos majoritarios presentes no extrato,
associados a via multiacdo de cada composto, atuando simultaneamente na

cicatrizacdo e gastroprotecéo.
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ANEXO A - Triagem prévia com o teste de viabilidade celular MTT
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Gréfico da viabilidade celular. Concentragdes do ECS: 0,1pg/ml; 1pg/ml; 10pg/ml; 50pg/mi;
100ug/ml; 200pg/ml; 400ug/ml. a = diferenca significativa em relacdo ao CN (controle negativo). b =
diferenca significativa em relacdo ao CP (controle positivo). barra = diferenca significativa em relacao
ao longo dos 3 tempos de exposicao. arco: diferenca significativa apenas entre 24 e 72 horas de
exposicdo. Valores significativos para ANOVA pés-teste Tukey p<0,05. Média + Desvio Padrao.
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ANEXO C - Tabela para calculo do indice de ulceragéao

ANIMAL

PREGAS
s/ perda=0
c/
PERDA=1

PETEQUIAS
Leve=1
Moderada= 2
Intensa=3

EDEMA
Leve=1
Moderada= 2
Intensa=3

HEMORRAGIA
Leve=1
Moderada= 2
Intensa=3

PERDA DE
MUCO
Leve=1

Moderada= 2
Intensa=3

ND
ULCERA
S <lmm

ND
ULCERAS
>imm X
tamanho*

INDICE DE
ULCERAGAO

H= hiperemia (mucosa)
D= descoloragao (mucosa)
*Ulceras medindo mais de 1 mm: multiplicar pelo respectivo tamanho
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Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disorder commonly associated with atherosclero-
sis. Plants with therapeutic potential, such as Lippia origanoides Kunth, emerge as
effective alternatives for treating these diseases. Therefore, this work aims to ana-
lyze the antihyperglycemic and antidyslipidemic potential of the hydroalcoholic ex-
tract of Lippia origanoides Kunth (ELo) in alloxan-diabetic rats. Animals were treated
orally: normal control, hyperglycemic control, positive control glibenclamide (5mg/
kg), and groups treated with ELo (75, 150, and 250 mg/kg). Preclinical evaluation of
ELo showed hypoglycemic, hypolipidemic, hepatic, and renal protective effects. At
all doses, ELo significantly reduced hyperglycemia, triglycerides, total cholesterol,
low-density lipoprotein, atherogenic index, atherogenic coefficient, and cardiovascu-
lar risk index (p <.05). Elo at different doses promoted an increase in insulin release
compared to untreated animals (p <.05) and showed a-glucosidase inhibitory activity
(p<.05). Also, ELo (250 mg/kg group) showed maximum reduction of hyperglycemia,
alanine transaminase, aspartate aminotransferase, malonaldehyde, and urea com-
pared to the hyperglycemic and glibenclamide groups, and creatinine only compared
to the hyperglycemic groups (p<.05). The promising action of ELo in the context of
diabetes may be related to the synergistic action of flavonoid compounds identified in
liquid chromatography, whose pharmacological capabilities have already been docu-
mented in previous studies. The mechanisms may be the stimulation of insulin release;
the inhibitory activity of a-glucosidase; improving general clinical conditions; and the
antioxidant effects of the extract. These findings pave the way for the future develop-
ment of an herbal presentation of L.origanoides Kunth as a hypoglycemic and cardio-
vascular protector with a lipid-lowering effect.
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