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RESUMO

O aumento do consumo de sodio na dieta decorrente do processo de industrializacdo e 0s
habitos erréneos de vida tem ocasionado diversos disturbios metabolicos e doencas como
hipertensdo e inflamacdo, principalmente no intestino. Para o tratamento destas
complicacdes sdo necessarias novas terapias, ja que as terapias convencionais podem nao
ser eficazes para toda populacdo. Uma dessas estratégias € utilizacdo de Psidium
guajavaL. (goiabeira). Dados da literatura mostram que Psidium guajava L. possui
diversas funcdes, dentre elas acdo antiinflamatoria. O objetivo desse trabalho foi avaliar
alteracdes na arquitetura tecidual de ileo de ratos alimentados com dieta com sobrecarga
de sodio por 12 semanas (HS12W) e tratamento oral (gavagem orogéastrica) de uma
formulacdo a base de Psidium guajava L. através das medidas de altura das vilosidades
intestinais e da area de linfonodos. Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo
dois tratados com formulagcdoa base de extrato de folha de goiabeira (SPs) e dois ndo
tratados (veiculos), sendo realizada a administracdo oral de SPs por 4 semanas a partir da
122 semana po6s desmame. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e tiveram o
intestino delgado removido, sendo realizada a preparagdo histoldgica para analise do
tecido intestinal, morfometria das vilosidades e area dos linfonodos. Como resultado, néo
observamos na analise microscopica, em nenhum dos grupos, modificagdes na
arquitetura tecidual, apenas um sutil encurtamento das vilosidades e também uma area
maior ocupada pelos linfonodos que quando analisadas estatisticamente néo
apresentaram diferenca. Assim, nosso modelo de hipertensdo ndo foi habil para alterar
estruturas teciduais e ap0s o tratamento por quatro semanas serem reparadas. No
entanto, podemos afirmar que a utilizacdo do extrato sozinho ndo causa alteragdes
histologicas, se mostrando seguro para seguir sendo uma opc¢do de tratamento pelas
propriedades ja relatadas na literatura.

Palavras chaves: Sdio; Inflamac&o; ileo; Intestino.



ABSTRACT

The increase in sodium consumption in the diet resulting from the industrialization
process and the wrong lifestyle habits has caused several metabolic disorders and
diseases such as hypertension and inflammation, mainly in the intestine. For the
treatment of these complications, new therapies are needed, since conventional therapies
may not be effective for the entire population. One of these strategies is the use of
Psidium guajava L. (guava tree). Literature data show that Psidium guajava L. has
several functions, including anti-inflammatory action. The objective of this work was to
evaluate alterations in the tissue architecture of the ileum of rats fed a sodium overload
diet for 12 weeks (HS12W) and oral treatment (orogastric gavage) of a Psidium guajava
L. intestinal villi and lymph node area. The animals were divided into four groups, two
treated with a formulation based on guava leaf extract (SPs) and two untreated
(vehicles). Subsequently, the animals were euthanized and the small intestine was
removed, and the histological preparation was performed for analysis of the intestinal
tissue, morphometry of the villi and area of the lymph nodes. As a result, we did not
observe in the microscopic analysis, in any of the groups, changes in the tissue
architecture, only a subtle shortening of the villi and also a larger area occupied by the
lymph nodes that, when analyzed statistically, showed no difference. Thus, our model of
hypertension was not able to change tissue structures and after treatment for four weeks
they were repaired. However, we can say that the use of the SPs alone does not cause
histological changes, proving to be safe to continue being a treatment option due to the
properties already reported in the literature.

Keywords: Sodium; Inflammation; ileum; intestine.
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INTRODUCAO

O sddio é um ion substancial para muitas atividades fisioldgicas, como a
manutencdo da pressdo osmotica, distribuicdo de fluidos corporais, manutencdo do pH
normal e para a maioria dos processos metabdlicos (STRAZZULLO; LECLERCQ,
2014). Mas, se ingerido em grande quantidade, pode ser prejudicial ao organismo. O
alto consumo de sal, pode acarretar inimeras doencas, como hipertensdo arterial (QIN;
LI; LOU; CHANG et al.,, 2014), complicagdes cardiovasculares (O’DONNELL;
MENTE; ALDERMAN; BRADY et al., 2020), sindrome metabolica (TAKASE;
MACHII; NONAKA; OHNO et al., 2020) e disfuncGes do trato gastrointestinal (LlI;
SUN; GUO; FAN, 2019), sendo estas diretamente associadas ao estilo de vida
populacional. Seu consumo ainda é atrelado a costumes regionais e estd intimamente
ligado a aspectos culturais e ao processo de industrializacio (ARAUJO; RIBEIRO;

PADRAO; MOREIRA,2019).

O consumo de sodio se da pela via oral e a mucosa intestinal é a principal
superficie de contato com 0 meio externo além de ser o primeiro tecido a interagir com
inimeros ingredientes alimentares (LYTE; VULCHANOVA; BROWN, 2011). Ja o
trato gastrointestinal relaciona-se continuamente com a microbiota e 0s antigenos
dietéticos (DIETERICH; SCHINK; ZOPF, 2018). Em circunstancias normais, a
exposicao a essas proteinas antigénicas induz a toleréncia oral. Contudo, qualquer falha
na homeostase intestinal pode resultar em uma resposta inflamatéria relacionada a
microbiota e aos antigenos alimentares (FROSALI; PAGLIARI; GAMBASSI;
LANDOLFI et al., 2015). Essas reagOes estdo particularmente presentes durante as
doencas inflamatorias intestinais (DIIs), como na colite ulcerosa (UC) e na doenca de

Crohn (CD) (AGUIAR; MIRANDA;GUIMARAES; SANTIAGO et al., 2018).



Com isso, os medicamentos naturais vém se tornando cada vez mais usuais
como tratamentos alternativos ja que estes apresentam efeitos colaterais baixos
(PUTNAM; SCUTT,; BICKNELL; PRIESTLEY et al., 2007), ao passo que, a utilizacdo
de farmacos convencionais podem ndo possuir eficacia para todos os individuos,
principalmente se tratando da hipertensdo arterial (YUGAR-TOLEDO; MORENO
JUNIOR; GUS; ROSITO et al., 2020), uma vez que uma a cada cinco pessoas é
hipertensa (20% da populacdo) (BOCK; VUNGARALA; COVASSIN; SOMERS,

2022).

Como tratamento medicamentoso convencional, cita-se 0 uso de diuréticos,
podendo causar efeitos colaterais como hipotassemia e hipomagnesemia induzindo
hiperuricemia, aumento do risco do diabetes melito, arritmias ventriculares e aumento
de triglicérides; dos blogueadores do receptor AT: da angiotensina Il (BRAII), com a
principal queixa sendo a tontura e em poucos casos, hipersensibilidade cutanea; dos
inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), causadores de sintomas como
inchaco angioneurdtico, mudancas no paladar, tosse seca e em alguns casos
hipersensibilidade seguida de erupcdo cutanea; de antagonistas dos canais de célcio
(ACC), com efeitos colaterais como rubor facial, edemas de extremidades, cefaleia e
tontura. A depender do medicamento prescrito, pode haver obstipacdo intestinal,
bloqueio atrioventricular e depressdo miocardica, como é o caso no verapamil; e por
fim, os betabloqueadores, podendo causar distirbios da condugdo atrioventricular,
vasoconstricdo periférica, broncoespasmo, disfuncdo sexual, depressdo psiquica,

bradicardia e insénia (KOHLMANN JR; GUS; RIBEIRO; VIANNA et al., 2010).

A utilizagdo das plantas para tratamento, prevencdo e cura de doencas é uma
farmacoterapia antiga. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca
de 60 a 80% da sociedade habitante de paises subdesenvolvidos fazem uso de plantas

medicinais e as tém como Unica forma de obtencdo a cuidados basicos de salde
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(CARVALHO; DA COSTA LEITE; COSTA, 2021).

Algumas dessas plantas, possuem atividades terapéuticas (MATU; VAN
STADEN, 2003), como a Psidium Guajava L. pertencente a familia Myrtacea e
popularmente conhecida como goiabeira. Alem do uso em alimentos, suas folhas e
cascas sdo relatadas como sendo utilizadas na medicina popular como antidiarréico
(FRATIWI, 2015), antihipertensivo (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008;
OJEWOLE, 2005) e hipoglicémico (DIAZ- DE-CERIO; RODRIGUEZ-NOGALES;
ALGIERI; ROMERO et al., 2017). Varios estudos tém confirmado a maioria das
atividades biologicas alegadas de Psidium guajava L. realizados com extratos
preparados de folhas e cascas, como antidiarréico (FRATIWI, 2015), atividade
antimicrobiana (METWALLY; OMAR; HARRAZ; EL SOHAFY, 2010),
hipoglicémica, antihipertensiva (OJEWOLE, 2005) e antiinflamatdéria (OKTAVIA;
DEVELOPMENT, 2021). Extratos preparados de folhas de Psidium guajava L. contém
muitos compostos como os fendlicos e flavondides, (THENMOZHI; RAJAN, 2015),
possuidores de atividades biologicas importantes (NASEER; HUSSAIN; NAEEM;

PERVAIZ et al., 2018).

Sendo assim, justifica-se a realizagéo deste trabalho por trazer a utilizagdo de uma
possivel alternativa terapéutica para o tratamento de alteracfes intestinais de ratos
hipertensos, principalmente no ileo, ajudando por exemplo, a reestabelecer a altura de
suas vilosidades acometidas pelo alto consumo de NaCl. Além disso, visa avaliar se o
extrato natural utilizado neste estudo € capaz de recuperar alteracdes histoldgicas
causadas pelo excesso de sodio no ileo no intestino delgado de ratos Wistar alimentados
com dietacontendo sobrecarga de sédio (2%) por 12 semanas (HS12W) e submetidos a
administracdo oral de formulagéo a base de extrato de folhas de Psidium guajava L.

(goiabeira) por 4 semanas.



REFERENCIAL TEORICO

Consumo de sédio

O sddio é um nutriente primordial constituinte do fluido extracelular além de ser
indispensavel em inumeros processos fisioldgicos atuando na osmolalidade, nos
processos de transporte transmembrana, na manutencdo do volume extracelular e nos
potenciais de membrana (KIRKENDALL; CONNOR; ABBOUD; RASTOGI et al.,
1976). Apesar de sua importancia, houve um aumento expressivo em seu consumo no
decorrer dos anos, principalmente decorrente do éxodo rural e industrializacdo
(KRAMER, 2017). Este elevado consumo de sodio proporcionou o surgimento de varias
doengas no organismo como hipertensdo (KARPPANEN; MERVAALA, 2006) e
disturbios cardiovasculares (ITO; GORDON; SVED, 1999), ja que o organismo humano

ndo estaria apto ao recebimento de grandes quantidades desse ion.

No decorrer dos anos, viu-se uma necessidade em diminuir o consumo de sodio
para se evitar eventuais problemas de salde e em especial os cardiacos (MORRISON;
NESS, 2011). Dessa forma, a OMS estipulou em 2012 que o consumo desse ingrediente
deveria ser 5g/dia (WHO, 2012). Diante disso, a indUstria alimenticia tem buscado
alternativas para reduzir o consumo de s6dio sem comprometer as caracteristicas
organolépticas e de conservacao dos alimentos, ja que o sal € um ingrediente utilizado
para estas finalidades (DOTSCH; BUSCH; BATENBURG; LIEM et al., 2009). Em
contrapartida, um estudo realizado em uma amostra da populagéo de Vitoria, mostrou que
esse consumo no Brasil, extrapolava o recomendado em trés vezes (RODRIGUES;
SOUZA JUNIOR; PIMENTEL; BALDO et al., 2015). Para tanto, & notadamente
complexo haver diminuicao da quantidade de sal ingerida na dieta uma vez que alimentos

com grandes concentracdes de sal sdo inseridos de forma precoce na alimentagdo das



criancas e estes podem permanecer no decorrer dos anos ou por toda a vida (BOYLAND;

HALFORD, 2013) .

Sendo assim, a hipertensao arterial sisttmica (HAS) é tida como a doenga cronica
de maior predominancia no mundo. De acordo com dados do Il Inquerito Nacional de
Exames de Saue e Nutri¢do, angariados no decorrer dos anos de 1988 e 1991, toma-se
que por volta de 43 milhdes de americanos sejam hipertensos, sendo por volta de 23%
da populacdo estadunidense. Por outro lado, no Brasil, cerca de 15 a 20% da populagédo
adulta (individuos de 20 a 59 anos) € tida como hipertensa. Diante disso, a
coronariopatia isquémica e o acidente vascular cerebral (AVC) sdo a causa da morte de
1/3 da populacéo brasileira, sendo também, notavel o nimero de adultos se aposentando
de forma precose devido a problemas sérios de saude. Dessa forma, a HAS é um
problema de salude publica no que concerne a todo 0 mundo, o que compete que bilhdes
de reais sejam empregados em custos diretos ou indiretos para tratamento da doenca

(SALGADO; CARVALHAES, 2003).

Intestino e inflamacéo

O intestino além de ser o maior 6rgao imunolégico do corpo humano, é essencial
para o processo digestivo (HEINTZ-BUSCHART; WILMES, 2018). Dessa forma, é
necessario ressaltar sua importancia adjunto ao tecido linféide e a imunidade da mucosa
no que concerne a vigilancia imunolégica (FOURNIER-BETZ; QUENTEL; LAMOUR;
LEVEN et al., 2000). Esta se faz presente mesmo sem a invasdo de patégenos, podendo
também ocorrer por antigenos estranhos ou proprios do corpo humano, para que assim o
organismo consiga manter um bom estado de funcionamento (LI; SUN; GUO; FAN,
2019; VERDU; SCHUPPAN; BIOLOGY, 2020).

Por outro lado, estudos demonstram que dietas contendo grandes quantidades de



NaCl podem induzir o aumento de células Tul7 (WILCK; MATUS; KEARNEY;
OLESEN et al., 2017) e agravamento de modelosexperimentais de colite pela ativacéo
da quinase 1 regulada por glicocorticides séricos SGK1) (AGUIAR; MIRANDA,;
GUIMARAES; SANTIAGO et al., 2018). No estudo de Aguiar e colaboradores (2018),
relacionou-se o efeito de dietas ocidentalizadas e o aumento da incidéncia de DIl pelo
alto consumo de gorduras e carboidratos contrastando com uma baixa quantidade de
fibras (AGUIAR; MIRANDA; GUIMARAES:; SANTIAGO et al., 2018).

Além disso, foiobservado que o consumo exacerbado de sal estd associado ao
desenvolvimento de doencas imuno mediadas, como é o caso da esclerose multipla e da

artrite reumatdide, aumento de linfécitos T auxiliares (TH17) e o fator de necrose tumoral

(TNF-a), sendo uma grandeforma de contribuigdo a inflamagéo da mucosa associada a
DIl (AGUIAR; MIRANDA, GUIMARAES; SANTIAGO et al., 2018). Ademais, com 0
crescente avanco das técnicas empregadas na biologia molecular juntamente com o0 uso
de diferentes modelos animais, tem-se um melhor entendimento dos fatores que
arranjam a resposta inflamatéria destrutiva do tecido gastrointestinal presente nesses
distarbios, afetando centenas de milhares de pessoas no mundo (MONTELEONE;
MARAFINI; DINALLO; DI FUSCO et al., 2017).

No momento atual, entende-se que as DlIs tem uma maior facilidade de
desenvolvimento em individuos predispostos geneticamente, sendo resultado de uma
resposta imune exagerada da mucosa intestinal contra bactérias comensais habitantes do

limen (MONTELEONE; MARAFINI; DINALLO; DI FUSCO et al., 2017).

As vilosidades intestinais sdo responsaveis pela absor¢do do sal, sendo esta em
maior quantidade principalmente quando oriunda de dietas com sobrecargade sodio (S.
FORDTRAN; C. RECTOR; W. CARTER, 1968). Percebe-se também, nesses grupos,
um aumento da ingestdo de agua e diurese. Mas em contrapartida, ndo houve diferencas

na osmolaridade do plasma ou na mucosa do intestino delgado. (WANG; LI; FANG;
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YANG et al., 2018).

Wilck e colaboradores (2017), também relacionaram o aumento de citocinas
inflamatdrias ao consumo de dietas com sobrecarga de sodio (WILCK; MATUS;
KEARNEY; OLESEN et al., 2017). Estudos de Wilck e colaboradores (2017) mostraram
que uma dieta de NaCl a 4% (8 a 10 vezes a recomendada para roedores) foi capaz de
alterar a composicdo da microbiota intestinal e, consequentemente, levar a producao de
citocinas inflamatorias como a interleucina-17 (IL-17) (WILCK; MATUS; KEARNEY;
OLESEN et al., 2017). Assim, os autores concluiram que o consumo de dietas com
elevada concentracdo de sddio pode levar a disbiose intestinal e ainda a producao de

citocinas inflamatdrias, ocasionando inflamacéo a nivel central e intestinal.

Estudos recentes revelam que uma dieta rica em sal afeta o sistema imunolégico
de forma substancial uma vez que tanto a imunidade inata quanto a adaptativa respondem

ao estimulo de forma rapida porém carecem de especificidade, sendo a mucosa a primeira

barreira de protecdo do intestino contra corpos estranhos (LI; SUN; GUO; FAN, 2019).
Ademais, no estimulo e funcdo das células dendriticas, os macréfagos M1 sdo
estimulados a partir de dietas HS ao passo que macréfagos M2 sdo encontrados

enfraquecidos in vitro e in vivo (LI; SUN; GUO; FAN, 2019).

De maneira curiosa, descobriu-se que os macrofagos podem exercer a funcéo de
regular a homeostase do sal visto que o NaCl apresenta grande hipertonicidade
estimulando-os dessa forma a se deslocar em direcdo ao aumento de sal in vitro e
comportar-se como células apontadorasde antigenos, secretando assim mediadores pré
inflamatdrios e proteinas, como a interleucina-6 (IL-6), TNF-a, ciclooxigenase-2 (COX-

2), além de induzir a sintase de oxido nitrico (iNOS) (LI; SUN; GUO; FAN, 2019).



Classes de antihipertensivos

O tratamento farmacoldgico faz-se necessario uma vez que os portadores de HAS
ndo se adequam a mudancas em sua vivéncia, como atividades fisicas e habitos
alimentares saudaveis, tendo como beneficio a reducdo da pressdo arterial (PA).
Todavia, é importante ressaltar que a depender do caso, essas altera¢cdes no estilo de
vida podem ndo reduzir a PA de maneira satisfatoria fazendo com que o uso de

medicacOes seja necessaria (MARTINS, 2017).

O tratamento farmacologico nesse caso, ira abranger maultiplas classes
medicamentosas prescritas com base na idade, no sexo, na etnia, nas comorbidades
correlatadas, no histdérico familiar, em lesbes presentes em drgdos-alvo e na gestacao
(caso haja), constituindo dessa forma um maior cuidado tanto para os profissionais de
salde quando para os portadores de HAS visando um tratamento que seja mais eficaz e

adaptado ao individuo (FAVA; DA SILVA; GONCALVES; GOMES et al., 2017).

Deste modo, como monoterapia, tem-se 0s diuréticos tiazidicos, os BRA Il, 0s
ECAs, 0s ACCs e os betabloqueadores (FAVA; DA SILVA; GONCALVES; GOMES
et al., 2017). O mecanismo de acdo dos diuréticos se relaciona a uma baixa da
quantidade de volume no meio extracelular. Em seguida, o volume circulante apresenta
niveis préximos aos normais no decorrer de quatro a seis semanas gerando uma
resisténcia vascular periférica baixa. Esse tipo de farmaco é prescrito em casos onde a
HAS encontra-se em associagdo a insuficiéncia renal ou na insuficiéncia cardiaca onde
ha retencdo de volume sendo esses recomendados em baixas dosagens (KOHLMANN

JR; GUS; RIBEIRO; VIANNA et al., 2010).

Ja os farmacos anti-hipertensivos BRAII s&o utilizados em populagdes com
comorbidades ou com alto risco cardiovascular. Além de comprovado beneficio na

prevencdo de AVC, insuficiéncia cardiaca congestiva e nefroprotecdo em pacientes de



diabetes melito tipo Il, atuando como antagonista da acdo da angiotensina Il bloqueando
dessa forma, os receptores AT; (KOHLMANN JR; GUS; RIBEIRO; VIANNA et al.,

2010).

Por outro lado, os ECAS atuam impedindo a transformacéo da angiotensina | em Il
nos tecidos do corpo humano e no sangue circulante. Se operados por longos periodos,
essa classe medicamentosa tarda a diminuicéo da funcgéo renal naqueles individuos que
apresentam o quadro de nefropatia diabética, sendo utilizados para o tratamento de
pacientes com grande risco de doenca aterosclerdtica; com diagndstico de insuficiéncia
cardiaca e com aqueles que ja apresentaram infarto agudo do miocéardio. Visto isso,
possui contraindicacdoes no caso de mulheres em estado gestacional por trazerem
complicacdes ao feto sendo necessario o emprego dos ECAS de forma monitorada tanto
em mulheres que estejam em idade reprodutiva quanto em adolescentes que necessitem

utiliza-los (KOHLMANN JR; GUS; RIBEIRO; VIANNA et al., 2010).

N&o raro, o uso de ACC se da pela divisdo em trés subgrupos, sendo eles:
diidropiridinas, fenilaquilaminas e denzotiazepinas. Estes apresentam diferentes
farmacdlogias e composicoes, sendo a ocorréncia de sua acdo anti-hipertensiva devido a
atenuacdo do volume de calcio presente nas células da musculatura vascular lisa,
gerando dessa forma uma resisténcia vascular periférica menor. Para esse tipo de
farmaco, é preferivel agentes de longa duracdo em comparacdo aos de curta, sendo seu

uso néo aconselhado (FAVA; DA SILVA; GONCALVES; GOMES et al., 2017).

Ademais, os betabloqueadores sdo medicacbes que diferem entre geracoes,
possuindo aqueles de primeira, segunda e terceira geracdo. As inovagdes no mercado
(geracdo mais recente), possibilitam a vasodilatacdo tanto pela barreira simultanea do
receptor alfa-1 adrenérgico, como é o caso do carvediol quanto pela ampliacdo da
liberacdo e sintese endotelial do ¢xido nitrico, por exemplo, pelo medicamento

nebivolol. A acdo anti-hipertensiva desempenhada pelos betablogueadores transcorre a
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atenuacdo da secrecdo de renina, a diminuicdo do debito cardiaco e das catecolaminas
presentes nos sinais neuronais além da readaptacdo dos barorreceptores. S&o
medicamentos melhor indicados para aqueles pacientes com idade abaixo dos 60 anos

(KOHLMANN JR; GUS; RIBEIRO; VIANNA et al., 2010).

Psidium guajava L.

Psidium guajava L, também conhecida como goiabeira, € um arbusto de pequeno
porte, possuindo cerca de 10 metros de altura (JAIARJ; KHOOHASWAN;
WONGKRAJANG; PEUNGVICHA et al., 1999). Sua casca € lisa, fina, descascada e de
formato irregular. As folhas por sua vez, séo pecioladas curtas, opostas, com veias pinadas
aparentes, dispondo de 5 a 15 centimetros (cm) de comprimento e apresentam lamina
oval. Em relagdo as flores, estas tém pétalas brancas chegando até 2 cm de comprimento
enumerosos estames (MERCADANTE; STECK; PFANDER, 1999). Por fim, os frutos
sdo de coloracdo amarela que vao do formato ovéide ao globular e tém cerca de 5 cm de
diametro. Contam ainda com um mesocarpo na cor rosa englobando algumas sementes
brancas e pequenas, sendo essas comestiveis (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS,

2008).

As folhas de goiabeira sdo nativas de toda a extensdo do sul do México ao norte

da América do Sul (CHAPLA; CAMPOS; TECHNOLOGY, 2010), apresentando assim

preferéncia por climas secos, podendo ainda ser cultivadas nos demais paises devido a
seu alto poder de adaptacdo a diferentes condi¢des climéticas (DIAZ-DE-CERIO;
VERARDO; GOMEZ-CARAVACA; FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).
Pertencente a familia Myrtacea, € afamada pelas suas propriedades antioxidantes
(ASHRAF; SARFRAZ; RASHID; MAHMOOQOD et al., 2016), antialérgica (SEO; ITO;

WANG; YAO et al., 2005), antimicrobiana (ABDELRAHIM; ALMAGBOUL; OMER,;
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ELEGAMI, 2002), antihipertensiva (MATHUR; DUTTA; VELPANDIAN; MATHUR,
2015; OJEWOLE, 2005), hipoglicemica (OJEWOLE, 2005) e anti-inflamatéria
(OJEWOLE, 2006). Dessa forma, ha muitos anos as folhas de goiaba tém sua utilizagédo
voltada ao tratamento de Ulceras, feridas, diarreia, colera e bronquite sendo compostas
por taninos, carotenoides, triterpenoides, fenois e flavonoides, atuantes na terapia

inflamatoria (THOME; SUDIANA; BAKAR, 2019).

Com o passar dos anos, os extratos das folhas de goiaba tém ganhado mais
destaque no comércio de paises como China, Coréia e Japdo sendo frequentemente
comercializados como suplementos dietéticos (VAN WYK; WINK, 2015). Nos dias
atuais, percebe-se um crescimento referente ao estudo das plantas pela sua atuagao tanto
em terapias farmacoldgicas quanto em nutracéuticos e alimentos funcionais (OKTAVIA,;

DEVELOPMENT, 2021).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar alteracdes histopatoldgicas no ileo de ratos Wistar alimentados com dieta
contendo sobrecarga de sédio por 12 semanas (HS12W) e submetidos a administracdo

oral (gavagem orogastrica) de uma formulacao abase de Psidium guajava L. (goiabeira).

Obijetivos especificos

(1) Identificar processos patologicos e mudancas na arquitetura tecidual do ileo de ratos sob
regime de dieta com sobrecarga de sodio e submetidos a administracdo oral de

formulacdo a base de Psidiumguajava L. (goiabeira) por 4 semanas.

(2) Verificar se a administracdo oral da formulacdo a base de Psidium guajava L.
(goiabeira) foi capaz de reverter as possiveis alterac6es estruturais no ileo desencadeadas

pelo consumo de dieta com sobrecarga de sédio.
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METODOLOGIA

Modelo animal: Para a execucéo deste trabalho foram utilizados ratos da linhagem Wistar
machos. Apds 0 nascimento, 0S animais permaneceram com suas maes por 21 dias
(periodo de amamentacédo). Posteriormente, os filhotes foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos: 1) Dois grupos recebendo dieta da marca Nuvilab®, moida, (0,27%
Na*) por 12 semanas (grupo SD); 2) Dois grupos recebendo dieta da marca Nuvilab®,
moida, acrescida de cloreto de sodio até atingir 0,9% Na*® por 12 semanas ap6s 0

desmame (grupo HS) (n=33).

Durante todo periodo, antes de serem submetidos a quaisquer procedimentos, 0S
animais foram gerados e mantidos em racks ventiladas no Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto, com trocas de ar, racdo e dgua (de torneira) livre,
ciclo claro-escuro de 12h e temperatura média de 24+1°C. Todos os procedimentos que
foram realizados utilizando os animais, tiveram aprovacdo prévia da Comisso de Etica
em Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, sob protocolo CEUA de n°

88800907109.

Administracdo oral da formulac@o de Psidium guajava L (Goiabeira): Na 122 semana
p6s desmame, os ratos ainda submetidos as suas respectivas dietas (HS ou SD),
comegaram a receber por gavagens orogastricas uma formulagdo a base de Psidium
guajava L. (sPs) na dose de 200 mg/kg e o veiculo (a4gua destilada) sendo a dose de
extrato de Psidium guajava L. corrigida pelo peso corporal dos animais, perdurando
estas gavagenspor 4 semanas. As gavagens eram feitas diariamente no mesmo horério. A

divisdo dos grupos e seus tratamentos, estdo expressos na figura 1.

Figura 1. Sistema representativo do modelo HS12W e os tratamentos.
13
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Eutanésia dos animais: A eutanasia dos animais foi realizada ap6s injecdo intraperitoneal
de uma sobredose (trés vezes a dose terapéutica) de anestésico Cetamina (Ketalex,
Dechra, Londrina, PR) e xilasina (Syntec do Brasil Ltda, Hortolandia, SP). Esta etapa dos

experimentos ocorreram no Laboratério de Fisiologia Endocrina e Cardiovascular.

Coleta de intestino: Apds a confirmacdo do oObito dos ratos, foi realizada a perfusédo
cardiaca através de uma canula com utilizacdo de metanol (Neon, Suzano, SP) e
dimetilsulfoxido (Syntec do Brasil Ltda, Hortolandia, SP), nas proporcdes (80% v / 20%
V) até a completa remoc¢do de quaisquer resquicios de sangue de érgdos e tecidos. Além
disso, foi realizada laparotomia e localizacdo do intestino delgado, sendo este
compreendido entre a porcdo do piloro e do cécum. Apos autopsia, o intestino foi
colocado sobre superficie limpa, sendo removido o tecido adiposo remanescente e as
fezes. Findado este processo, o0 intestino delgado foi dividido em trés partes (duodeno,
jejuno e ileo), sendo estas partes separadas, identificadas, enroladas, imersas na solucéo
de metanol/ dimetilsulféxido e armazenadas em temperatura (-4° C) até o processamento.
Contudo, apesar da remocéo das trés porcdes do intestino delgado, optou-se em utilizar
apenas o ileo para os ensaios histologicos. Durante os trés dias posteriores, a
solucdo metanol e demetilsulfoxido foi trocada e as amostras de intestino delgado foram

mantidos sob refrigeracdo até os procedimentos futuros.
14



Processamento: As amostras de intestino foram selecionadas, cortadas e posteriormente
colocadas em cacetes histoldgicos devidamente identificados e imersas na solucao
metanol e dimetilsulfoxido por 24 horas. Apds esse periodo, foram processados pelas

seguintes etapas:

1) Desidratacdo: Imersas por 40 minutos utilizando os alcoois de concentracdo 70%,
80%, 90% e 100% absoluto I e 1l (Neon, Suzano, SP).
2) Clarificagdo: Imersas em duas concentracgdes distintas de xilol I e 1l (Neon, Suzano,

SP) por cerca de 30 minutos.

Logo apo6s, o material foi imerso em parafina liquida e mantidos por 12 horas dentro da
estufa de secagem a 60° C. Para a criacéo dos blocos de parafina foram utilizadas formas
de ago inox para emblocar o material sendo necessarios aproximadamente 1 minuto para
endurecimento. Visando a otimizacdo deste processo, mergulhou-se 0s cacetes
histoldgicos em recipientes contendo gelo para que a parafina endurecesse mais

rapidamente.

Preparo da lamina: O corte do material foi realizado no micrétomo (Model Jung Histocut
820, Leica, Nussloch, Alemanha), com espessura de 5um. Para fixacdo do material na
lamina para microscopia (26x76 mm, K5-7105, Kasvi), utilizou-se uma solugdo de
albumina e glicerina (1:1), feita a partir de 50 ml de clara de ovo ‘’batida em neve’’ e
50ml de glicerina, filtrada em papel-filtro e com adi¢do de cristais de timol como
conservante. Em seguida, com auxilio de uma pinga, os cortes foram inseridos na
superficie de um recipiente plastico com agua em temperatura ambiente, para que, dessa
forma, o corte pudesse ficar o mais limpo possivel, sem a presenca de grumos de parafina
advindos de ranhuras no dente da lamina utilizada. Em seguida, com a lamina ja
identificada e com um movimento na vertical, fixou-se o corte na lamina e o transferiu ao
equipamento de banho-maria (Easy Path modelo EP-31-2015) com temperatura entre 40
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a 50° C, visando ndo causar danos ao tecido a ser estudado. Os cortes foram inseridos
novamente na superficie da agua para posteriormente, fixa-lo de forma definitiva e por
fim, colocar as laminas preparadas em um suporte de poliacrilamida para serem
encaminhadas a estufa de secagem (DeLeo, Brazil) a 60° C para retirada do excesso de

parafina restante no tecido.

Coloragéo em HE: Para a coloracéo do tecido, as laminas foram submetidas aos seguintes

processos:

1) Hidratacdo do material com 2 banhos em xilol I e 11 (Neon, Suzano, SP) por cerca
de 30 minutos cada;

2) Imersdo do em alcoois (Neon, Suzano, SP) nas concentracdes 100% absoluto | e
I1, 90%, 80%, 70% por 5 minutos;

3) Imersdo em &gua por 5 minutos;

4) Imersdo em hematoxilina previamente filtrada por 1 minuto e 30 segundos;

5) Banho em &gua corrente por 30 minutos para retirada do excesso de reagente;

6) Imerséo em eosina entre 40 segundos a 1 minuto;

7) Lavagem em agua corrente para retirada de excesso do segundo reagente, por

aproximadamente 10 segundos.

Colocacdo da laminula: Para fixacdo da laminula de vidro K5-2450 24x40mm) foi

utilizado o meio de montagem sintético, enthelan (EasyPath. Modelo: EP-51-05041).

Finalmente, as laminas foram colocadas em um suporte de madeira para secagem de forma
horizontal, em temperatura ambiente por cerca de 24h para posteriormente serem

analisadas no microscépio 6tico Leica DM5000B.
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Foto documentacdo: No laboratério Multiusuario de Microscopia de Campo Claro/
Fotodocumentacdo e Morfometria do NUPEB/UFOP, foi realizada a documentacgéo de
imagens. As imagens foram obtidas através do microscopio Otico digital semi-
automatizado (Leica DM5000B), com calibracdo automatica, nas objetivas de 5x e 20x.
A primeira possui calibracdo 0.671; lentes objetivas (Plan 10x/0.15) e condensador semi-
automatizado 0.12. J& a segunda 0.168, lentes objetivas (N-Plan 20x/0.40) e condensador
semi-automzatizado 0,75. A captura de imagens ficou a cargo da camera (Leica MC
170HD, CCD). Todas as imagens foram escalonadas utilizando o software Leica

Application Suite (Versao para Windows).

Analise das imagens: Visando analisar as imagens obtidas na foto documentacdo, fez-se
uso de uma plataforma de cddigo aberto para analise de imagens biolégicas denominada
Image J (Versdo 1.53f51), onde foram avaliadas o tamanho de vilosidades através das
fotos onde estas estavam completamente visiveis da camada submosa até a mucosa,
além de serem consideradas somente as impares. Mais adiante, a area dos linfonodos foi
totalmente circundada para a obtencdo de sua totalidade no tecido. Aqueles cuja area
ndo foi possivel ser observada em apenas uma imagem, somou-se as area das

respectivas imagens para se ter o valor total da medicao.

Analise estatistica: Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. As
comparagles entre os grupos foram realizadas por andlise de variancia two-way
(ANOVA) para medidas repetidas quando aplicavel. O pos-teste de Tukey foi utilizado
para comparagdes multiplas entre pares de médias apos a ANOVA detectar diferenca nas
variancias entre os grupos. Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando
o software GraphPad Prism 8.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego
California, EUA). As diferencas entre pares de médias foram consideradas significativas

quando p <0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As laminas de todos os grupos foram observadas em microscopia de luz, onde
foram procurados processos patologicos e alteragbes da aquitetura tecidual induzida
por estes processos. Como resultado, ndo observamos nenhuma alteracdo tecidual
significativa quando avaliados os grupos controle e 0s grupos experimentais, apesar de
haver sutil encurtamento das vilosidades e aumento das areas dos linfonodos que foram

avaliadas morfometricamente.

Neste trabalho, foi avaliado a altura das vilosidades e a area de linfonodos
presentes em no ileo de ratos HS e SD tratados ou ndo com formulacéo a base de extrato
de folha de Psidium guajava L. (SPs). A figura 2 mostra a prancha histolégica
representando a altura das vilosidades dos cortes dos ratos SD veiculo, HS veiculo, HS

SPs e SD SPs, painéis A, B, C e D, respectivamente.

Figura 2. Objetiva de 20x: Altura das vilosidades A) Visdo geral do corte histoldgico de ileo de
ratos SD veiculo; B) Visao geral do corte histolégico de ileo de ratos HS veiculo; C) Visao geral
do corte histolégico de ileo de ratos HS SPs; D) Visdo geral do corte histoldgico de ileo de ratos

SD SPs. HE.
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Como resultados do experimento, em relacéo ao tamanho das vilosidades, ndo houve
diferencas entre os grupos e tratamentos (SD veiculo 257.715 £ 25.059 um; HS veiculo
232.209 £ 12.411 pm; SD SPs 233.974 + 16.423 um; HS SPs 241.974 + 8.307
um, ANOVA two way, pés Teste Tukey, p<0.05) conforme demonstrado na figura 3.

Wang e colaboradores (2018) realizaram um estudo pelas quais ratos machos
Sprague-Dawley com quatro semanas de idade foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos (WANG,; LI; FANG; YANG et al., 2018). O grupo controle foi alimentado
com dieta padrdo (0,4% NaCl), enquanto os grupos de tratamento foram alimentados com
dieta rica em sal (4,0% NaCl) suplementada com betaina (planta possuidora de alto
poder anti-inflamatério) a 0,0%, 0,5% e 1,0%, respectivamente. O experimento teve
duracdo de 28 dias (WANG; LI; FANG; YANG etal., 2018). Os resultados mostraram
que a altura das vilosidades intestinais do intestino delgado diminuiu significativamente

no grupo da dieta rica em sal. No entanto, asuplementacdo de betaina foi capaz de
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reestabelecer a altura das vilosidades em relagdo ao grupo controle (WANG,; LI; FANG;
YANG et al., 2018).

O estudo também evidencia que a alta ingestdo de sal fez com que houvesse menor
variedade da microbiota intestinal ao passo que a suplementagdo de betaina neutralizaria
a diminuicdo da vilosidade (WANG; LI; FANG; YANG et al.,, 2018). Resultado
semelhante foi observado na relagéo entre a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas (p <0,05). Em concluséo, os resultados indicam que a betaina melhora a funcéo
intestinal (WANG; LI; FANG; YANG et al., 2018) e, quando h& suplementacdo, as
concentragdes de cortisol retornam aos niveis habituais expondo que a betaina seria capaz
de compensar possiveis condi¢des adversas originadas pelo grande consumo de NaCl.
(WANG; LI; FANG; YANG et al., 2018).

Apesar das alteracBes histologicas apresentadas em outros estudos de
hipertensdo em modelo animal, como no de Wang e Colaboradores, onde houve
significativa diminuicdo da altura das vilosidades e na profundidade das criptas nos
grupos contendo a dieta acrescida com 4% de sédio, os grupos avaliados neste trabalho
em questdo, ndo possuiram nenhuma alteracdo importante nessa arquitetura intertecidual
além das diferengas visuais na altura das vilosidades. Contudo, a concentracdo de
sodio utilizada no estudo de Wang e colaboradores foi maior (4%), sugerindo que este

efeito na reducdo de vilosidades pode estar associado a quantidade de sddio na dieta.

Figura 3. Altura da vilosidade de ileo ao final do periodo de tratamento para ratos com dieta
padrdo (SD) ou dieta com sobrecarga de sédio (HS) que receberam um veiculo ou formulacao a
base de extrato de Psidium guajava L. (SPs) contendo 200 mg/kg de extrato de folha de goiaba
por gavagem orogéstrica. Os circulos abertos representam os valores individuais e as barras
representam os dados médios do grupo (média + erro padrdo da média) (n=5 a 10). ANOVA two

way seguida do pés-teste de Tukey. p <0,05.
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A figura 3 mostra a prancha histologica representando a altura das vilosidades dos cortes
dos ratos SD veiculo, HS veiculo, HS SPs e SD SPs, painéis A, B, C e D, respectivamente.
Figura 4. Objetiva de 5x: Area de linfonodos A) Visdo geral do corte histologico de ileo de
ratos SD veiculo; B) Visao geral do corte histolégico de ileo de ratos HS veiculo; C) Viséo geral

do corte histolégico de ileo de ratos HS SPs; D) Visdo geral do corte histologico de ileo de ratos

SD SPs. HE. As setas mostram os linfonodos.
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Em relagdo a area dos linfonodos, também néo houve diferencas entre os tipos de
dieta e tratamentos (SD veiculo 4.019e+008 + 5.780e+007um; HS veiculo 2.964e+008+
4.493e+007um; SD SPs 3.785e+008 + 2.245 e+007um; HS SPs 4.402e+008 +
1.791e+007um, ANOVA two way, poOs Teste Tukey, p<0.05). Os dados estdo

representados na figura 5.

Figura 5. Area de linfonodos de ileo ao final do periodo de tratamento para ratos com dieta padréo
(SD) ou dieta com sobrecarga de sodio (HS) que receberam um veiculo ou formulagdo a base de
extrato de Psidium guajava L. (SPs) contendo 200 mg/kg de extrato de folha de goiaba por
gavagem orogastrica. Os circulos abertos representam os valores individuais e as barras
representam os dados médios do grupo (média * erro padrdo da média) (n=5 a 10). ANOVA two

way seguida do pos-teste de Tukey. p <0,05.

22



SD

)

o 8x108+ HS

g_ 0.0054 0.0144
@ ~— 6x1084 H ]
T 0
© % 4x108-
£s
. 8

£ 2x10

=

— n_

T T
Veiculo SPs

Assim, de acordo com os achados, a dieta e o tratamento ndo alteram a &rea de |
infonodos.

Na investigacdo de inflamacdo, os resultados obtidos ndo ficaram claramente
explicitos quanto a presenca de processo inflamatdrio. Para isto, foi feita a medida da
area do linfonodo para verificar a reatividade do intestino, ja que reatividade do linfonodo
esta relacionada a inflamagdo. S8o escassos os dados na literatura mostrando a relacao
dos linfonodos e consumo de sodio. Contudo, mostram que a ingestéo de sal na dieta pode
influenciar no processo inflamatdrio intestinal (AGUIAR; MIRANDA; GUIMARAES;
SANTIAGO et al., 2018). Estudo realizado por Tubbs e colaboradores mostraram que o
alto teor de sal de cloreto de sédio pode desencadear Dlls (TUBBS; LIU; ROGERS;
SARTOR et al., 2017). Para isso, verificaram que dieta com sobrecarga de sodio piora a
patologia inflamat6ria no modelo murino de colite comdeficiéncia de interleucina-10 (IL-
10) em relagdo a camundongos alimentados com uma dieta pobre em sal(TUBBS; LIU;

ROGERS; SARTOR etal., 2017).

Como resultado, avaliaram que o sodio se acumulou no coélon de camundongos
alimentados com dieta com sobrecarga de sédio, aumentou a expressao de citocinas

durante a infeccdo por Salmonella typhimurium, de receptor do tipo toll 4 (TLR4), da
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via de sinalizacdo intracelular p38 MAPK e SGK1 (TUBBS; LIU; ROGERS; SARTOR

etal., 2017).

Assim, concluiu-se que o sal na dieta alimentar seja um fator ambiental que leva
ao aumento da inflamacao intestinal (TUBBS; LIU; ROGERS; SARTOR et al., 2017).
Outro estudo realizado por Amamou e colaboradores (2021) também avaliaram a
presenca de inflamacao intestinal decorrente do consumo de sodio na dieta (AMAMOU;
ROULAND; YAKER; GOICHON et al., 2021). Para isso, ratos Sprague-Dawley
receberam dieta contendo 4% de sodio ou dieta padrdo, sendo avaliado o peso corporal
dos animais, peso, tamanho do célon, presenca de fibrose e presenca de mediadores
inflamatérios (AMAMOU; ROULAND; YAKER; GOICHON et al., 2021). Os autores
observaram que o consumo de dieta com alto teor de sddio proporciona processo
inflamatdrio intestinal, fibrose, reducdo do peso corpéreo dos animais, alteracdo de
peso, tamanho do célon e aumento de mediadores inflamatérios (AMAMOU;
ROULAND; YAKER; GOICHON etal., 2021).

Na literatura cita-se a inflamacdo do ileo, contudo, no modelo utilizado neste
estudo, ndo foi possivel observar nenhum infiltrado inflamatério. Para que a reatividade
deste segmento pudesse ser descartada, optou-se por realizar a mofometria da area
ocupada pelo linfonodo e esta também ndo demonstrou diferencas apesar do aumento
observado na microscopia. Assim, neste estudo o teor de sodio na dieta (2%), de forma
cronica, ndo foi capaz de promover a reducdo do tamanho das vilosidades e nem diferengas
na area dos linfonodos, sugerindo que este teor de sddio pode ndo afetar tanto a histologia

do ileo nessa dada concentracéo.
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CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no trabalho, pode-se concluir que ndo houve nenhuma
alteracdo tecidual significativa no ileo de ratos submetidos a dieta HS ou SD receberam
veiculo ou SPs por gavagens orogastricas durante quatros semanas, apesar de haver um
pequeno encurtamento das vilosidades e aumento das areas dos linfonodos. A partir
destes achados, 0 modelo de hipertensédo utilizado néo alterou estruturas teciduais. Além
disso, a utilizacdo do extrato sozinho ndo proporcionou alteracfes histolégicas, sendo

uma estratégia terapéutica para o tratamento de diversas doencas.
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