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Prologo
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Resumo

A espécie Terminalia catappa L. (Combretaceae) ¢ uma planta conhecida no
Brasil como “amendoeira”, “amendoeira da praia” ou ‘“chapéu-de-Sol” e ¢ utilizada
popularmente na Asia para o tratamento de hepatite, diarreia e disenteria. Essa planta
medicinal faz parte da Farmacopeia Caribenha para o tratamento de gastrite e infec¢ao
urinaria. A partir de sua indica¢do popular, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
antiulcerogénico da infusdo das folhas de Terminalia catappa (IFTC) no combate aos
efeitos lesivos gastricos promovidos pelo uso do etanol, anti-inflamatorio nao esteroidal
(AINE) e isquemia e reperfusdo (I/R) em ratos. Para tanto, foram utilizados modelos
experimentais agudos em que os animais receberam diferentes doses de IFTC e depois
foram submetidos a indu¢do de lesdo por agente deletério (etanol, AINE ou I/R). A
avaliagdo do efeito curativo ocorreu a partir da implantacdo da lesdo gastrica nos
animais e posteriormente foi realizado o tratamento pela via oral nos diferentes grupos
experimentais por periodos que variaram de 3 a 6 dias consecutivos. Foram analisados
os parametros macroscopicos como a area de lesdo e parametros bioquimicos
relacionados aos sistemas antioxidantes e anti-inflamatorios (superoxido dismutase,
glutationa reduzida, catalase, mieloperoxidase, peroxidacdo lipidica). Foi possivel
constatar que o tratamento prévio com IFTC ndo ¢ capaz de prevenir o surgimento das
lesdes gastricas induzidas por etanol ou I/R mas ¢ capaz de reduzir as lesdes por AINE
na dose de 300 mg/kg. Entretanto, o tratamento com IFTC durante 3 dias pos-I/R foi
capaz de reduzir significativamente a area de lesdo bem como diminuir a atividade da
mieloperoxidase. Os resultados apresentados indicam que a atuagdo da IFTC como
antiulcerogénico se da pela agdo anti-inflamatoria e ndo pela atuagdo dos sistemas

antioxidantes.

Palavras chave: Terminalia catappa; efeito cicatrizante gastrico; isquemia e reperfusao.



Abstract

The species Terminalia catappa L. (Combretaceae) is a plant known in Brazil as
"amendoeira", "amendoeira da praia" or "chapeu de sol" and is popularly used in Asia
for the treatment of hepatitis, diarrhea and dysentery. This medicinal plant is part of the
Caribbean Pharmacopoeia for the treatment of gastritis and urinary infection. The
objective of this study was to evaluate the antiulcerogenic effect of the infusion of
leaves of Terminalia catappa (IFTC) against the gastric lesions promoted by the use of
ethanol, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and ischemia and reperfusion
(I/R) in rats. For this, acute experimental models were used in which the animals
received different doses of IFTC and then were subjected to injury induction by etanol,
NSAID or I/R. The healing model occurred after implantation of the gastric lesion in the
animals and afterwards the oral treatment was carried out in the different experimental
groups for periods ranging from 3 to 6 consecutive days of treatment. Macroscopic
parameters such as lesion area and biochemical parameters related to antioxidant and
anti-inflammatory systems (superoxide dismutase, reduced glutathione, catalase,
myeloperoxidase, lipid peroxidation) were analyzed. It was possible to verify that the
previous treatment with IFTC is not able to prevent the appearance of the gastric lesions
induced by ethanol or I/R but it is able to reduce the lesions by NSAID in the dose of
300 mg/kg. However, treatment with IFTC for 3 days post I/R was able to significantly
reduce the area of injury as well as decrease myeloperoxidase activity. The results
indicate that the action of the IFTC as antiulcerogenic is due to the anti-inflammatory

action and not the performance of the antioxidant systems.

Key words: Terminalia catappa, healing effect, ischemia and reperfusion
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1. Introducio

A doenga ulcerosa péptica abrange tanto as ulceras gastricas quanto as Ulceras
duodenais (Malfertheiner et al., 2009). As lesdes descritas como ulcerosas variam de
acordo com a profundidade das erosdes causadas que podem ser desde danos epiteliais
superficiais até lesdes mais profundas que penetram na mucosa e causam perfuracdo e
morte (Turner, 2010; Stewart, 2011). As tlceras sdo caracterizadas por reducdo no fluxo
sanguineo local, necrose, infiltragdo de neutrofilos, secrecdo de mediadores
inflamatoérios e indugdo de estresse oxidativo (de Souza Almeida et al., 2011).

O desenvolvimento das ulceras pépticas ¢ um processo multifatorial, que ocorre
em decorréncia de um desbalanco entre os fatores agressores e protetores presentes na
mucosa (Choi et al., 2009; Shaker et al., 2010). Entre os agentes desencadeantes das
ulceras géstricas, destacam-se o aumento da secre¢cdo de acido cloridrico, a atividade da
pepsina, reducdo da secre¢do de muco e bicarbonato, a presenca da bactéria
Helicobacter pylori e um decréscimo no fluxo sanguineo local (Farzaei, 2015). Além
disso, 0 aumento na incidéncia das tlceras (Choi et al., 2009) pode estar associado com
os fatores agressores exdgenos tais como a exposicdo da mucosa ao etanol, estresse
ambiental, tabagismo, deficiéncias nutricionais e a ingestdo frequente de medicamentos
anti-inflamatorios nao esteroidais (AINE) (Shaker et al., 2010).

Mundialmente, o consumo de etanol causa aproximadamente 3,3 milhdes de
mortes todo ano (5,9% de todas as mortes). E estimado que o consumo de &lcool
representa o terceiro maior fator de risco para doencas e ¢ responsavel pela causa de
aproximadamente 60 doencas, e cofator para o desenvolvimento de pelo menos outras
200 doengas. No trato gastrointestinal, o etanol tem efeitos nocivos como dano direto a
mucosa gastrica e esofagica, diminui a pressdo do esfincter, causa deficiéncia na
motilidade e alteracdo da secregdo gastrica (OMS, 2014; Rocco, 2014).

A lesdo causada por AINE ¢ mediada pela supressdo da via das cicloxigenases
(COX), bloqueando a sintese de prostaglandinas (PGs), um fator gastroprotetor que
estimula secre¢do de muco e bicarbonato no estomago e favorece o fluxo sanguineo na
mucosa gastrica (Melcarne, 2016). Além disso, os AINEs retardam o processo de
cicatriza¢do das lesdes por conta da deplecdo dos fatores angiogénicos como fator de
crescimento epitelial (EGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Farzaei

etal., 2015).
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A lesdo causada por I/R contribui para a mortalidade e morbidade de diversas
doengas e tem grande importdncia em procedimentos clinicos e cirlrgicos,
principalmente tratando-se do trato gastrointestinal (Mojzis et al., 2001; Yamamoto et
al., 2001). A isquemia seguida de reperfusdo ¢ uma condi¢do patoldgica caracterizada
pela restricdo inicial da irrigagdo sanguinea de um 6rgao, seguida pela restauragdo do
fluxo sanguineo e da oxigenacdo. Em sua manifestagdo clinica cldssica, a oclusdo
arterial ¢ causada por um émbolo e resulta em um grave desequilibrio de oferta e
demanda metabdlica, causando hipdxia tecidual (Eltzschig, 2011).

O trato gastrointestinal recebe aproximadamente 20% do débito cardiaco e essa
quantidade aumenta para 35% durante a digestdo. Trés principais vasos sanguineos
irrigam o trato gastrointestinal: o tronco celiaco, artéria mesentérica superior e inferior

(Cangemi e Picco, 2009).

©2014 Centralx

Fig. 1 — Circulagao gastrointestinal. Seta indicando artéria celiaca (Centralx, 2014).

A isquemia mesentérica ¢ comum em idosos, de dificil diagnostico e por isso
possui uma alta porcentagem de morbidade. Esse processo ocorre quando o fluxo
sanguineo no intestino ¢ inadequado para suportar suas necessidades metabolicas basais
ou elevadas, associadas a digestdo (Ozden e Gurses, 2007). Essa alteracdo se apresenta
em varias formas clinicas como: isquemia mesentérica aguda ou cronica, isquemia
mesentérica ndo oclusiva, trombose venosa mesentérica e isquemia colonica (Cangemi e
Picco, 2009).

O transplante de intestino tem se tornado uma alternativa cada vez mais viavel

para o tratamento da faléncia intestinal irreversivel. Porém, neste processo o dano
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causado por I/R ¢ inevitavel e pode causar prejuizos a curto e a longo prazo (Yandza et
al., 2012). A lesao causada pela I/R ¢ um importante campo de estudo quando se trata
do transplante de intestino delgado por causa de suas implicagdes sobre a imunidade
intestinal (Alessiani et al., 2014).

Nos transplantes de 6rgdos, o processo de I/R tem sido visto como responsavel
por parte da resposta imune contra o enxerto, que ocorre devido a falta de
vascularizagdo e oxigenacdo, o que mostra uma relacdo entre as respostas imunes
adaptativas e a regeneragdo ou rejei¢ao de o6rgdos (Yandza et al., 2012).

A obesidade como epidemia levou a um aumento nos procedimentos bariatricos
e o processo de I/R pode ocorrer durante a cirurgia e esta associado a uma das
complicagdes pos-cirurgicas por conta da trombose que pode ocorrer na artéria
mesentérica superior (Monkhouse, 2009; Kassir et al., 2016).

O processo de I/R também estd associado a uma grande taxa de mortalidade no
decorrer do choque hemorragico, hemorragia da ulcera péptica, ruptura vascular e na
doenga isquémica gastrointestinal. Clinicamente, existem poucos tratamentos
satisfatorios para o tratamento da injuria causada pela isquemia seguida de reperfusdo
(Li et al., 2009).

A hipoxia causada pelo processo de I/R leva a falha do funcionamento da bomba
de célcio, o que causa aumento do calcio intracelular e ativagdo das fosfolipases,
liberando acidos graxos livres das membranas (Vajdovich, 2008). A cascata do acido
araquidonico (AA) ¢ ativada pela fosfolipase A, (PLA,) e o acido araquidénico ¢
metabolizado pelas cicloxigenases (COX-1 e COX-2), que produzem prostaglandinas
(Medzhitov, 2008). As PGE, tém um papel fundamental na geracdo da resposta
inflamatoria, contribuindo para o surgimento dos sinais cardinais da inflamagao: rubor,
edema, calor e dor (Ricciotti e FitzGerald, 2011). A cascata do AA ¢ modulada por
citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6 (Medzhitov, 2008).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) liberadas durante o processo de I/R
também modulam fatores de transcricdo como NFkB em diferentes células. Essa
ativagdo leva a expressdo de vérias citocinas pro-inflamatorias, (Vajdovich, 2008)
caracterizando uma inflamagao (Eltzschig, 2011).

O intestino e outros orgaos do trato gastrointestinal sdo fontes importantes de
enzimas que geram grande quantidade de EROs, tornando-os mais susceptiveis a lesao

causada por I/R (Granger et al., 2015).
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As EROs reagem diretamente com d4cidos graxos poli-insaturados das
membranas celulares, o que acarreta numa disfuncdo da membrana, perda da
permeabilidade seletiva, danos ao DNA e degradacdo de proteinas estruturais e de
membrana. O malondialdeido (MDA) ¢ o produto final metaestdvel da peroxidagdo

lipidica, tendo seus niveis plasmaticos aumentados depois deste processo (Vajdovich,

2008).
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Fig. 2 — Fatores protetores e agressores da mucosa gastrica (Adaptado de Laine et al.,

2008).
As células possuem defesas contra o estresse oxidativo que sequestram esses

radicais livres. Essas defesas podem ser enzimadticas, como a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) ou ndo-enzimdticos como a
vitamina C, E, glutationa reduzida (GSH) e carotenoides (Redza-Dutordoir, 2016).

A SOD realiza a dismutacdo do Oy e forma H,0,, que ¢ menos reativo. E a
CAT e a GSH-Px convertem o H,O, em 4gua e oxigénio molecular e reduz o dano
celular (Vajdovich, 2008).

A glutationa ¢ um tripeptideo encontrado em todos os tipos de tecido de
mamiferos, porém em maior quantidade no figado. Sua forma predominante ¢ na forma
reduzida e possui varias fungdes tais como detoxificar os eletrofilos, sequestrar radicais
livres, manter o grupamento tiol nas proteinas, prover um reservatorio de cisteina e
modular processos celulares criticos, por exemplo, sintese de DNA e fun¢do imune. O
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excesso de EROs pode levar a peroxidacdo lipidica e como consequéncia o dano
celular. A GSH participa dos sistemas antioxidantes que sequestram EROs. Essa
atuacdo ¢ extremamente importante, principalmente na mitocondria, onde ndo ha a
presenga de CAT (Lu, 2009). A GSH ¢ também cofator para formag¢do da GPx na
degradagdo de H,O, (Monostori, 2009).

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima inflamatoria encontrada em neutrofilos
que atua na reagdo entre o HyO, e o ion cloreto CI. Os produtos dessa enzima
modificam biomoléculas durante um processo inflamatorio exacerbado, indicando que a
acdo da MPO pode ser benéfica ou prejudicial. Alguns fitoconstituintes inibem a
atividade da MPO, o que explica a redu¢do de algumas doencas cardiovasculares
promovida pelo consumo de frutas e vegetais (Kato, 2016).

Os medicamentos usados atualmente no combate as tlceras géstricas produzem
muitos efeitos adversos como fratura de ossos, aumento de susceptibilidade a infeccdes,
infarto do miocardio e cancer géstrico (Cheung et al, 2018). Além de ndo promoverem
uma cicatriza¢do efetiva da lesdo, o que leva a uma alta taxa de recidiva da ulcera.
Acredita-se que uma das razdes da recorréncia da lesdo deve-se ao fato de que as
ulceras cicatrizadas sdo precariamente vascularizadas e t€ém de duas a trés vezes menos
densidade de novos vasos sangiiineos ao redor do que o tecido normal (Szabo e Vincze,
2000).

Plantas do género Terminalia estdo entre as mais usadas mundialmente na
medicina popular. Varias espécies sdo usadas por suas propriedades microbicida,

analgésica, antioxidante e anti-inflamatoria (Cock, 2015).
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Fig. 3 — Terminalia catappa (Chua, 20147).

A Terminalia catappa ¢ uma espécie da familia Combretaceae e popularmente
conhecida no Brasil como “amendoeira”, “amendoeira da praia”, “amendoeira-da-
India”, “cuca”, “guarda-sol”, “castanheira da India”, “castanhola” e “chapéu-de-Sol”.
Essa planta ¢ amplamente distribuida em paises de clima tropical e subtropical,
principalmente em regides litoraneas devido a sua habilidade de se adaptar facilmente a
salinidade ¢ aos ventos (Thomson e Evans, 2006; Anand et al., 2015).

Em Taiwan, as plantas dessa espécie sdo usadas no tratamento de hepatites. No
Suriname essa espécie ¢ usada no combate a disenteria e diarréia (Cock, 2015). Essa
planta também estd listada na Farmacopeia Caribenha para tratamento de gastrite e
infeccdo urinaria (Germosén-Robineau, 2014). Essas propriedades se devem
provavelmente aos seus componentes: flavondides, taninos, saponinas e fitoesterois
(Cock, 2015).

Estudos conduzidos por nosso grupo ja mostraram o efeito gastroprotetor da
fracdo aquosa da Terminalia catappa frente a lesdo causada por I/R (Silva, 2015) e entre
os compostos majoritarios da infusdo das folhas de Terminalia catappa (IFTC) estdo
fenois (56,71 mg/g) e flavonoides (26,12 mg/g). Ainda na infusdo, o teor de
punicalagina encontrado foi de 19,85% (Mininel et al., 2015). Esses compostos tém sido

reportados como importantes no tratamento de Ulceras gastricas por atenuar processos
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inflamatorios e por modular o estresse oxidativo por meios enzimaticos ou ndo-
enzimaticos (Farzaei, 2015). Com base nas indicacdes populares do uso da Terminalia
catappa e do seu efeito j4 comprovado em experimentos in vivo da fragdo aquosa,
decidimos verificar a eficidcia de sua infusdo em diferentes modelos experimentais

agudos (preventivos) e cronicos (curativos).

2. Objetivo

Avaliar o efeito preventivo e curativo da infusdo das folhas de Terminalia catappa

sobre lesdes gastricas em modelos animais.

3. Material e Métodos

3.1. Material vegetal

As folhas de Terminalia catappa Linn foram coletadas na orla da praia da cidade
de Santos-SP, com autorizagdo da prefeitura, no més de abril de 2010, e a espécie foi
identificada pela equipe de botanicos da Universidade Santa Cecilia sendo arquivada e
registrada (M Tomaz 01) no Herbarium da Universidade Santa Cecilia. Obteve-se
autorizacao do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis) sob o n° 33152 para a coleta do material.

3.2. Preparo da IFTC

As folhas de Terminalia catappa coletadas (524,6 g) foram submetidas ao
processo de secagem em estufa a 50°C por 6 dias consecutivos. Apds secagem, as
mesmas foram trituradas e moidas em moinho de facas. As folhas secas pulverizadas (1
g) foram misturadas com dgua em ebuligdo MilliQ (20 mL) durante 10 min. O
recipiente foi mantido fechado e deixado em repouso por 10 minutos. A mistura foi,
posteriormente, filtrada em papel de filtro para remover macro-particulas e levada até a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em membrana PTFE (Millex®) de

0,45 pum e liofilizado e armazenado.

3.3. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-250g) para os experimentos,

provenientes do Biotério ANILAB — Paulinia (S3o Paulo, Brasil), aclimatados as
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condi¢des do biotério setorial por pelo menos sete dias antes da manipulacio
experimental, sob temperatura (23 = 2)C) e ciclo claro-escuro de 12 horas controladas.
Os animais foram alimentados com racdo comercial Presence* e dgua ad libitum. Todos
os experimentos obedeceram a protocolos experimentais aprovados, previamente, pela
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP —

Botucatu sob o numero 907.

3.4. Modelos experimentais agudos

3.4.a. Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto (Robert et al., 1976 com
modifica¢oes)

Ratos machos foram distribuidos em 5 grupos (n = 7) e submetidos a 16 horas
de jejum antes de receberem uma dose oral por gavagem de veiculo (salina 0,9% NaCl,
10 mL/kg), carbenoxolona (100 mg/kg) e IFTC (30, 100 e 300 mg/kg de peso corporal).
Apo6s 60 minutos, todos os grupos foram tratados por via oral com 1 mL de etanol
absoluto para induzir ulceras géstricas. Depois de mais 1 h, os animais foram
eutanasiados, os estomagos retirados e abertos ao longo da maior curvatura. A extensao
das lesdes foi medida através do software AVsoft Bioview Spectra e as medi¢des da
lesdo foram expressas como mm®. Amostras do tecido foram coletadas e armazenadas a

-80°C para caracterizagdes enzimaticas.

3.4.b. Ulceras gastricas induzidas por AINE (Anti-inflamatério nio esteroidal)
(Guidobono et al., 1997 com modificacoes)

Apo6s 16 h de jejum, os ratos dos 5 grupos experimentais (n=7) foram tratados
com a [FTC em doses variadas (30, 100 e 300 mg/kg), com 30 mg/kg de lanzoprazol ou
veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg). Todos os pré-tratamentos foram administrados via oral
por gavagem. Trinta minutos apos o tratamento, as lesdes foram induzidas por
administracdo oral de 10 mL/kg da Indometacina (AINE), solubilizada em Carbonato de
Sédio 0,5% na dose de 50 mg/kg. Os animais foram eutanasiados 6h apods a
administracdo da Indometacina e os estomagos retirados e abertos ao longo da maior
curvatura, a extensao das lesoes foi medida através do software AVsoft Bioview Spectra
e expressas em mm’. Amostras do tecido foram coletadas e armazenadas a -80°C para

caracterizagdes enzimaticas.
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3.4.c. Inducio de lesdo gastrica por isquemia e reperfusao (Ueda et al., 1989 com
modificacoes)

Os ratos foram divididos em 5 diferentes grupos (n=7) ap6s um periodo de 16
horas de jejum. Logo apds esse periodo, foram tratados via oral por gavagem com
veiculo, Lansoprazol (30 mg/kg) e trés diferentes doses da IFTC (30, 100 e 300 mg/kg
de peso corporal). Em seguida, todos os animais foram anestesiados com Ketamina (80
mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) (via intramuscular), a artéria celiaca foi isolada e um
clamp microvascular foi aplicado nessa artéria que permaneceu ocluindo durante 60
minutos. Apds o periodo de isquemia, o clamp foi removido e apdés uma hora de
reperfusdo, os animais foram eutanasiados e seus estomagos removidos para

o~ , ~ 2 . ~ N . , .
caracterizado das areas de lesdes (mm”) e determinagdo de parametros bioquimicos.

3.5. Modelo experimental cronico

3.5.a. Induciao de lesao gastrica por isquemia e reperfusao (Ueda et al., 1989 com
modificac¢oes)

Os ratos foram divididos em diferentes grupos (n=7) ap6és um periodo de 16
horas de jejum. Logo apos, foram anestesiados com Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (8
mg/kg) (via intramuscular) e a artéria celiaca foi isolada. Um clamp microvascular foi
colocado nessa artéria onde permaneceu durante 60 minutos. Apds o periodo de
isquemia, o clamp foi removido (reperfusdo) e os animais foram suturados e devolvidos
para seus respectivos ambientes. Transcorridas 24 horas da inducdo da lesdo, os
tratamentos orais por gavagem foram iniciados com veiculo (salina — 0,9%),
Lansoprazol (30 mg/kg) ou IFTC em trés diferentes doses. Apds 3 ou 6 dias de
tratamentos didrios, os animais foram eutanaziados e seus estomagos removidos para

exame das areas de lesdes e determinagdo de parametros bioquimicos.

3.6. Caracterizaciao de parametros inflamatorios e sistema Redox

A determinacdo dos parametros bioquimicos foi realizada nos modelos em que a
IFTC apresentou atividade gastroprotetora ou cicatrizante para avaliar os mecanismos
envolvidos nessas atividades. Para isso, as amostras de tecido de estdmago foram
homogenizadas com tampao especifico para cada tipo de dosagem. Em todas as
dosagens foi incluido um grupo de animais denominado Branco que nao sofreu indugao

de lesdo, e para o modelo de I/R que envolve procedimento cirargico, foi incluido o
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grupo Sham, de animais que foram submetidos a laparotomizag¢do sem indugao de lesao.

Esses grupos foram incluidos para indicar os niveis basais de cada parametro.

3.6.a. Determinacio da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da MPO, um importante marcador da infiltragdo de
neutrofilos, foi realizada pelo método de Krawisz et al. (1984). Amostras de tecido do
estomago, mantidas a -80°C, foram solubilizadas com brometo hexadeciltrimetilamodnio
e a atividade da MPO foi medida por meio de um ensaio com O-dianisidina, substrato
da peroxidase. A atividade da MPO ¢ proporcional ao nimero de neutroéfilos infiltrados
na mucosa gastrica. O tampao HTAB atua como detergente lisando os granulos dos
neutr6filos que contém a enzima, que entdo ¢ liberada. A atividade enzimatica se
determina seguindo a cinética da reagcdo da enzima com agua oxigenada do tampao de
reagdo, sendo que 1 Unidade de mieloperoxidase determinada ¢ capaz de degradar 1
mmol/minuto de agua oxigenada a 25°C. Os resultados foram expressos como unidade

de MPO/g de tecido.

3.6.b. Quantificacio de malondialdeido (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi determinada pelo método de Ohkawa et al. (1979),
medindo-se a reacdo do acido tiobarbiturico (TBA) com amostras de tecido estdmago.
Em tubos de ensaio foram adicionados 400 pL de agua destilada, 200 pL de lauril 8.1%,
1500 pL de 4cido acético 20% pH 3.5 e 1500 L de TBA 0,8% diluido em 4cido acético
20% e 400uL. de amostra para a reacao colorimétrica. A concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico foi medida a 532 nm, e os resultados foram expressos

em nmols de MDA/g de tecido.

3.6.c. Determinacio da atividade da superoxido dismutase (SOD) (Winterbourn et
al., 1975)

As amostras de tecido géstrico foram diluidas em tampao fosfato, na proporcao
1:20. Em 100 pl do homogenato foram adicionados 150 pl da solugdo de hipoxantina
(0,ImM), xantina oxidase (0,07U) e nitrobluetetrazolium (NBT — 0,6mM). A
determinagdo da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 560 nm. Os resultados

foram expressos como unidade de SOD/g de tecido.
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3.6.d. Quantificacio de catalase (CAT) (Aebi, 1984)

Sobre a amostra do homogenato da mucosa do estomago foi adicionada uma
solugdo de H,O, (0,01 mol em tampdo fosfato salino, PBS, 0,05 mol a pH 7). A
determina¢do da absorbancia foi feita em espectrofotdometro a 540 nm. Os resultados

foram expressos em unidade de catalase/minuto x g tecido.

3.6.e. Determinacao de Glutationa Reduzida (GSH) (Anderson, 1985)

O conteudo de glutationa reduzida foi determinado utilizando-se 5,5 -ditio-bis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). A reagdo enzimatica ¢ constituida de 20 pl da amostra,
140 ul de NADPH, 5 ul de PBS e 20 ul DTNB. A absorbancia foi determinada em 412
nm utilizando-se um espectrofotometro. Os resultados foram expressos como nmol/g de

tecido.

3.6.f. Quantificacdo de Prostaglandinas E,

Estomagos foram homogeneizados em tampao fosfato com coquetel inibidor de
protease. As concentracdo de PGE, foi determinada pelas técnicas imunoenzimaticas
com Kit R&D systems (Minneapolis, EUA). A determinag¢do da absorbancia foi feita
em espectrofotometro a 450 nm. Os resultados foram expressos como pg de PGE,/mL

de homogenato de tecido.

3.6.g. Quantificacdo de TNF-a

Estomagos foram homogeneizados em tampao fosfato. A concentracdo de TNF-
a foi determinada pela técnica imunoenzimdtica com Kit R&D systems (Minneapolis,
EUA). A determinagdo da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro a 450 nm. Os

resultados foram expressos como pg de TNF-a /mL de homogenato de tecido.

3.6.h. Quantificacdo de IL-1p

Estomagos foram homogeneizados em tampao fosfato. A concentragao de IL-18
foi determinada pela técnica imunoenzimatica com Kit R&D systems (Minneapolis,
EUA). A determinagdo da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro a 450 nm. Os

resultados foram expressos como pg de IL-13 /mL de homogenato de tecido.

3.7. Analise estatistica
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Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo médio (e.p.m)
dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a andlise de
variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett para comparar o grupo

veiculo com os demais grupos, com nivel de significdncia minimo de p < 0,05.

4. Resultados e Discussao

4.1. Lesao gastrica induzida por etanol

O consumo agudo e crénico de alcool afeta o trato gastrointestinal tanto
diretamente, com o contato do etanol com a mucosa géstrica, quanto indiretamente com
o contato de metabdlitos como o acetaldeido, que altera a produgdo e secre¢do de muco.
O etanol causa edema, hemorragia e necrose na mucosa gastrica, prejudicando sua
capacidade de defesa contra o 4cido gastrico e enzimas digestivas (Rocco, 2014). O
etanol causa decréscimo nas concentragdes de grupamentos sulfidrilicos no conteudo da
mucosa gastrica (Gardés-Albert et al., 1993), induz morte celular por apoptose (Hoshino
et al., 2002), provoca peroxidacao lipidica e diminui¢do dos niveis de GSH (Das et al.,
2012).

Neste modelo experimental agudo, testamos o efeito preventivo da IFTC contra
a formagao de lesdes induzidas por etanol. E podemos ver que a Carbenoxolona na dose
de 100 mg/kg, usada como controle positivo, apresentou atividade gastroprotetora. A
Carbenoxolona aumenta a secre¢do de muco no estdmago, protegendo contra o agente
lesivo. Entretanto, o tratamento prévio com diferentes doses de IFTC ndo foi capaz de
reduzir significativamente a area de lesdo quando comparamos com o grupo de animais

tratado com o veiculo, controle negativo (Fig. 3).
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Fig. 4 — Avaliacdo do efeito gastroprotetor da IFTC em lesdes gastricas induzidas por
etanol em ratos. Os resultados foram expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de
Dunnett, **** p<0,0001.

4.2. Lesao gastrica induzida por anti-inflamatorio nao esteroidal (AINE)

Os AINEs sdo amplamente usados para tratar inflamagdes, febres e dores e sdo
divididos em inibidores de COX nio seletivos e inibidores seletivos de COX-2. Estudos
tem mostrado que pacientes tratados com inibidores ndo seletivos de COX apresentam
um maior risco de ter ulceras no trato gastrointestinal (Cheng, 2017).

A COX-1 regula a sintese de prostaglandinas que estdo envolvidas na
gastroprotecdo e sdo responsdveis por manter a integridade da mucosa géstrica. A
inibicdo da COX também aumenta a producdo de leucotrienos, que tem um papel
importante no processo inflamatério da lesdo gastrica. A inibicdo da COX-2, por sua
vez dificulta a cicatrizacdo efetiva da lesdo pois inibe fatores angiogénicos e aumentam
o risco de hemorragias (Melcarne, 2016).

Além da inibicdo de um fator gastroprotetor, a indug¢do de ulcera por AINE
promove a geracdo de EROs, induz aumento de peroxidagdo lipidica, inibe enzimas de
sistemas antioxidantes como GPx, glutationa redutase, CAT e¢ SOD. Além disso, os
AINEs inibem a angiogénese via supressio de VEGF e EGF e desfavorecem a
restituicdo celular da mucosa ao promover degradacdo da matriz extracelular via
supressao de metaloproteinases de matriz (Cheng, 2017).

O Lansoprazol, medicamento usado como controle positivo neste modelo
experimental, ¢ usado atualmente no tratamento de lesdes gastricas e inibe a secre¢ao

gastrica, reduzindo os danos causados pelos agentes lesivos. Porém, o uso crénico dessa
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classe de medicamentos tem sido associada ao desenvolvimento de cancer gastrico em

estudos recentes (Cheung, 2018).

Nas figuras 5 e 6 podemos observar que o tratamento prévio dos animais com

Lansoprazol, medicamento usado como controle positivo, inibiu a formagao de lesdo em

100%. Entretanto, a dose de 30 mg/kg de IFTC aumentou 2,9 vezes a lesdo e a dose de

300 mg/kg diminuiu 72% a area de lesdo quando comparamos com o grupo tratado com

veiculo (controle negativo).
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Fig. 5 — Lesdes gastricas induzidas por Indometacina e submetidas a diferentes
tratamentos.
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Fig. 6 — Avaliacdo do efeito gastroprotetor da IFTC em lesdes gastricas induzidas por
AINE em ratos. Os resultados foram expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de

Dunnett, * p<0,05 e ** p< 0,01.

Para investigar os mecanismos envolvidos no efeito dual produzido pela
administracdo da IFTC, avaliamos também seu efeito sobre a MPO, enzima usada como
marcador de inflamag¢do. Como podemos ver na figura 7, apenas os animais do grupo
Branco, que ndo sofreram indu¢do de lesdo, apresentaram niveis reduzidos de MPO,
mostrando o envolvimento da infiltragdo de neutrofilos na geragdo da lesdo. Porém a
IFTC nao participou na modulag¢do do processo inflamatério gerado pela administragao

de Indometacina.
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Fig. 7 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre a atividade da MPO no estdmago de animais
submetidos ao modelo de ulcera gastrica induzida por AINE. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett, ** p<0,01.

Alguns fitoquimicos possuem a capacidade de sequestrar radicais livres, porém
essa a¢do ndo possui muita relevancia in vivo comparada aos sistemas enzimaticos ja
existentes. Alguns sistemas antioxidantes podem sofrer modulagdo por produtos
naturais (Gibellini, 2015) entdo quantificamos o MDA que ¢ produto de peroxidagdo
lipidica. Avaliamos também a atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a
CAT, e quantificamos a GSH, usada como substrato para a GPx, outra enzima
antioxidante.

Na figura 8 podemos ver que ndo hé diferenga na quantificagcdo do produto final

da peroxidacao lipidica (MDA) entre os grupos de animais que receberam diferentes

27



tratamentos. O grupo quesofreu inducdo de lesdo também ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao grupo branco, o que mostra que apesar das EROs geradas no
momento da inducdo da lesdo, este processo estd mais relacionado ao processo

inflamatorio do que ao estresse oxidativo.
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Fig. 8 - Avaliagdo do efeito da [FTC sobre a produgdo de MDA no estdmago de animais
submetidos a0 modelo de inducdo de ulcera por AINE. Os resultados foram expressos
na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.

Como podemos ver nas figuras 9, 10 e 11, ndo houve alteragdo em nenhum dos

sistemas antioxidantes endogenos diante do pré-tratamento com a IFTC.
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(U/g de tecido)
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Fig. 9 — Avaliacdo do efeito da IFTC sobre a atividade da SOD no estdmago de animais
submetidos ao modelo de tulcera gastrica induzida por AINE. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fig. 10 — Avaliacdo do efeito da IFTC sobre a atividade da CAT no estdmago de
animais submetidos ao modelo de ulcera gastrica induzida por AINE. Os resultados
foram expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fig. 11 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre os niveis de GSH no estdmago de animais
submetidos ao modelo de tulcera gastrica induzida por AINE. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.

Visto que a IFTC nao alterou os niveis de marcadores de inflamacdo e de
lipoperoxidacdo neste modelo experimental e ndo exerce nenhuma alteracdo sobre a
atividade de enzimas antioxidantes, quantificamos também os niveis de PGE,, que tem
papel gastroprotetor. A PGE; tem sua liberacdo inibida no momento em que a lesdo ¢
induzida pelo AINE, um dos fatores que promovem a lesdo. Como podemos ver na
figura 12, a via da PGE, ndo est4d envolvida na gastroprotecdo promovida pela maior

dose, nem no agravamento da lesdo causada pela menor dose. Podemos observar
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também que o grupo de animais que ndo sofreram inducdo de lesdo manteve os niveis

de PGE,, o que mostra claramente a inibi¢do do fator protetor neste modelo.
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Fig. 12 — Avalia¢do do efeito da IFTC sobre a producdo de PGE; no estdmago de
animais submetidos ao modelo de gastrica induzida por AINE. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett, ****p<0,0001.

Polifenois como taninos e flavonoides, presentes em grande quantidade nesta
planta possuem uma grande quantidade de radicais hidroxila (OH), que aumentam seu
potencial de sequestrar radicais livres, mas também produz peréxido de hidrogénio, que
¢ prejudicial a célula (Gibellini, 2015). Apesar desse potencial, o tratamento com IFTC
ndo exerceu atividade sobre o estresse oxidativo no tecido. Além disso, as propriedades

pré ou antioxidantes dos flavonoides dependem do ambiente em que estdo inseridos, o

que pode explicar o efeito dual da planta (Baldim, 2017).

4.3. Lesao gastrica induzida por isquemia e reperfusio

Isquemia e reperfusdo ¢ uma condi¢do patologica caracterizada por uma
restricdo do suprimento sanguineo seguida de um restabelecimento da perfusdo, e
consequentemente, reoxigenagdo do tecido. Em sua manifestacao classica, a oclusdo da
artéria ocorre por um émbolo e resulta em um desbalango severo entre a demanda e a
oferta metabdlica, causando hipoxia. O reestabelecimento do suprimento sanguineo
possui uma resposta paradoxal (Eltzschig, 2011). O processo de isquemia implica na
inibicdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratéria, impedindo a fosforilagdo oxidativa,
o que diminui os niveis de ATP. Essa diminuicdo ¢ acentuada pela hidrdlise de ATP
necessaria para manter o potencial de membrana na membrana mitocondrial. O

metabolismo anaerébico leva ao acumulo de protons e lactato, abaixando o pH da
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célula. A recaptagio de Ca®" pelo reticulo endoplasmatico diminui e leva ao aumento do
Ca’" intracelular, o que resulta na fragmentagio da mitocondria e acimulo de 4cidos
graxos na célula. Esse acimulo de 4cidos graxos intracelular contribui para o inicio do
processo inflamatorio (Gesslbauer, 2017). O aumento do célcio intracelular também
leva ao inchago e ruptura celular por mecanismos necréticos, apoptdticos e autofagicos.
E, embora os niveis de oxigénio sejam restaurados durante a reperfusdo, ha geragdo de
espécies reativas de oxigénio e os neutrofilos pro-inflamatdrios infiltram nos tecidos

isquémicos para exacerbar a lesdo (Kalogeris, 2012).

4.3.a. Lesao induzida por isquemia e reperfusio — modelo agudo

No modelo agudo de isquemia e reperfusdo houve uma redugdo nas médias da
area de lesdo dos animais tratados com lansoprazol e IFTC nas doses de 100 e 300
mg/kg, porém essa reducio nao foi estatisticamente significativa (Figuras 13 e 14). Para
verificar se ha algum mecanismo envolvido na reducdo dessas hiperemias,
quantificamos os possiveis parametros envolvidos. Apesar do grande desvio padrdo
identificado na andlise das areas de lesdo, a quantificacdo destes parametros poderia ser
um indicativo de maior sensibilidade para evidenciar essa reducdo na area de lesdo dos
grupos previamente tratados com Lansoprazol e a dose de 300 mg/kg de IFTC. Como
podemos evidenciar na figura 15, o tratamento dos animais com a dose de 300 mg/kg de
IFTC foram efetivos na reducdo da atividade da MPO. Portanto, esses resultados
demonstram que a IFTC possui agdo anti-inflamatdria na mucosa gastrica. Entretanto, a
infusdo ndo possui uma acdo gastroprotetora via reducdo da peroxidacdo lipidica
(Figura 16) ou ativacdo dos sistema antioxidante relacionado a atividade da SOD, CAT

e GSH como evidenciado nas figuras 17, 18 e 19.

31



3 ¢d ¢

Veiculo Lansoprazol 30 mg/kg IFTC 30 mg/kg

A w|

IFTC 100 mg/kg IFTC 300 mg/kg

Fig. 13 — Lesoes gastricas induzidas por I/R e submetidas a diferentes tratamentos.
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Fig. 14 — Avaliacdo do efeito gastroprotetor da [FTC em lesdes gastricas induzidas por
I/R em ratos. Os resultados foram expressos na forma de média £ e.p.m (n=7-8) ¢ a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de
Dunnett.
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Fig. 15 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre a atividade da MPO no estdmago de
animais submetidos ao modelo de lesdo gastrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett, *p<0,05 e ***p<0,001.
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Fig. 16 — Avaliacdo do efeito da IFTC sobre a producdo de MDA no estomago de
animais submetidos ao modelo de lesdo géstrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fig. 17 — Avaliacdo do efeito da IFTC sobre a atividade da SOD no estdmago de
animais submetidos ao modelo de lesdo gastrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fig. 18 — Avaliacdo do efeito da IFTC sobre a atividade da CAT no estdmago de
animais submetidos ao modelo de lesdo géstrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fig. 19 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre os niveis de GSH no estdmago de animais
submetidos ao modelo de lesdo géstrica induzida por I/R. Os resultados foram expressos
na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.

4.3.b. Lesao gastrica induzida por isquemia e reperfusio — modelo crénico

Considerando os resultados obtidos pelo tratamento com IFTC de forma aguda,
optamos por dar continuidade nos estudos da infusdo para caracterizar sua agdo
curativa, na qual a lesdo por I/R ¢ realizada previamente e posteriormente realizamos o
tratamento para avaliar a capacidade da planta de reverter o quadro de lesdo mucosa.
Neste modelo, os animais passaram pela cirurgia para inducao da lesdo por isquemia e
reperfusdo e apds 24 horas, comecaram os tratamentos com veiculo, Lansoprazol 30
mg/kg e as trés diferentes doses da IFTC durante 3 ou 6 dias.

As figuras 20 e 21 mostram a area de lesdo nos estobmagos dos animais apods 3
dias de tratamento. As doses de 30 e 100 mg/kg reduziram as lesdes em 95 e 89%
respectivamente. Essa redugdo ¢ acompanhada pela diminuicdo da MPO (figura 23),
enzima usada como marcador de processo inflamatorio. Enquanto o Lansoprazol,
medicamento usado atualmente para o tratamento de lesdes géstricas e usado como
controle positivo neste modelo experimental, ndo exerceu redugdo significativa da area

de lesdo ou dos niveis de MPO.
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Fig. 20 — Lesoes gastricas induzidas por I/R ap6s 3 dias de tratamento.
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Fig. 21 — Avaliagdo do efeito curativo da IFTC em lesdes gastricas induzidas por I/R
em ratos apds 3 dias de tratamento. Os resultados foram expressos na forma de média +
e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a
posteriori de Dunnett *p<0,05.

Na figura 22 sdo apresentadas as areas de lesdo gastrica dos diferentes grupos
tratados com Lansoprazol e IFTC em diferentes doses. E possivel evidenciar que apos 6
dias da inducdo da lesdo por I/R houve uma expressiva redugcdo da area de lesdo em
todos os grupos, inclusive dos animais tratados somente com o veiculo. Esses resultados
demonstram que ap6s 6 dias do processo de I/R ha uma recuperagdo propria do epitélio

gastrico frente ao efeito deletério do procedimento em relagdo aos animais tratados por
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3 dias. Esse fato também pode ser evidenciado quando quantificamos a atividade da
MPO (figura 23) que retornou aos niveis basais no grupo veiculo, o que indica que ha

uma redugdo do processo inflamatério independente de tratamento apds esse periodo.
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Fig. 22 — Avaliagdo do efeito curativo da IFTC em lesdes gastricas induzidas por I/R
em ratos apoés 6 dias de tratamento. Os resultados foram expressos na forma de média +
e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a
posteriori de Dunnett.
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Fig. 23 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre a atividade da MPO no estdmago de
animais submetidos ao modelo de lesdo gastrica induzida por I/R apds 3 e 6 dias de
tratamento. Os resultados foram expressos na forma de média (n=7-8) e a significancia

estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett *p<0,05 e
ko
'p<0,01.
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A geragdo de espécies reativas de oxigénio € a principal fonte de dano celular no
processo de I/R e apesar da proposta inicial do estudo ter sido baseada no potencial
antioxidante das moléculas presentes na Terminalia catappa, o efeito da infusdo dessa
planta sobre a lesdo causada por I/R ndo envolve a atuagdo dos sistemas antioxidantes
mas uma atuagdo relacionada a sua acdo anti-inflamatodria. Esse tipo de lesdo depende
intensamente do processo inflamatoério durante a isquemia, além disso, no momento da
reperfusdo, ha liberagdo de varias citocinas por macréfagos e mastocitos, como TNF-a e
IL-1B (Granger, 2015), o que explica o maior dano na mucosa géstrica depois de 3 dias
em relacdo aos animais que passaram por uma hora de reperfusao.

Para investigar os mecanismos envolvidos na atividade cicatrizante da IFTC
apos 3 dias de tratamento, quantificamos as citocinas envolvidas no processo

inflamatorio que ocorre durante o periodo de reperfusao.
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Fig. 24 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre a producdo de TNF-a no estomago de
animais submetidos ao modelo de gastrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significidncia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste ¢ de Student a posteriori, *p<0,05.

Na figura 24, verificamos a diferenca de 23% na concentracdo de TNF-a entre
os animais tratados com veiculo e os animais do grupo Sham. Os grupos tratados com
diferentes doses de IFTC ndo apresentaram uma redu¢do das médias dos niveis de TNF-
a em relagdo ao grupo tratado com veiculo. Este resultado mostra que ndo ha
envolvimento da via do TNF-a na acdo cicatrizante da IFTC.

Ao avaliarmos o envolvimento da IL-1f na cicatrizagdo exercida pela IFTC
vimos que ndo ha diferenga entre os diferentes tratamentos e o grupo tratado com

veiculo (Figura 24).

38



ns
400-
ns
w3 3004 I =
- £ ns ns
) - T
= 2004 E= Veiculo 10 mL/kg
E=1 Lansoprazol 30 mg/kg
= IFTC 30 mg/kg
100 B |IFTC 100 mg/kg
B |FTC 300 mg/kg
0- = Sham
1 1 1

Tratamentos (p.o.)

Fig. 25 — Avaliagdo do efeito da IFTC sobre a producdo de IL-1p no estdmago de
animais submetidos ao modelo de gastrica induzida por I/R. Os resultados foram
expressos na forma de média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi
determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.

Gesslbauer ¢ Bochkov mostraram em seu estudo de 2017 que o uso isolado de
antioxidantes tem sido insuficientes clinicamente para tratar desequilibrios causados por
estresse oxidativo na lesdo causada por I/R, e por isso deve-se buscar terapias com
outros alvos como o que foi encontrado neste estudo. Portanto, com base nos resultados
obtidos da ac¢do anti-inflamatoria da IFTC, os proximos passos deste estudo envolvem a
caracterizacdo da acdo da IFTC sobre as citocinas anti-inflamatorias e sobre a expressao
de NF-kB, que regula expressdo de outros mediadores inflamatdrios e tem sido

reportado como importante alvo de acdo de plantas do género Terminalia.

5. Conclusao

Nesse trabalho foi possivel demonstrar que o tratamento prévio com a infusdo de
Terminalia catappa ndo € capaz de prevenir as lesdes gastricas de agentes lesivos como
etanol ou AINE. Entretanto, o tratamento preventivo e curativo com a IFTC ¢é capaz de
reduzir a lesdo na mucosa gastrica lesionada por I/R, principalmente com 3 dias de

tratamento, em que houve reducdo das areas de lesdes e do marcador inflamatoério MPO.
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