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RESUMO 
 

Citrus x limon (Rutaceae) é conhecido como limoeiro e seus frutos como limão 

siciliano. Na etnomedicina, o sumo do fruto é usado para o tratamento da 

hipertensão, gripe, inflamação e desordens gástricas. Neste trabalho foi avaliada a 

atividade gastroprotetora do sumo de Citrus x limon (SCL). Inicialmente, parte do 

sumo foi liofilizado para caracterização fitoquímica, por meio de cromatografia em 

camada delgada (CCD) e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Para os 

estudos in vivo em ratos Wistar, a atividade gatroprotetora do SCL (10 mL/kg v.o.) foi 

avaliada em modelos de lesão gástrica induzida por etanol absoluto e indometacina. 

Em seguida avaliou-se a capacidade antissecretora, a participação do muco e a 

influência dos grupos sulfidrilas (SH), óxido nítrico (NO), prostaglandinas (PG) e 

canais K+
ATP no efeito gastroprotetor. A capacidade cicatrizante gástrica e atividade 

repitelizante foram realizadas por indução com ácido acético e testes imuno-

histoquímicos (Ki-67 e BrdU), respectivamente. Pela CCD identificaram-se as 

classes de metábólitos secundários: flavonoides, saponinas, cumarinas, limonoides 

e por meio da CLAE os compostos: epigalocatequina (17,7 ± 3,9 μg/mL), 

galocatequina (15,2 ± 2,8 μg/mL), epicatequina (6,01 ± 0,01 µg/mL) e catequina (3,8 

± 1,4 μg/mL). Na úlcera induzida por etanol, a administração única do SCL (25, 50 e 

100%,  10 mL/kg v.o.) protegeu a mucosa gástrica em 60,8; 93,3 e 99,48%, 

respectivamente, em relação ao grupo controle (156,88 ± 25,17 mm2) e a 

administração do SCL (100%, v.o.) durante 15 dias continuou exercendo efeito 

gastroprotetor (74,86 ± 15,48 mm2) quando comparado com o controle negativo 

(175,3 ± 35,54 mm2). O SCL não protegeu a mucosa gástrica contra lesões 

induzidas por indometacina. O SCL reduziu a acidez total gástrica, diminuiu o 

volume secretório gástrico, aumentou o pH do suco gástrico e mostrou ser 

dependente dos canais K+
ATP no processo gastroprotetor. No modelo de úlcera 

induzida por ácido acético, após 14 dias de tratamento com SCL 100%, v.o., houve 

redução da área de lesão ulcerativa em 31,08% em relação ao grupo controle (61 ± 

1,98 mm2), ausência de toxicidade e início de proliferação celular do SCL. Os 

resultados obtidos evidenciam que o SCL apresenta atividade gastroprotetora por 

ação antissecretória e da ativação dos canais de K+
ATP e atividade cicatrizante 

gástrica. 

Palavras-chave: Citrus. Úlcera gástrica. Farmacologia. Produtos naturais. 



 

ABSTRACT 
 

Citrus x limon (Rutaceae), popularly known as lemon tree and its fruits as lemon 

siciliano. In ethnomedicine, fruit’s juice is used for the treatment of hypertension, 

influenza, inflammation and gastric disorders. In this work, the gastroprotective 

activity of Citrus x limon juice (CLJ) was evaluated. Initially, part of the juice was 

lyophilized for phytochemical characterization using thin-layer chromatography (TLC) 

and high performance liquid chromatography (HPLC). For in vivo studies using 

Wistar rats, CLJ gatroprotective activity (10 mL/kg p.o.) was assessed using absolute 

ethanol and indomethacin. Subsequently, antisecretory capacity, mucus participation 

and the influence of sulfhydryl groups (SH), nitric oxide (NO), prostaglandins (PG) 

and K+
ATP channels were evaluated in the gastroprotective effect. The gastric healing 

capacity and re-epithelializing activity were assessed by induction with acetic acid 

and immunohistochemical tests (Ki-67 and BrdU), respectively. Through the TLC, it 

was possible to identify the presence of the following classes of secondary 

metabolites: flavonoids, saponins, coumarins, limonoids and by HPLC identify and 

quantify the following compounds: epigallocatechin (17.7 ± 3.9 μg/mL), galocatechin 

(15,2 ± 2,8 μg/mL), epicatechin (6.01 ± 0.01 μg/mL) and catechin (3.8 ± 1.4 μg/mL). 

In ethanol-induced ulcer, single administration of CLJ (25, 50 and 100%, 10 mL/kg 

p.o.) protected the gastric mucosa at 60.8; 93.3 and 99.48%, respectively, in relation 

to the control group (156.88 ± 25.17 mm2) and the administration of CLJ (100%, p.o.) 

for 15 days continued to exert a gastroprotective effect (74.86 ± 15.48 mm2) when 

compared to the negative control (175.3 ± 35.54 mm2). CLJ did not protect the gastric 

mucosa against lesions induced by indomethacin. CLJ reduced total gastric acidity, 

decreased gastric secretory volume, increased gastric juice pH, and was dependent 

on K+
ATP channels in the gastroprotective process. In the acetic acid-induced ulcer 

model, after 14 days of treatment using CLJ 100%, p.o., it was possible to observe 

the cicatrizing action with reduction of the area of ulcerative lesion in 31.08% when 

compared to the control group (61 ± 1.98 mm2), absence of toxicity and onset of CLJ 

cell proliferation. The results showed that CLJ has gastroprotective activity by 

antisecretory action and activation of the K+
ATP channels. In addition, the juice under 

study promotes gastric healing. 

 
Keywords: Citrus. Gastric ulcer. Pharmacology. Natural products. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

A utilização das plantas medicinais para o tratamento de enfermidades é 

datada desde a época medieval (GANGER, 2015), as quais são comumente 

comercializadas em mercados populares, feiras livres e cultivadas em residências. 

Devido a diferentes classes de metabólitos secundários encontrados nas plantas tais 

como flavonoides, terpenos e alcaloides, a população utiliza modos diferentes de 

preparação, correlacionando suas diferentes partes com a enfermidade que será 

tratada (SILAMBARASAN; AYYANAR, 2015). 

As plantas medicinais costumam ser uma opção barata, eficaz e de fácil 

acesso pelas populações carentes, que muitas vezes possuem obstáculos no 

tratamento da saúde, como a escassez de centros de atendimento hospitalar, 

obtenção de exames e medicamentos. Esta prática desperta o interesse de 

pesquisadores que buscam comprovar as atividades biológicas destas plantas para 

a produção de fitoterápicos (JUNIOR & PINTO, 2005; KUTCHAN, 2001). 

As variedades cítricas da família Rutaceae são conhecidas pelo ácido cítrico 

que caracteriza o sabor azedo e ácido dos frutos. Citrus x limon cultivado para o uso 

in natura apresenta usos variados na gastronomia e também na medicina popular 

desde para o tratamento da gripe (CAETANO et al., 2015) até como antimalárico 

(KFFURI et al., 2016). Estudos têm identificado a presença de componentes 

bioativos nestes frutos como flavonoides e carotenoides, que são importantes para o 

tratamento de doenças crônicas como diabetes (SATHIYABAMA et a., 2018), câncer 

(CAETANO et al., 2015), doenças cardiovasculares (ESAKKIMUTHU et al., 2016) e 

gastrointestinais como a úlcera péptica (ROZZA et al., 2011).  

A úlcera péptica é uma doença com alto índice de morbidade, sendo 

considerada uma questão importante na saúde pública. A maioria dos pacientes com 

esta doença apresentam dores abdominais, refluxo e vômitos, diminuindo assim a 

qualidade de vida (BARKUN & LEONTIDIS, 2010). Ocorrendo devido ao 

desequilibro dos fatores protetores (barreira de muco e bicarbonato, fluxo 

sanguíneo, NO, PG, SH), e agressores da mucosa (anti-inflamatórios, álcool, 

peroxidação lipídica, Helicobacter pilory) (LAINE, TAKEUCHI, TARNAWSKI, 2008). 

Embora existam várias classes de medicamentos sintéticos que são efetivos 

no tratamento da úlcera gástrica, alguns desses também são responsáveis por 
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diversos efeitos colaterais como sonolência, reincidência de úlcera, câncer, entre 

outras (DEBASHIS et al., 2002; FALCÃO et al. 2008; LAM et al., 2013).  

As plantas medicinais são procuradas pela população como alternativa para o 

tratamento de diversas doenças, entre elas a úlcera. A diversidade de principios 

ativos presentes em plantas medicinais tem proporcionado a descoberta de 

fitomedicamentos que apresentam efeitos colaterais reduzidos quando comparados 

com os medicamentos tradicionais. E isso tem despertado o interesse para o estudo 

de fontes de alimentos naturais capazes de promover gastroproteção.  

Algumas plantas como: Citrus aurantium (POLO et al., 2012), Citrus sinensis 

(SELMI et al., 2017), Spondias purpurea (DE ALMEIDA et al., 2017) e Spondias 

mombin (BRITO et al., 2018) apresentaram resultados promissores no tratamento de 

úlceras gástricas. 

Portanto, este trabalho propõe o estudo farmacológico da possível atividade 

gastroprotetora do Citrus x limon e seu mecanismo de ação em ratos Wistar. 
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2  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1  CONSIDERAÇÕES BOTÂNICAS 

 

A família Rutaceae apresenta aproximadamente 1.730 espécies descritas 

dentre os 158 gêneros distribuídos em regiões tropicais e subtropicais do mundo. Os 

representantes desta família no Brasil compõem 32 gêneros identificados com 195 

espécies (COSTA et. al., 2010). As rutáceas são plantas lenhosas classificadas em 

árvores, arbusto até lianas. Algo comum é a presença de espinhos. Suas folhas são 

estipuladas, ovário súpero, com mais de dois óvulos por carpelo (CRONQUIST, 

1981). Possuem uma grande diversidade de metabólitos secundários, como 

terpenoides, furocumarinas, flavonoides e alguns alcaloides (DEL RÍO et al., 2004).  

O gênero mais comum desta família é o Citrus, nome dado por conter o ácido 

cítrico em seus frutos. Foram descritas variedades dos frutos cítricos em 

consequência de várias modificações genéticas, mutações espontâneas, 

hibridização e seleção natural, levando esses frutos a terem um alto impacto 

econômico, sendo eles cultivados em todo o mundo (PEREZ et al., 2005). O Brasil é 

o segundo maior produtor mundial de frutos cítricos, em 2012 apresentou uma 

produção em torno de 20,2 toneladas, ficando atrás somente da China, que lidera o 

ranking com cerca de 30,2 toneladas no mesmo ano (LV et al., 2015). 

Estas diferentes variedades cítricas C. x limon (limão), C. x latifolia (limão 

tahiti), C. x medica (cidra), C. x aurantium (laranja-azeda), C. x paradisi (toranja), C. 

x reticulata (mandarina, tangerina), e C. x sinensis (laranja) contêm vitamina C, 

metabólitos secundários como os carotenoides, fenóis, flavonoides, alcaloides, 

limonoides, cumarinas, ácidos fenólicos, óleos essenciais (AMORIM et al., 2016; LV 

et al., 2015). Por isto, os cítricos são amplamente utilizados tanto como agentes 

aromatizantes na gastronomia quanto em pesquisas farmacêuticas.  

Diversos estudos epidemiológicos e experimentais afirmam que uma dieta 

com frutos e vegetais é benéfica para a saúde, tendo os seus princípios ativos 

atuantes na prevenção de várias doenças degenerativas e crônicas como o 

Alzheimer (ONOZUKA et al., 2008), diabetes (KHAZRAI, DEFEUDIS, POZZILLI, 
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2013) câncer, aterosclerose e, ainda, por possuir diversos agentes antioxidantes, 

anti-inflamatórios, antimicrobianos (TRIPOLI et al., 2007), antifúngicos (VIUDA-

MARTOS et al., 2008). 

 

2.1.1  Espécie: Citrus x limon 

 

Citrus x limon (L.) (Figura 1, p.17) (Rutaceae), é uma árvore de porte baixo 

podendo chegar de 3 a 6 m de altura, com ramos repletos de espinhos. Suas flores 

apresentam pétalas brancas na parte interna e roxa avermelhada na parte externa, 

cuja floração ocorre durante todo o ano. O fruto apresenta-se na forma oval, são 

verdes quando jovens e amarelos quando maduros, com uma casca espessa a 

depender da variedade. 

A origem de C. x limon pode ter ocorrido por meio de uma hibridação natural 

entre Citrus maxima, Citrus medica L. e Citrus reticulata Blanco (mandarin) 

(BARRETT; RHODES, 1976).  

Os frutos cítricos estão entre as três mais importantes culturas hortícolas no 

mundo, sendo o limão considerado a terceira colheita mais importante dentre eles 

(GONZÁLEZ-MOLINA, 2010). Isso é devido à sua utilização pela indústria 

gastronômica por causa do seu sabor ácido característico e seus importantes 

componentes químicos como o ácido cítrico, minerais e flavonoides (DEL RÍO et al., 

2004) assim como para tratamento de febre, inflamação, resfriado e dor de 

estômago (ALARCÓN et al., 2015). 

http://www-sciencedirect-com.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814612006474#b0060
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Figura 1 - Espécie Citrus x limon 

 

 
Fonte: http://plants.tagawagardens.com/12130017/Plant/20280/Persian_Lime/ 
 

2.1.2  Etnofarmacologia de Citrus x limon 

 

O conhecimento popular sobre plantas para fins medicinais é empregado pela 

população, no entanto, a forma de exploração das diversas partes das plantas pode 

diferir de uma população para outra. Esta prática é utilizada como alternativas para 

manutenção da saúde e tratamento de doenças (PINTO, AMOROZO, FURLAN, 

2006). Alguns usos etnofarmacológicos de Citrus x limon estão descritos no quadro 

1 (p. 18): 
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Quadro 1 – Principais usos etnofarmacológicos de Citrus x limon 

 
Parte da planta 

 
Forma de preparo 

 
Utilização popular 

 
Referência 

 
 

Sementes 

 
Chá 

 

 
Cefaléia 

 
POSSO et al., 2010 

 
Óleo 

 
Icterícia 

 
 

 
Fruta madura inteira 

 

 
Sumo 

 
Caspa 

 
 

SILAMBARASAN; 
AYYANAR, 2015 

 
Folhas 

 
 

Decocção 

 
Febre 

 

 
Raiz 

 
Antimalárico 

 
KFFURI et al., 2016 

 
 
 
 
 
 
 

Frutos 

 
 
 
 
 
 
 

Sumo 

 
Anti-inflamatório 

 
ARIAS; RAMÓN-

LACA, 2005 

 
Frieira, 

Emagrecimento, 
Enxaqueca (ressaca) 

 

 
 

PASSALACQUA et al., 
2007 

 
Tratamento de 

doenças da síndrome 
cardio-metabólica 

(dislipidemia, 
obesidade, 

hipertensão) 

 
 

ESAKKIMUTHU et al., 
2016 

 
Sementes e frutos 

 
Aplicação tópica 

 

 
Anti leishmania 

 
GACHET et al., 2010 

 
 
 

Folhas e frutos 

 
 
 

Infusão e suco da fruta 

 
Gripe 

 
CAETANO et al., 2015 

 
Resfriado, 

Dor de garganta 

 
ALARCÓN et al., 2015 
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2.1.3 Atividades biológicas confirmadas de Citrus x limon 

A literatura descreve estudos que comprovam as atividades biológicas de 

Citrus x limon. O quadro 2 (p. 19) mostra 10 atividades para C.  x limon a parte da 

planta, material de uso para o estudo, sua atividade biológica e referências. 

 

Quadro 2 – Atividade biológica com Citrus x limon 

 

 
Parte da planta 

 
Material de uso 

 
Atividade biológica 

 
Referência 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Casca do fruto 

 
 

  
  
 
 
 

 
 

Óleo essencial 

 
Efeito ansiolítico 

 

 
VIANA et al., 2016 

 
Antioxidante in vitro 

 
LOIZZO et al., 2016 

 

Acaricída 

 

ABOELHADID et al., 

2016 

 

Anti-inflamatório 

 

 

AMORIM et al., 2016 

 
Gastroprotetor 

 
ROZZA et al., 2011 

 
Antifúngico 

 
VIUDA-MARTOS et 

al., 2008 

 
Extrato aquoso 

 
Emagrecimento 

 
FUKUCHI et al., 2008 

 
 
 
 

 
Nanovesículas do suco 

 
Anticancerígeno 

 
RAIMONDO et al., 

2015 

 
 

Frutos 

 
 
 

Suco (sumo diluído) 

 
 

Anticolinérgico 

 
GIRONÉS-

VILAPLANA et al., 
2015 

 
Gastroprotetor 

 
BHAVITAVYA et al., 

2012 

 

Extrato etanólico  

 

Hepatoprotetora 

 

BHAVSAR et al., 2007 

 
Folhas 

 
Óleo essencial 

 
Antinociceptivo 

 
CAMPÊLO et al., 2011 
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2.2  TRATO GASTROINTESTINAL 

 

2.2.1  Anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal 

 

O estômago apresenta-se na forma de uma bolsa e está compreendido entre 

o esôfago e o intestino delgado. O alimento ao ser deglutido se deposita 

temporariamente em seu interiror. Anatomicamente, o estômago está dividido em 

quatro partes: cárdia, fundo, corpo e antro (Figura 2, p. 20). O estômago tem a 

capacidade de se contrair ou expandir, dependendo da quantidade de alimento que 

será depositiado nele. A passagem do bolo alimentar para o intestino delgado se 

deve às contrações peristálticas da musculatura lisa, que irão persistir mesmo 

depois do órgão ser esvaziado (SCHUBERT; PEURA, 2008; MERCHANT, 2007). 

 

Figura 2 - Anatomia do estômago 

 
Fonte: Kang et al., 2013. 
 

O revestimento interno do estômago é constituído por quatro camadas: 

serosa, muscular, submucosa e mucosa. A mucosa gástrica contém pequenas 

glândulas gástricas responsáveis por secretar uma mistura de enzimas. As células 

oxínticas são responsáveis pelo controle das funções fisiológicas e digestão (Figura 
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3, p. 21). Estão divididas em: mucosas (secretam muco, água e bicarbonato), células 

parietais (secretam HCl e são responsáveis pela lipase gástrica), células principais 

(secretam pepsinogênio e gastrina) e células enterocromafins (secretam histamina) 

(SCHUBERT; PEURA, 2008). 

 A distribuição de cada célula no lúmen gástrico está relacionada com a 

função desempenhada. As células G, secretoras de gastrina, responsável pela 

estimulação de HCl encontram-se no antro e as células D, secretoras de 

somatostatina, responsáveis pela diminuição dos hormônios gastrointestinais, 

encontram-se espalhadas por todo o estômago, assim como as células 

enterocromafins, responsáveis pela secreção de histamina (SOLCIA et al., 2000). 

 

Figura 3 – Estrutura do estômago 

 

 

Fonte: Burkitt et al., 2017. 
 

 

 



25 

2.2.2  Fisiologia e regulação neuro-hormonal da secreção ácida gástrica 

 

A secreção ácida gástrica (mistura de secreções das células epiteliais 

superficiais e das secreções das glândulas gástricas) ocorre ao nível cefálico, 

gástrico e intestinal. Ocorre pelas células parietais no fundo do estômago e é 

regulada por diversos fatores neuronais (nervo vago), parácrinos (histamina e 

somatostatina) e hormonais. Um aumento excessivo da secreção ácida gástrica 

pode aumentar o risco de úlceras pépticas. A fase cefálica ocorre antes da entrada 

do alimento no sistema digestivo e é mediado pelo sistema nervoso central e 

periférico. O efluxo eferente vagal libera acetilcolina, que age nos receptores 

muscarinicos M3 expressos nas células parietais. A histamina atua no receptor H2 e é 

responsável pela estimulação da secreção ácida, produzida na mucosa gástrica, 

devido à ativação neural da adenilato-ciclase.  

A fase gástrica tem início com a entrada de nutrientes no lumen gástrico. O 

hormônio gastrina, liberado pelas células G, estimula a secreção ácida por meio de 

dois mecanismos: indireto e direto. Sua maior ação ocorre de forma indireta e 

provoca a secreção por meio da ligação de receptores expressos em células 

enterocromafins e colecistoquinina-2 (CCK-2), liberando histamina. Outro 

mecanismo ocorre devido à gastrina circulante que se liga aos receptores CCK-2 na 

membrana da célula parietal promovendo a secreção ácida. 

 A fase intestinal é responsável por manter a homeostase por meio de 

mecanismo de feedback negativo. Quando o pH do lúmen gástrico diminui, as 

células gástricas D liberam somatostatina, responsável pela inibição da liberação da 

histamina e gastrina (METZ et al., 2013; PHAN et al., 2015; SCHUBERT M., 2010). 

O passo final na secreção ácida gástrica é mediado pela H+/K+-ATPase, chamada 

de bomba de prótons. A ativação de AMPc ou Ca2+ estimula a H+/K+-ATPase nas 

células parietais (Figura 4, p. 23) (JAIN et al., 2007). 
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Figura 4 – Fisiologia da secreção ácida gástrica 

 
 Fonte: Phan et al., 2015. 
 

2.2.3  Úlceras pépticas 

 

Úlceras são lesões inflamatórias e/ou necrosantes na pele ou membrana da 

mucosa que reveste o trato alimentar. As úlceras pépticas são classificadas de 

acordo com a sua localização anatômica, sendo elas esofágicas, gástricas ou 

duodenais (OLIVEIRA et al., 2014). É uma doença crônica e recorrente sendo 

estimado que 10% da população poderá desenvolvê-la em algum momento da vida 

(ZAPATA-COLINDRES et al., 2006) O processo da úlcera péptica é multifatorial 

podendo ser o resultado de um desequilíbrio entre fatores agressivos, como o HCl, 

infecção causada pela bactéria Helicobacter pylori, excessivo uso de anti-

inflamatório não esteroide (AINE), álcool, pepsina e espécies reativas de oxigênio; e 

os fatores citoprotetores: barreira de muco e bicarbonato, prostaglandinas, fluxo 

sanguíneo, reparo celular, compostos sulfidrílicos, óxido nítrico e antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos (Figura 5, p. 24) (BEHRMAN, 2005; KLEIN et al., 

2010; SOUSA et al., 2018). 

 

 

 

 

 



27 

 

Figura 5 – Fatores protetores e agressores da mucosa gástrica. 

  

Fonte: http://hopkins-gi.nts.jhu.edu/images 

 

 

 

2.2.4  Terapêutica 

 

Os medicamentos para o tratamento de úlcera gástrica são utilizados para a 

cura da úlcera e/ou prevenção de úlceras recorrentes e alívio dos sintomas (Figura 

6, p. 25). Eles são destinados a neutralizar os fatores agressivos ou então estimular 

as defesas da mucosa (GADEKAR et al., 2010).  
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Figura 6 – Média estimada dos sintomas gastrointestinais entre pacientes com úlceras pépticas. 

 
Fonte: Barkun & Leontiadis, 2010. 

 
Os medicamentos para o tratamento da úlcera são divididos em: antiácidos, 

agentes anticolinérgicos, antagonistas de receptores H2, inibidores da bomba de 

prótons e antibióticos usados para combater o Helicobacter pylori. (GADEKAR et al., 

2010), (Figura 7, p. 25). 

 

Figura 7 – Tratamentos da úlcera gástrica 
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Os antiácidos são neutralizantes do ácido cloridríco e compreendem a forma 

mais simples de tratamento. Os mais utilizados são carbonato de cálcio, hidróxido de 

alumínio, bicarbonato de sódio, hidróxido de magnésio, contudo, apenas aliviam os 

sintomas e possuem vários efeitos colaterais como náuseas, constipação, diarreia 

(JAIN et al., 2007; MATON, 1999). 

Os agentes anticolinérgicos bloqueiam os receptores muscarínicos reduzindo 

assim a secreção ácida e a dor pela contenção da motilidade duodenal, como 

exemplo: escopolamina, atropina. Os seus efeitos colaterais são constipação, visão 

turva, boca seca, entre outros (JAIN et al., 2007).  

Os medicamentos mais utilizados são os antagonistas de receptores 

histaminérgicos H2 (cimetidina, ranitidina e nizatidina) e inibidores da bomba de 

prótons (omeprazol, lansoprazol e pantoprazol). Os antagonistas seletivos de 

receptores H2 reduzem a secreção ácida por meio do bloqueio desses receptores, 

impedindo a ligação da histamina. Antes do desenvolvimento deste fármaco o uso 

de cirurgia para o tratamento de úlceras era a principal escolha. Contudo, o seu uso 

contínuo promove uma alta reincidência de úlcera, supressão prolongada da 

secreção ácida gástrica, alterações imunológicas, tontura, impotência, sonolência e 

erupção cutânea (AIHARA et al., 2003; JAIN et al., 2007). 

Os inibidores da bomba de prótons (IBPs), H+/K+ -ATPase, são derivados 

benzimidazóis responsáveis pela eficácia na supressão da secreção ácida gástrica, 

por se ligarem covalentemente em resíduos de cisteína da H+/K+ -ATPase de células 

parietais de forma irreversível, após 24 h novas H+/K+ -ATPase são formadas, e 

também por agirem no final da produção de ácido gástrico (FREEDBERG, 

LEBWOHL; ABRAMS, 2014). Mesmo sendo uma classe eficiente de fármacos, os 

IBPs são muitas vezes utilizados de modo indevido pela população, devido ao seu 

uso exacerbado diversos estudos sobre a sua desprescição podem ser encontrados 

na literatura (REEVE et al., 2015; FARRELL et al., 2017; NAUNTON et al., 2018). Os 

IBPs apresentam efeitos adversos como dores de cabeça, diarreia, náusea, 

constipação, prurido, hipergastrinemia, hipersecreção ácida rebote, má absorção, 

infecção e câncer (O'NEIL & LEONARD, 2011). 

A bactéria H. pylori é conhecida por representar um fator de risco tanto para o 

aparecimento de gastrite, úlceras e seu reaparecimento, quanto para o 

desenvolvimento de câncer duodenal. Quando não há outro fator de risco para o 

aparecimento da úlcera péptica como, por exemplo, o uso de álcool ou AINEs, em 
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aproximadamente 80% dos casos se deve a infecção da H. pylori (MAHACHAI et al., 

2018). A infecção causada pela H. pylori afeta fortemente a fisiologia do trato 

gástrico induzindo à uma inflamação crônica, aumentando a secreção ácida inibindo 

os mecanismos que a regula (MALFERTHEINER, 2011). A terapia se dá por meio de 

antibióticos (claritromicina, amoxicilina, tetraciclina, metronidazol) combinados com 

fármacos antissecretórios (omeprazol) ou antagonistas do receptor H2 (ranitidina) 

(MAHACHAI et al., 2018). No entanto, este tratamento pode ter como efeitos 

colaterais náuseas, diarreias e tonturas (BRUNTON, 2001; JAIN et al., 2007). 

Estudos para o desenvolvimento de medicamentos no tratamento de úlceras 

vêm apresentando avanços, porém, apontam limite em seu uso, devido aos diversos 

efeitos colaterais e alta taxa de recorrência de úlceras (AIHARA et al., 2003; JAIN et 

al., 2007). 

A utilização de plantas medicinais para a gastroproteção foi avaliada em 

diversos estudos (ROZZA et al., 2011; CALDAS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; 

BRITO et al., 2018). A busca por produtos naturais eficazes, menos tóxicos e de 

menor custo se deve ao fato dos fármacos sintéticos atualmente empregados na 

terapia muitas vezes agravarem a doença após o uso prolongado e são onerosos 

(RATES, 2001; GADEKAR et al., 2010).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a atividade gastroprotetora do sumo de Citrus x limon (L) 

(Rutaceae). 

 

3.1.2  Objetivos Específicos 

 

a) Caracterizar e quantificar os principais constituintes químicos do sumo 

dos frutos de Citrus x limon; 

b) Analisar a atividade gastroprotetora em modelos de úlcera induzida por 

indometacina e etanol; 

c) Avaliar a participação do sumo dos frutos de Citrus x limon sobre a 

secreção de muco; 

d) Investigar o mecanismo de ação por meio de compostos NO, SH, 

prostaglandinas e canais de K+
ATP; 

e) Investigar a atividade antissecretória do ácido gástrico; 

f) Analisar a atividade cicatrizante e os parâmetros hematológicos pelo 

modelo crônico de lesão induzida por ácido acético; 

g) Investigar a regeneração da mucosa por análises histológicas e 

imunohistoquimicas. 
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4 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

Os métodos utilizados neste estudo foram realizados conforme o fluxograma 

experimental apresentado na figura 7 (p. 29). 

 

Figura 7 – Fluxograma experimental 

 

 

4.1 REAGENTES E QUÍMICOS 

Etanol foi obtido da Êxodo Científica (Sumaré, SP, BRA). O cloreto de sódio, 

cloreto de magnésio, lansoprazol, cloridrato de ranitidina, azul de Alcian, N-

etilmaleimida, éster metílico de N-nitro-L-arginina, ranitidina, glibenclamida, 

carbenoxolona foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A historesina 

foi obtida da Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha, e o ácido acético e glicose foram 

obtidos de Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil. Éter etílico, formaldeído e 

fenolftaleína são da FMaia, Cotia, São Paulo, Brasil; xilazina e cetamina são obtidas 

da Vetbrands, Paulínia, São Paulo, Brasil. A proteína Ki-67 (código: sc-23900) e a 
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proteína BrdU (código: sc-32323) são de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA. 

 

4.2 OBTENÇÃO DO MATERIAL VEGETAL 

 

Uma amostra coletada no bairro da Tamarineira em Recife-PE, contendo 

folhas e frutos de Citrus x limon, foi depositada e identificada por especialistas do 

Herbário Dárdano de Andrade Lima do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA), 

com o registro #90945. Os frutos de Citrus x limon foram coletados entre os meses 

de setembro de 2016 a agosto de 2017. Para os estudos fitoquímicos foi retirada a 

água do sumo utilizando um liofilizador e, para estudos in vivo, o sumo foi utilizado in 

natura. A Figura 8 (p. 30) representa a extração do sumo.  

 
Figura 8 – Extração do sumo de Citrus x limon. 
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4.3 PERFIL FITOQUÍMICO DO SUMO 

 

Para a realização da cromatografia em camada delgada, foi feita a extração 

em fase sólida dos constituintes do sumo, para posteriormente liofilizar a amostra 

para a realização de CLAE.  

4.3.1 Análise por cromatografia em camada delgada 

 

Para a preparação da amostra, 10 mL de sumo fresco foi centrifugado a 3000 

g por 5 min e o sobrenadante separado foi utilizado para análise fitoquímica. A 

extração em fase sólida (SPE) foi realizada utilizando cartuchos SUPELCO DSC-18 

500 mg/3 mL e um sistema manifold de vácuo para SPE Visiprep™ Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Os cartuchos foram pré-condicionados com 3 mL de metanol e 

equilibrado com 3 mL de H2O. O sobrenadante foi carregado no cartucho e, em 

seguida, o mesmo foi lavado com 4 mL de H2O. O cartucho foi secado pela 

passagem de ar durante 1 min e, em seguida, a amostra foi eluida com 3 mL de 

metanol. O solvente foi evaporado e o resíduo diluído em 0,5 mL de metanol para 

análise por cromatografia em camada delgada em placas de sílica gel 60 F254 

Macherey-Nagel (Duren, Alemanha). 

A presença dos grupos de metabólitos secundários no sumo foi avaliada por 

meio de cromatografia em camada delgada e foram utilizados reveladores químicos 

específicos (Tabela 1, p. 32). 
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Tabela 1- Caracterização fitoquímica do sumo 

Classe de metabólitos 
secundários 

Padrões Revelador Referência 

flavonoides e fenilpropanoides quercetina, rutina e 
ácido clorogênico 

NEU WAGNER; BLADT, 
1996; 

BRASSEUR; 
ANGENOT, 1986 

triterpenos e esteroides β-sitosterol LB HARBORNE, 1998 

saponinas - Lieberman & 
Burchard 

HARBORNE, 1998 

mono e sesquiterpenos timol anisaldeído 
sulfúrico 

HARBORNE, 1998 

cumarinas  cumarina 
 

KOH WAGNER; BLADT, 
1996 

alcaloides pilocarpina Dragendorff WAGNER; BLADT, 
1996 

proantocianidinas conden- 
sadas  

catequina vanilina 
clorídrica 

ROBERTS ET AL., 
1957 

taninos hidrolisáveis Ácido gálico alúmen de 
ferro 1% 

HARBORNE, 1998 

Áçúcares redutores Glicose trifeniltetrazóli
o 4% 

METZ, 1961 

limonoides - Ehrlich BREKSA ET AL. 2015 

Nota: KOH – hidróxido de potássio, NEU - acetato de etila, ácido fórmico, ácido acético, água; LB – 
Liebermann-Burchard. 
 

4.3.2 Cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE 

 

Inicialmente, a solução em estudo foi selecionada e analizada 

individualmente por CLAE – DAD, usando uma coluna de octadecilsilano (250 x 4,6 

mm, 5 μm, Ascentis C18, marca Supelco) mantida a 40 °C como uma fase 

estacionária, uma solução de fase móvel utilizada foi composta de 2 solventes: 

solvente A - 0,1% de ácido fosfórico em água ultrapura (classe CLAE) e solvente B 

100% acetonitrilo com quociente de vazão de 0,6 mL/min, gradiente de acordo com 

a tabela 2, p. 33. 
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Tabela 2 - gradiente de fase móvel utilizado para determinação quali-quantitativa. 

Tempo Solvente A (%) Solvente B (%) 

0,00 95 5 
60,00 5 95 
70,00 95 5 
75,00 95 5 

 

  O volume injetado foi de 40 μL para as amostras (1 mg/mL) e produtos 

químicos de referência (200 μg/mL) no CLAE-DAD para análises monitoradas de 

200 a 400 nm. As concentrações das substâncias padrão em amostras foram 

calculadas por meio de curvas padrão calibradas usando os 50, 100, 150, 200 e 250 

μg/mL. Para a quantificação, o método utilizado foi um equipamento Shimadzu 

equipado com um modelo de bombas modelo LC - 20ADVP, sendo os dados 

processados através do software Shimadzu LC solution 1.0 (Japão).  

Foram utilizados os padrões: apigenina, borneol, ácido cafeico, catequina, 

ácido clorogênico, crisina, ácido elágico, epicatequina, epigalocatequina, fisetina, 

ácido gálico, galocatequina, kaempferol, lupeol, miricetina, naringenina, ácido p-

coumarico, ácido protocatequico, quercetina, quercetina 3β, resveratrol, rutina, 

scopoletin e ácido tânico.  

 

4.4 ESTUDOS in vivo 

 

4.4.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) machos e 

fêmeas com 2-3 meses de idade, com massa entre 200 – 280 g, oriundos do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Os animais receberam água e ração (Presence, Purina, Brasil) 

ad libitum e foram mantidos em condições controladas de iluminação (ciclo 12 h 

claro/escuro) e temperatura (22 ± 2 ºC). Todos os protocolos experimentais foram 

submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPE (Processo 

n°.23076.021236/2016-77). Em todos os protocolos, os animais foram eutanaziados 

em uma câmera de CO2 (por inalação). 
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4.4.2 Avaliação da atividade gastroprotetora 

 

4.4.2.1 Úlcera gástrica induzida por etanol absoluto 

 

Após 16 h em jejum, os ratos (n = 6/grupo) foram pré-tratados somente com 

solução de NaCl 0,9% (grupo controle), lansoprazol (30 mg/kg) ou sumo de Citrus x 

limon (SCL) (25, 50 e 100%, 10 mL/kg). Depois de 1 h, cada animal recebeu 4 mL/kg 

de etanol absoluto (99,8%) por via oral, de acordo com o método descrito por 

Morimoto et al., (1991) com algumas modificações. Após 1 hora os animais foram 

eutanasiados, os estômagos retirados e abertos pela grande curvatura, fotografados. 

A área ulcerada foi mensurada por planimetria com auxílio do software ImageJ 

(Bethesda, MD, USA). Os resultados foram expressos em área total de lesões 

ulcerativas (ALU) (mm2). 

 

4.4.2.2 Úlcera gástrica induzida por etanol absoluto com pré-tratamento de 15 dias 

com SCL 

 

Dezoito animais foram divididos em 3 grupos (n = 6/grupo) e foram pré-

tratados uma vez ao dia oralmente durante 15 dias, de acordo com o método 

descrito por Selmi et al. (2017) com algumas modificações, com solução de NaCl 

0,9% (grupo controle), lansoprazol (30 mg/kg) ou sumo de Citrus x limon (SCL) 

(100%, 10 mL/kg).  No 15º dia os animais ficaram em jejum por 16 horas. No 16º dia 

foi administrado etanol absoluto (4 mL/kg v.o.), após 1 hora os animais foram 

eutanasiados, os estômagos retirados e abertos pela grande curvatura, fotografados. 

A área ulcerada foi mensurada por planimetria com auxílio do software ImageJ 

(Bethesda, MD, USA). Os resultados foram expressos em área total de lesões 

ulcerativas (ALU) (mm2). 
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4.4.2.3 Úlcera gástrica induzida por anti-inflamatório não esteroide em ratos  

 

Após 16 horas de jejum, os animais (n = 6-8/grupo) foram pré-tratados 

oralmente com solução de NaCl 0,9% (grupo controle), ranitidina (60 mg/kg) ou 

sumo de Citrus x limon (SCL) (100%, 10 mL/kg). Depois de 30 minutos, todos os 

grupos receberam indometacina (30 mg/kg, s.c.), de acordo com o método descrito 

por Djahanguiri (1969). Após 6 horas da admnistração de indometacina os animais 

foram eutanasiados. Os estômagos foram retirados e abertos pela grande curvatura, 

fotografados. A área ulcerada foi mensurada por planimetria com auxílio do software 

ImageJ (Bethesda, MD, USA).  Os resultados foram expressos em área total de 

lesões ulcerativas (ALU) (mm2). 

 

 

4.4.3 Avaliação dos fatores protetores da mucosa 

 

4.4.3.1 Determinação do muco aderido à mucosa gástrica 

 

O experimento foi realizado de acordo com Rafatullah et al., (1990). Método 

com modificações. Após 16 h de jejum, os animais (n = 6/grupo) receberam por via 

oral solução de NaCl 0,9% (grupo controle), carbenoxolona (200 mg/kg) ou SCL 

(100%, 10 mL/kg).  Após 1 hora, sob anestesia (xilazina, 6 mg/kg associado à 

cetamina, 60 mg/kg, intraperitonealmente), os animais foram submetidos à incisão 

longitudinal para a ligadura do píloro. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados; 

a porção glandular do estômago foi separada, pesada e imersa em 10 mL da 

solução 0,1% de Alcian Blue (sacarose 0,16 M/acetato de sódio 0,05 M, pH 5,8). 

Após 2 h de imersão, o excesso de corante foi removido em dois enxaguamentos 

sucessivos com 7 mL de sacarose 0,25 M, por 15 min e posteriormente por 45 min. 

Cada estômago foi transferido sequencialmente para 10 mL de solução de MgCl2 0,5 

M durante 2 h. Quatro mililitros de solução de corante foram então agitados 

vigorosamente com um volume igual de éter. A emulsão resultante foi centrifugada a 
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176 xg durante 10 min e a absorbância da camada aquosa foi medida a 595 nm. A 

quantidade de corante azul extraído por grama de tecido glandular molhado foi então 

calculada. O resultado foi expresso como mg de Alcian Blue/g de tecido. 

 

4.4.3.2 Envolvimento de grupamentos sulfidrílicos (Grupos -SH) na gastroproteção 

(MATSUDA et al., 1999) 

 

Após 18 horas de jejum, os animais foram distribuídos em seis grupos (n = 5-

7/grupo). Três grupos receberam solução de NaCl 0,9% (grupo controle, 10 mL/kg, 

i.p.) e três grupos receberam NEM (N-etilmaleimida, 10 mg/kg, i.p). Trinta minutos 

após o pré-tratamento, administrou-se uma solução de NaCl 0,9%, carbenoxolona 

(100 mg/kg) ou SCL (100%, 10 mL/kg), pela via oral. As lesões gástricas foram 

induzidas em todos os grupos com etanol absoluto (4 mL/kg, v.o.) após uma hora de 

tratamento. Uma hora após a administração de etanol, os animais foram 

eutanasiados. Os estômagos foram retirados e abertos pela grande curvatura, 

fotografados. A área ulcerada foi mensurada por planimetria com auxílio do software 

ImageJ (Bethesda, MD, USA).  Os resultados foram expressos em área total de 

lesões ulcerativas (ALU) (mm2). 

 

4.4.3.3 Envolvimento do óxido nítrico (Grupos -NO) na gastroproteção (MATSUDA 

et al., 1999) 

 

Após 18 h de jejum os animais foram distribuídos em seis grupos (n = 5-

7/grupo). Três grupos receberam solução de NaCl 0,9% (grupo controle, 10 mL/kg, 

i.p.) e três grupos receberam L-NAME (L-nitro-arginina metil éster, 10 mg/kg, i.p). 

Trinta minutos após o pré-tratamento, administrou-se uma solução de NaCl 0,9%, 

carbenoxolona (100 mg/ kg) ou SCL (100%, 10 mL/kg), pela via oral. As lesões 

gástricas foram induzidas em todos os grupos com etanol absoluto (4 mL/kg, v.o.) 

após uma hora de tratamento. Uma hora após a administração de etanol, os animais 

foram eutanásiados. Os estômagos foram retirados e abertos pela grande curvatura, 

fotografados. A área ulcerada foi mensurada por planimetria com auxílio do software 
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ImageJ (Bethesda, MD, USA).  Os resultados foram expressos em área total de 

lesões ulcerativas (ALU) (mm2). 

 

4.4.3.4 Envolvimento das prostaglandinas (PGs) na gastroproteção (MATSUDA et 

al., 1999) 

 

Após 18 h de jejum os animais foram distribuídos em seis grupos (n = 4-

8/grupo). Três grupos receberam solução de NaCl 0,9% (grupo controle, 10 mL/kg, 

i.p.) e três grupos receberam indometacina (30 mg/kg, i.p). Trinta minutos após o 

pré-tratamento, administrou-se uma solução de NaCl 0,9%, ranitidina (60 mg/kg) ou 

SCL (100%, 10 mL/kg), pela via oral. Uma hora depois, todos os animais receberam 

tratamentos com etanol absoluto (4 mL/kg, v.o). Uma hora após a administração de 

etanol, os animais foram eutanásiados. Os estômagos foram retirados e abertos pela 

grande curvatura, fotografados. A área ulcerada foi determinada por planimetria com 

auxílio do software ImageJ (Bethesda, MD, USA). Os resultados foram expressos 

em área total de lesões ulcerativas (mm2). 

 

4.4.3.5 Atividade antissecretora ácida gástrica – por meio do método de ligadura 

pilórica (SHAY, 1945) 

 

Os animais foram colocados em jejum durante 8 h, com acesso livre a 

solução de glicose 5%. Foram pesados, marcados e separados em três grupos de 

animais (n = 6/grupo). Em seguida foram anestesiados com cetamina (60 mg/kg i.p.) 

e xilazina (6 mg/kg i.p.) e fixados em decúbito dorsal a uma placa de vidro, e 

realizada a tricotomia da parede abdominal. Através de uma incisão de 2 cm na 

região epigástrica, o estômago foi localizado e o piloro amarrado com fio de sutura. 

Imediatamente após a ligadura do piloro, os grupos foram tratados por via 

intraduodenal com o SCl (10 mL/kg), controle negativo NaCl 0,9% e controle positivo 

ranitidina (60 mg/kg). Após 4 h da cirurgia, os animais foram eutanasiados (câmera 

de CO2), o esôfago foi pinçado para evitar a perda do material secretado e o 



41 

estômago removido. O conteúdo gástrico foi coletado, mensurada a massa, 

centrifugado a 176 × g por 30 minutos e foram determinados o volume (mL) e o pH. 

No suco gástrico, a acidez total (mEq[H+]/L/4h) foi determinada no sobrenadante por 

titulação em pH 7,0 usando uma solução de NaOH a 0,01 mol/L e fenolftaleína como 

indicador. 

 

4.4.3.6 Envolvimento dos canais de K+
ATP na gastroproteção (BALOGUN et al., 

2015) 

 

Após 16 horas de jejum, os animais (n = 6) foram pré-tratados oralmente com 

solução de glicose 4% (grupo controle), glibenclamida – bloqueador de canais para 

potássio sensíveis a ATP - (10 mg/kg), SCL (100%, 10 mL/kg) e a associação de 

glibenclamida + SLC. Após 1 h, cada animal recebeu 4 mL/kg de etanol absoluto 

(99,8%) por via oral. Depois de 1 h os animais foram eutanasiados, os estômagos 

retirados, abertos pela grande curvatura, fotografados e as lesões foram 

determinadas por planimetria com auxílio do software ImageJ (Bethesda, MD, USA). 

Os resultados foram expressos em área total de lesões ulcerativas (ALU) (mm2). 

 

4.4.4 Avaliação das propriedades cicatrizantes do sumo de Citrus x limon 

 

4.4.4.1 Úlcera gástrica induzida por ácido acético (TAKAGI et al., 1969) 

 

Foram utilizados três grupos de animais (n = 5/grupo). Os ratos foram 

pesados e restringidos de ração sólida por 8 h. Após este período, os animais foram 

anestesiados com cetamina (60 mg/kg, i.p.) e xilazina (6 mg/kg, i.p.) e foi realizada a 

laparotomia abdominal na região epigástrica. Após a exposição do estômago, foi 

injetado na camada subserosa da parede externa do órgão 5 μL da solução de ácido 

acético a 30% na face anterior no estômago. O local da injeção foi pressionado 

delicadamente por 30 segundos para que não houvesse extravasamento do material 
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injetado. Em seguida, o estômago foi lavado cuidadosamente com solução de NaCl 

à 0,9% e a parede abdominal suturada. Após a recuperação da anestesia, os 

animais foram devidamente identificados e transferidos para gaiolas. Após o 

procedimento, o tratamento foi realizado uma vez ao dia durante 14 dias e os 

animais tiveram água, ração e massa dos animais controlados nesse período. Os 

três grupos foram tratados por via oral respectivamente com o SCL (100%, 10 

mL/kg, v.o.), controle negativo NaCl 0,9% v.o. e controle positivo ranitidina (60 

mg/kg, v.o). Ao final dos tratamentos, os animais foram eutanasiados (câmera de 

CO2). O sangue foi retirado e separado para análise hematológica, os órgãos 

tiveram a massa verificada. Os estômagos foram retirados, fotografados e a área de 

lesão ulcerativa (ALU) foi determinada por planimetria com auxílio do software 

ImageJ (Bethesda, MD, USA) e os dados foram expressos em mm2. 

 

4.4.4.2 Análises histológicas 

 

Os estômagos com úlceras crônicas foram seccionados e colocados em 

formalina tamponada a 10%. Após a secagem, as amostras foram lavadas com 

água, imersas em álcool etílico a 70% por 3 a 4 dias e embebidas em parafina. 

Secções de parafina de 5 μm de espessura foram tomadas e coradas com 

hematoxilina/eosina (HE) e Ácido Periódico-Schiff (PAS). A análise histológica dos 

cortes gástricos foi realizada em sistema de microscopia automatizada MICRO DIP® 

(KacilInc). 

 

4.4.4.3 Análises imunohistoquímicas 

 

A imunohistoquímica para Ki-67 e bromodeoxiuridina (BrdU) foi realizada em 

cortes de 4 μm de espessura em parafina de amostras contendo porções 

representativas da área ulcerada. Inicialmente, as amostras foram desparafinizadas 

em xileno e hidratadas. A expressão das proteínas Ki-67 e BrdU foi detectada pelo 

método da biotina livre em conjugação com a HRP (Horseradish Peroxidase). A 

recuperação antigênica foi realizada utilizando uma panela de pressão histológica 
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por dois minutos. As lâminas foram arrefecidas até à temperatura ambiente e a 

peroxidase endógena foi bloqueada usando BSA (albumina de soro bovino) durante 

1 h.  

Após o resfriamento, as lâminas foram incubadas durante a noite com 

anticorpo monoclonal primário anti-camundongo para proteína Ki-67 (Santa Cruz 

Biotechnology, código: sc-23900, diluição 1: 200) e para proteína BrdU (Santa Cruz 

Biotechnology, IIB5, código: sc -32323, diluição 1: 200). Em seguida, foi utilizado o 

sistema de visualização HRP. Após a lavagem, as lâminas foram incubadas com 

solução cromógena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em água, contrastadas 

com hematoxilina, desidratadas e montadas. 

Células imuno-reativas para Ki-67 e BrdU foram detectadas pela presença de 

um cromógeno marrom-avermelhado escuro no núcleo ou núcleo/citoplasma, 

respectivamente, nas células epiteliais da área da lesão. A reatividade foi indicada 

utilizando-se os seguintes escores: reatividade positiva-leve (em 10-15% das células 

analisadas), reatividade moderada (em 25-50% das células analisadas) e forte 

reatividade (acima de 50% das células analisadas), ou negativo (em menos de 10% 

de células analisadas). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M). 

As diferenças entre os grupos foram determinadas por análise de variância 

(ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett ou teste t student. A análise estatística foi 

realizada utilizando GraphPad Prism® 7.0 Software. O nível de significância mínimo 

para rejeição da hipótese nula foi fixado em 5% (p<0.05). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1 PERFIL FITOQUÍMICO DO SUMO DE Citrus x limon 

O sumo de Citrus x limon se apresenta na coloração amarelo esverdeado e 

consistência líquida, sendo detentor de forte odor cítrico. Sua faixa de pH varia entre 

2,0 e 3,5. Podendo ser consumido in natura. 

 

5.1.1  Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

A prospecção fitoquímica realizada para este trabalho apresentou as 

seguintes classes de metabólitos segundários: flavonoides, saponinas, cumarinas, 

terpenos (mono, sesqui e triterpenos e limonoides), fenilpropanoides, esteroides e 

açúcares redutores (Tabela 3, p. 38). 
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Tabela 3 – Classes de metabólitos secundários encontrados no sumo de Citrus x limon 

Legenda: (-) ausente; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte; (tr) traços; Nota: (1)4’-OH flavonoides 

livres e heterosídeos; (2)3’,4’-OH flavonoides livres e heterosídeos 

 

 Citrus x limon é bastante empregado na medicina popular e na gastronomia 

sendo frequentemente associado com efeitos de cura de doenças. Devido a isto, as 

investigações fitoquímicas desta variedade cítrica são comumente encontradas na 

literatura, porém, esses estudos se detêm aos flavonoides e carotenoides 

(GONZÁLEZ-MOLINA et al., 2010; UÇAN, AĞÇAM, AKYILDIZ, 2016). 

 Os flavonoides são os metabólitos secundários mais comuns nas plantas, 

responsáveis pelo tratamento e prevenção de úlceras pépticas, devido a sua 

atividade antioxidante, pois são capazes de sequestrar os radicais livres impedindo a 

peroxidação lipídica (DEL RÍO et al., 2004).  

O envolvimento do estresse oxidativo no desenvolvimento de úlceras pépticas 

foi confirmado em vários estudos (SELMI et al., 2017; YEO et al., 2018). O 

surgimento de espécies reativas de oxigênio (EROs) que são gerados por neutrófilos 

e macrófagos ativos ocasionam uma injúria na mucosa gástrica, por isso compostos 

atuantes como antioxidantes são importantes na manutenção do equilíbrio gástrico 

(VISWANATHA, SHYLAJA, MOOLEMATH, 2017). 

  

 

Classe de metabólitos secundários              SCL 

flavonoides +++1,2 

fenilpropanoides + 

triterpenos + 

esteroides + 

saponinas ++ 

monoterpenos e sesquiterpenos + 

alcaloides - 

curaminas ++ 

proantocianidinas e leucoantocianidinas - 

taninos hidrolisáveis - 

  

açúcares redutores + 

limonoides + 
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5.1.2 Cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE 

 

Por meio da análise cromatográfica do SCL foi possível identificar os quatro 

padrões analíticos utilizados relacionando a similaridade entre os tempos de 

retenção e o espectro de absorção ultravioleta, bem como quantificá-los (Figura 9, p. 

43): epigalocatequina em 26,5 min (17,7 ± 3,9 μg/mL), galocatequina em 25,5 min 

(15,2 ± 2,8 μg/mL), epicatequina em 20,2 min (6,01 ± 0,01 µg/mL) e catequina em 37 

min (3,8 ± 1,4 μg/mL). 

 

Figura 9 – Análise cromatográfica do SCL 

 

 
 

Estudos demonstraram que a epigalocatequina apresenta efeitos 

gastroprotetores; este resultado está associado à atividade antioxidante e à 

manutenção do muco e dos níveis de GSH (ADHIKARY et al., 2011). Em 2010, um 

estudo feito por Song et al. apresentou o envolvimento dos canais K+
ATP no 

mecanismo de ação da epigalocatequina, sendo a ativação destes canais 

extremamente importantes na gastroproteção (RIBEIRO et al., 2015). 
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A epicatequina é gastroprotetora ao reforçar a barreira mucosa e a 

neutralização do suco gástrico (ROZZA et al., 2013). 

As catequinas são importantes na inibição da histamina sendo comumente 

relacionada à regulação da secreção ácida gástrica. No estudo de Murakami et al 

(1992), foi possível observar a inibição da atividade gástrica de H+,K+-ATPase em 

cinco flavonoides, dentre eles a catequina, epicatequina, epigalocatequina, 

sugerindo que a atividade antissecretória e antiulcerogênica destes compostos 

ocorrem devido à sua atividade inibitória sobre H+,K+-ATPase gástrica. 

  

5.2 ESTUDOS in vivo 

 

A espécie Citrus x limon apresenta diversas atividades biológicas 

comprovadas. Em relação a sua atividade gastroprotetora, a literatura apresenta 

somente dois trabalhos a respeito. O primeiro utilizou o óleo essencial da casca dos 

frutos (ROZZA et al., 2011) e o segundo (BHAVITAVYA et al., 2012), empregou o 

sumo diluído em água para 100 e 200 mg/kg, diferente à forma utilizada neste 

trabalho, o que difere do uso popular “sumo puro”. 

 

5.2.1 Atividade gastroprotetora do sumo de Citrus x limon em úlcera 

induzida por etanol absoluto teste agudo em ratos 

 

A administração de etanol causou graves danos na mucosa gástrica, com 

úlceras hemorrágicas e necróticas no grupo controle negativo com área de lesão 

ulcerativa (ALU) igual a 156,88 ± 25,17 mm2. A administração por via oral do SCL 

25%, 50%, 100% e o controle positivo lansoprazol significativamente protegeram a 

mucosa gástrica de lesões induzidas por etanol em 60,81; 93,29; 99,48 e 91%, 

respectivamente, como pode ser observado na Figura 10, p. 45 e 11, p. 45. 

Figura 10 -. Efeito do pré-tratamento com sumo de Citrus x limon (SCL) na úlcera gástrica induzida 
por etanol absoluto em ratos.  
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Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 6/grupo). ANOVA de uma via, seguido 
pelo teste de Dunnett, *** p <0,001, ****p <0,0001. 
 

Figura 11 – Estômagos de ratos pré-tratados via oral com sumo de Citrus x limon (SCL) sobre as 
lesões gástricas induzidas por etanol absoluto em ratos.  

 

[A] NaCl 0,9%, [B] lansoprazol (30 mg/kg), [C] SCL 25% (10 mL/kg), [D] SCL 50% (10 mL/kg), [C] SCL 
100% (10 mL/kg). 

 

O modelo mais utilizado para avaliar o potencial gastroprotetor de uma 

substância, é o etanol (SIQUEIRA, 2012). Este modelo é comumente utilizado na 

averiguação pré-clínica de agentes com potencial atividade gastroprotetora ser o 
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principal agente nos casos de úlcera gástrica em humanos. Em adição o etanol 

inflige lesões gástricas hemorrágicas e necróticas na mucosa e resulta na infliltração 

de células inflamatórias. 

O etanol (v.o.) causa danos à mucosa gástrica, devido a formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), aumento da peroxidação lipídica (MIZUI et al., 1987), 

diminuição dos níveis de glutationa (GSH) (IGNATOWICZ, 2013) que é um 

importante antioxidante responsável por proteger as células contra a peroxidação 

lipídica. 

A produção de espécies reativas de oxigênio é algo natural no metabolismo do 

ser humano, estando presente em diversas condições fisiológicas importantes, uma 

delas sendo a fagocitose, onde as EROs eliminam o agente agressor. Quando a sua 

produção é exacerbada o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante 

como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH), que 

consegue controlar e reestabelecer o equilíbrio. Contudo, quando ocorre um 

desequilíbrio entre o sistema pró- e antioxidante, com um aumento dos oxidantes, o 

dano acontece (SILVA & GONÇALVES, 2010) 

A barreira de muco-bicarbonato atua como um lubrificante da superfície do 

estômago, responsável por reduzir o dano físico ao epitélio. A administração do 

etanol também está associada à diminuição do muco da parede gástrica (AL-

HOWIRINY et al., 2003), liberação de histamina por meio da degranulação de 

mastócitos (PARK et al., 2004), inibição da liberação de prostaglandinas e por 

causar distúrbios na microcirculação gástrica contribuindo assim para o aumento de 

aspectos necróticos e hemorrágicos do ferimento (ABDEL-SALAM et al., 2001).  

O estudo de Rozza et al. (2011) com o óleo essencial da casca de Citrus x 

limon apresentou efeito gastroprotetor em úlceras gástricas induzidas por etanol em 

ratos.  

Como a população utiliza o suco in natura assumimos ser apropriado para 

fazer o mesmo em nosso trabalho e investigar seus benefícios na concentração de 

SCL 100% independentemente de todas as concentrações de SCL terem 

apresentado bom efeito gastroprotetor. 
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5.2.2 Úlcera gástrica induzida por etanol absoluto com pré-tratamento de 

15 dias com SCL em ratos 

 

No modelo utilizado para avaliar a gastroproteção associada ao uso continuo 

do SCL durante 15 dias resultou que a administração por via oral do SCL 100% e o 

controle positivo lansoprazol significativamente protegeram a mucosa gástrica de 

lesões induzidas por etanol em uma percentagem de inibição de 57,29 e 72%, 

respectivamente, quando comparadas ao controle NaCl 0,9% (175,3 ± 35,54 mm2), 

como pode ser observado nas Figuras 12 e 13, p. 47. 

 
Figura 12 - Efeito do pré-tratamento com sumo de Citrus x limon (SCL) por 15 dias na úlcera gástrica 
induzida por etanol absoluto em ratos. 

 

 
Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 6 / grupo). ANOVA de uma via, seguido 

pelo teste de Dunnett, *p <0,05. 

 

Figura 13 – Estômagos de ratos pré-tratados via oral com sumo de Citrus x limon (SCL) por 15 dias 
sobre as lesões gástricas induzidas por etanol absoluto em ratos.  

 

[A] NaCl à 0,9%, [B] lansoprazol (30 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg).  
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Um estudo feito por Selmi et al. (2017) com o extrato aquoso da casca de 

Citrus sinensis apresentou gastroproteção neste mesmo modelo de úlcera induzida 

por etanol.  

Por este não ser um modelo específico, a proteção contra as lesões ulcerativas 

pelo SCL pode ser relacionada ao seu envolvimento na estimulação da produção da 

barreira de muco-bicarbonato, aumento do fluxo sanguíneo, na atividade 

antioxidante, na secreção ácida gástrica, entre outros. Por isso, estudos específicos 

devem ser feitos para que seja descoberto o mecanismo de ação. 

 

5.2.3 Atividade gastroprotetora do sumo de Citrus x limon em úlcera 

induzida por indometacina em ratos 

 

O sumo de Citrus x limon não protegeu de forma sistêmica o estômago da 

lesão gástrica, induzida pela administração subcutânea de indometacina (30 mg/kg), 

quando comparado com o grupo controle (NaCl 0,9%, v.o). Os resultados sugerem o 

não envolvimento de prostaglandianas (PGs) e da enzima ciclo-oxigenase (COX), 

porém experimentos mais expecíficos são necessários. Enquanto que a admistração 

de ranitidina (60 mg/kg v.o.) reduziu significativamente a área de lesão ulcerativa, 

quando comparado com o grupo controle (NaCl 0,9% v.o.), conforme as Figuras 14 

(p. 48) e 15 (p.49). 

 
Figura 14 – Efeito do pré-tratamento por via oral sobre as lesões gástricas induzidas por 
indometacina em ratos de NaCl à 0,9%, ranitidina (60 mg/kg) e sumo de Citrus x limon (SCL, 10 
mL/kg).  

 
Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 6-8 animais/grupo. Análise de variância 
ANOVA, seguido do teste de Dunnett, ***p< 0,001. 
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Figura 15 – Estômagos de ratos pré-tratados via oral com sumo de Citrus x limon (SCL) sobre as 
lesões gástricas induzidas por indometacina em ratos.  

 
[A] NaCl à 0,9%, [B] ranitidina (60 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg). 
 

 

As lesões gastrointestinais induzidas por AINE ocorrem de duas formas: local 

(tópica) ou sistêmica, sendo influenciado pela via de administração (WALLACE, 

2008). 

Os AINEs são ácidos orgânicos fracos. No suco gástrico, eles são lipofílicos e 

não-ionizados, permitindo que atravessem a membrana e são convertidos para a 

forma ionizada, quando em meio intracelular (pH = neutro), sendo assim acumulados 

no interior da célula. Este acúmulo provoca os danos locais (LAINE, TAKEUCHI; 

TARNAWSKI, 2008). 

O efeito sistêmico dos AINE ocorre na inibição da COX, responsável pela 

síntese PGs, fortes indutoras de inflamação, porém elas (PG2) são responsáveis por 

estimular a secreção do muco, bicarbonato e inibir a secreção gástrica, que são 

fatores citoprotetores da mucosa. A mucosa gástrica fica desprotegida na utilização 

de AINE, devido a inibição das PG2’s (HAWKEY, 2000). Estudos também 

observaram que a utilização desta classe de medicamentos causa apoptose e 

necrose de células gástricas independentemente da inibição da COX (TANAKA, 

2005; TOMISATO, 2001) e diminui a produção de muco ocasionando úlceras 

hemorrágicas (BECH et al., 2000). 

Estudos em humanos demonstraram que AINEs, como a indometacina, são 

as drogas mais comuns que causam a úlcera péptica. E que 20% das pessoas que 

fazem uso destes medicamentos desenvolverão a doença, isto ocorre devido ao seu 

uso insiscrimidado (PARVAN et al., 2017).  
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Em um estudo feito por Bhavitavya et al. (2012), utilizando o sumo de Citrus x 

limon (v.o.) diluído em doses de 100 e 200 mg/kg, foi possível observar uma 

proteção significativa da área ulcerada induzida por indometacina (v.o).  

Este trabalho diferiu do estudo citado, pois a administração de indometacina 

foi por via subcutânea e o sumo não estava diluído. O estudo de Rozza et al. (2011) 

utilizando óleo essencial extraído da casca do fruto de Citrus x limon mostrou uma 

redução significativa na lesão, ocasionada pela manutenção dos níveis de PGE2 por 

estes frutos, por meio de úlcera induzida por indometacina por via subcutânea. 

 

5.2.4 Determinação do muco aderido à mucosa gástrica 

 

Em nosso trabalho, o SCL não estimulou a produção de muco no estômago, 

sendo este mecanismo não responsável pela ação gastroprotetora do objeto em 

estudo (Figura 16, p. 50). 

 
Figura 16 -. Efeito do sumo de Citrus x limon (SCL) na determinação do muco aderido ao muco 
gástrico.  

 

Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 6/grupo). One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunnett, ** p <0,01. 

 

A mucosa gástrica está diariamente sendo exposta a diversos agentes 

nocivos, por conta disso ela apresenta barreiras protetoras. A barreira muco-

bicarbonato age como um lubrificante na superfície do estômago, responsável por 

reduzir os danos físicos ao epitélio (AL-HOWIRINY et al., 2003). Agindo como uma 

barreira que impede a difusão de H+ para o interior das células epiteliais, mantém o 

meio alcalino e auxilia na remoção dos radicais livres (ALLEN; FLEMSTRON, 2005). 
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5.2.5 Envolvimento dos compostos sulfidrilas (grupos –SH) na 

gastroproteção 

 

Para o modelo que avalia a participação dos grupos sulfidrilas (SHs) na 

gastroproteção, os grupos pré-tratados com NEM (N-etilmaleimida 10 mg/kg i.p.) 

exacerbaram as lesões gástricas induzidas pelo etanol em 51,83% em relação aos 

grupos pré-tratados com solução de NaCl 0,9%. Nos animais pré-tratados com NEM 

SCL (10 mL/kg v.o.) e carbenoxolona (100 mg/kg v.o.) continuaram exercendo o seu 

efeito gastroprotetor (Figura 17, p. 51 e Figura 18, p.52) não diferindo entre os 

grupos bloqueados e não bloqueados o que sugere que o SCL não depende da 

presença do – SH na gastroproteção. 

 
Figura 17 -. Efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas por etanol em 
ratos pré-tratados com NEM.  

 

Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 5-7/grupo). ANOVA de uma via, seguido 
pelo teste de Dunnett, *** p <0,001, **** p <0,0001. 
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Figura 18 – Estômagos com efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas 
por etanol em ratos pré-tratados com NEM.  

 

Não bloqueado: [A] NaCl à 0,9%, [B] carbenoxolona (100 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg); bloqueado: [D] 
NaCl à 0,9%, [E] carbenoxolona (100 mg/kg); [F] SCL (10 mL/kg). 

 

 

O oxigênio é necessário para a oxidação de compostos orgânicos e produção 

de energia para que seja feito o metabolismo celular. Somente uma pequena parte 

do oxigênio consumido é reduzido, produzindo assim uma variedade de substâncias 

químicas altamente reativas do oxigênio. Estas substâncias são responsáveis, 

quando em desequilíbrio, por provocarem injúrias teciduais, danificar organelas 

celulares, ácidos nucléicos, lipídios e proteínas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1999). 

A indução da úlcera gástrica pelo etanol causa aumento do EROs no 

organismo agravando a lesão. Os compostos -SH e -NO são fundamentais para a 

proteção da mucosa gástrica neste modelo. O composto -SH é um importante 

antioxidante responsável por proteger as células contra a peroxidação lipídica 

(IGNATOWICZ, 2013), controlando assim a produção de muco da mucosa gástrica. 
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Como exemplo destes compostos está a glutationa (GSH), que quando há sua 

depleciação deixa o tecido gástrico mais vulnerável a injúrias oxidativas. É o único 

tiol não protéico presente em espécies aeróbicas e tem como função central o 

combate ao extresse oxidativo e dano celular, transformando as EROs em espécies 

menos reativas como água e oxigênio, para que cesse a formação de outras 

espécies reativas (LUSHCHAK, 2011). 

Para investigar o mecanismo de ação, utilizou-se n-etilmaleimida (NEM; 

bloqueador de -SH). O SCL continuou a exercer um efeito gastroprotetor, portanto 

esses dados sugerem que o -SH não está envolvido na gastroproteção do SCL, pois 

ele é capaz de proteger a mucosa mesmo na ausência desses grupos. Resultado 

este que corrobora com o encontrado por Rozza et al. (2011), onde o composto -SH 

não estava envolvido no mecanismo gastroprotetor do óleo essencial da casca de 

Citrus x limon. 

 

5.2.6 Envolvimento de compostos de óxido nítrico (grupos –NO) na 

gastroproteção 

 

Para o modelo que avalia a participação do óxido nítrico (-NO) na 

gastroproteção, os grupos pré-tratados com L-NAME (10 mg/kg i.p.) a indução por 

etanol aumentou as lesões gástricas em 44,69% em relação aos grupos pré-tratados 

com solução de NaCl 0,9%. Nos animais pré-tratados com L-NAME SCL (100%, 10 

mL/kg v.o.) e carbeoxolona (100 mg/kg v.o.) continuaram exercendo seus efeitos 

gastroprotetores. Ao contrário da L-arginina (200 mg/kg v.o.) - o precursor do -NO 

apresentou aumento da lesão quando comparado ao controle negativo pré-tratado 

com NaCl e exacerbou em 44,43% das lesões gástricas quando comparado com o 

grupo pré-tratado com L-NAME, sugerindo a não participação do oxído nítrico no 

processo gastroprotetor (Figuras 19 e 20, p. 54). 
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Figura 19 - Efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas por etanol em 
ratos pré-tratados com L-NAME.  

 
Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 5-7/grupo). One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunnett, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p <0,0001. 
 

Figura 20 – Estômagos com efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas 
por etanol em ratos pré-tratados com L-NAME.  

 

Não bloqueado: [A] NaCl 0,9%, [B] carbenoxolona (100 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg), [D] L-arginina 
(200 mg/kg); bloqueado: [E] NaCl 0,9%,[F] carbenoxolona (100 mg/kg); [G] SCL (10 mL/kg); [H] L-
arginina (200 mg/kg). 

 

O óxido nítrico (NO) é um gás importante que tem como precursor a L-

Arginina. Existem três formas do NO no corpo humano: NOS endotelial constitutiva 

(eNOS), NOS constitutiva neuronal (nNOS) e NOS indutível (iNOS), que é induzida 

durante a inflamação (PACHER et al., 2007). 
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A síntese de NO é promovida pela expressão de iNOS/eNOS tratando a 

inflamação, aumentando o fluxo sanguíneo e a vasodilatação (ZAGHLOOL et al., 

2015). O NO se difunde do endotélio de músculos lisos, localizado nas paredes 

vasculares, reagindo com a guanilil ciclase solúvel, aumentando o nível celular do 

segundo mensageiro, a guanosina monofosfato cíclica (cGMP). O cGMP age 

relaxando as células do músculo liso e subsequente aumento do diâmetro dos vasos 

e consequentemente um aumento no fluxo sanguíneo (MAGIEROWSKI et al., 2015).  

Tanto o NO como PG desempenham um papel fundamental no trato 

gastrointestinal e são responsáveis pela reparação de lesões, angiogênese, 

produção de muco, respostas inflamatórias (HIRUMA-LIMA et al., 2006). 

O fato do NO ocasionar a vasodilatação implica que essa molécula gasosa 

contribui para a manutenção da integridade da barreira da mucosa gástrica, pois ela 

está responsável por fornecer substâncias tanto nutritivas quanto o bicarbonato para 

a mucosa gástrica (WALLACE, 2008) 

O aumento da área de úlcera gástrica no grupo L-arginina, precursor do -NO, 

pode ter sido devido à superexpressão da iNOS durante a inflamação apresentando 

um efeito pró-ulcerogênico (SULUVOY et al., 2017). Para investigar o mecanismo de 

ação, utilizou-se L-NAME; bloqueador de NOs. O SCL continuou a exercer um efeito 

gastroprotetor, sugerindo que o NO não está envolvido na gastroproteção do SCL, 

que protege a mucosa mesmo na ausência desses grupos. Nosso resultado 

corrobora com o de Rozza et al. (2011), onde o -NO não estava envolvido no 

mecanismo de ação do óleo essencial da casca de Citrus limon. 

 

5.2.7 Envolvimento de prostaglandinas (PGs) na gastroproteção 

 

Para o modelo que avalia a participação de prostaglandinas (indometacina, 30 

mg/kg i.p.) na gastroproteção os animais pré-tratados com indometacina SCL 

(100%, 10 mL/kg v.o.) e ranitidina (60 mg/kg v.o.) continuaram a exercer seus efeitos 

gastroprotetores. 
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Figura 21 - Efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas por etanol em 
ratos pré-tratados com indometacina.  

 
Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 4-8/ grupo). ANOVA de uma via, seguido 
pelo teste de Dunnett, *p <0,05, ** p <0,01. 

 

A indometacina causa um aumento na secreção ácida e na atividade da 

pepsina, diminuição da força de secreção do muco e bicarbonato e um aumento na 

peroxidação lipídica, produzindo assim radicais livres na mucosa gástrica e 

consequentemente à injúrias (SUELYMAN et al., 2010) 

Prostaglandinas (PGs) são produtos finais de ácidos graxos no metabolismo 

produzido via COX. PGs há muito tempo são conhecidas por se comportarem como 

importantes mediadores fisiológicos e patológicos que implicam em um número de 

áreas terapêuticas de interesse, incluindo inflamação, dor, doenças cardiovasculares 

(PARVAN et al., 2017).  

Os AINEs são conhecidos por inibir as duas isoformas da COX e sua 

agressividade ao trato gastrointestinal e toxicidade foram atribuídas à inibução das 

PGs gatroprotetoras. Prostaglandinas como a PGE2 e PGEI2 produzida pela COX-1 

são conhecidas por apresentarem efeitos citoprotetores na cucosa gastrointestinal 

por reduzir a secreção ácida gástrica, pelas células parietais no estômago, aumento 

do fluxo sanguíneo e estimulação da liberação de muco. As PGs pró-inflamatórias 

seriam produzidas pela via da indução da isoforma COX-2. Estas aumentam o grau 

de inflamação iniciado por outros mediadores de inflamação como a histamina, 

levando à um aumento da permeabilidade vascular edema (RAO & KNAUS, 2008). 

A fim de investigar os mecanismos de ação, a indometacina (Inibidor da COX) 

foi utilizada. SCL continuou exercendo o seu efeito gastroprotetor, sendo assim, este 

dado sugere que as PGs não estão envolvidas na gastroproteção deste sumo, 
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devido a proteção da mucosa mesmo com a ausência deste grupo (Figura 21, p. 56 

e Figura 22, p. 57).  

 
Figura 22 – Estômagos com efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas 
por etanol em ratos pré-tratados com indometacina.  

 
Não bloqueado: [A] NaCl à 0,9%, [B] ranitidina (60 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg); bloqueado: [D] NaCl à 

0,9%, [E] ranitidina (60 mg/kg), [F] SCL (10 mL/kg). 

 

5.2.8 Efeito do sumo de Citrus x limon sobre a secreção gástrica no modelo 

de ligação do piloro em ratos 

 

Os parâmetros bioquímicos e mudanças do conteúdo gástrico, a provável 

atividade antissecretória e a atuação sistêmica e local de algumas drogas são 

avaliadas através do modelo de ligadura de piloro (BERTÉ et al., 2014; HIRUMA-

LIMA et al., 2006). 

O tratamento com SCL (100%, 10 mL/kg) e ranitidina (60 mg/kg), reduziram o 

[H+], volume gástrico e elevou o pH quando comparado com o grupo controle 
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negativo. Estes resultados indicam que o SCL contém compostos que agem 

sistematicamente na gastroproteção por meio de mecanismos antissecretórios 

(Tabela 4, p. 58). 

 

Tabela 4 – Parâmetros bioquímicos do suco gástrico de ratos submetidos à ligadura de piloro, 
tratados com sumo de Citrus x limon (SCL) e ranitidina por via i.d.  

Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 6 animais/grupo. Análise de variância de 
uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnet, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

 

As lesões gástricas induzidas por este método são causadas pela retenção 

anormal de ácido gástrico no estômago (TAKEUCHI et al., 1976) ocasionado pelos 

reflexos vago-vagais independentes de células G e enterocromafins (BAGGIO et al., 

2003). A perda da barreira de proteção da mucosa (SAIRAM et al., 2002), inativação 

da síntese de prostaglandinas (PANDA et al., 2012), a diminuição da concentração 

de GSH, o aumento da peroxidação lipídica e de radicais livres (RASTOGI et 

al.,1998) são consequências do acúmulo deste ácido no lúmen. 

O processo de secreção ácida gástrica requer receptores funcionais, 

caminhos sinalizados, canais e transportadores e bombas de secreção ácida. 

A fonte da secreção ácida é a célula parietal, localizada nas glândulas da 

mucosa do fundo, sendo ela mediada pela bomba de prótons (H+/K+- ATPase) com o 

efluxo dos canais de K+ e Cl-. Esta bomba de prótons se funde na membrana apical 

onde transporta H+ pelo lúmen em troca de K+ em uma razão de 1:1, este 

mecanismo ocorre devido à estimulação da histamina. 

Com a possível identificação de reguladores celulares da secreção ácida, 

novos fármacos eficazes foram desenvolvidos, os chamados receptores 

antagonistas de H2 e PPIs. Porém, esta terapia antissecretória quando utilizada a 

longo prazo ocasiona diversos efeitos colaterais como: um aumento da inflamação 

gástrica, desenvolvimento de atropia entre aqueles com infecção por H. pylori, 

causando também tumores no estômago (DI MARIO & GONI, 2014). 

Tratamento pH  [H+] (mEq/mL/4h) Volume gástrico (g) 

NaCl 0,9% 2,59 ± 0,09 15,11 ± 0,93 0,88 ± 0,04 

SCL (10 mL/kg) 

ranitidina (60 mg/kg) 

3,23 ± 0,07* 

3,75 ± 0,19*** 

7,99 ± 0,20*** 

12,15 ± 0,72** 

0,55 ± 0,04*** 

0,20 ± 0,02*** 

Falso operado 3,93 ± 0,14*** 4,43 ± 0,34*** 0,15 ± 0,01*** 
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O estudo feito por Bhavitavya et al. (2012), diferiu dos resultados 

apresentados no presente trabalho, pois ao utilizarem o sumo de Citrus x limon 

diluído em doses de 100 e 200 mg/kg, a atividade de pepsina, cuja atuação só 

ocorre em meio ácido, não diferiu do grupo controle negativo, consequentemente 

houve um aumento de [H+]. A forma de preparação do sumo empregado no trabalho 

de Bhavitavya et al. (2012) e a composição fitoquímica, podem ter alterado a 

capacidade antisecretória do sumo de Citrus x limon. 

 

 

5.2.9 Envolvimento dos canais de K+
ATP na gastroproteção 

 

Para o modelo que avalia a participação dos canais K+
ATP na gastroproteção, 

foi possível observar que no modelo não bloqueado o SCL exerceu o seu efeito 

gastroprotetor esperado, com percentual de proteção de 97,6% de úlcera gástrica 

induzida por etanol. Entretanto, quando os animais foram pré-tratados com 

glibenclamida – um bloqueador de canais para potássio sensíveis a ATP – o SCL 

teve o seu efeito gastroprotetor revertido, com percentual proteção de apenas 

30,6%, quando comparado com o controle (72,93 ± 21,02 mm2). (Figura 23, p. 59 e 

Figura 24, p. 60).  

 

Figura 23 - Efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas por etanol em 
ratos pré-tratados com glibenclamida.  

 

 
Os resultados são expressos como a média ± S.E.M. (n = 6/grupo). ANOVA de uma via, seguido 
pelos testes de Dunnett, * p<0,05, e T de student ### p<0,001. 
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Figura 24 – Estômagos com efeitos do sumo de Citrus x limon (SCL) em lesões gástricas induzidas 
por etanol em ratos pré-tratados com glibenclamida.  

 

Não bloqueado: [A] Solução glicosada à 4%, [B] SCL (10 mL/kg); bloqueado: [C] glibenclamida (10 
mg/kg) [D] glibenclamida + SCL. 

 

Alguns estudos apresentaram resultados positivos demonstrando que a 

ativação dos canais K+
ATP está envolvida na gastroproteção (PESKAR et al., 2002; 

ROZZA et al., 2013).  

A ativação dos canais K+
ATP pode ocorrer por duas vias: primeiramente pelo 

NO/cGMP/K+
ATP, onde o NO ativará a guanilato ciclase, aumentando o monofosfato 

de guanosina cíclico (cGMP) que irá ativar o canal de K+
ATP (MEDEIROS et al., 

2009) E segundo, pela atividade das PGs, que também de acordo com Peskar et al., 

2002, quando a biossíntese de PGs é inibida os mediadores para a ativação do 

K+
ATP passam a ser as PGE2 endógenas. 

Assim, os canais K+
ATP mediam a gastroproteção aumentando a 

microcirculação gástrica, inibindo ativação neutrofílica e a produção subseqüente de 

superóxido, assim como na secreção ácida e a contratilidade estomacal (GARCIA et 

al., 1997). 

 

5.2.10 Atividade cicatrizante do sumo de Citrus x limon em úlcera induzida 

por ácido acético em ratos 

 

De acordo com os resultados, o SCL apresenta atividade cicatrizante de 

úlcera induzida pelo ácido acético (18,96 ± 1,09 mm2) quando comparado ao grupo 

controle (61 ± 1,98 mm2) (Figuras 25 e 26, p. 61). Polo et al. (2012) apresentaram 

resultado semelhante utilizando o óleo essencial da casca de Citrus aurantium (250 

mg/kg, v.o.) reduzindo a área da lesão da mucosa gástrica neste mesmo modelo. 
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A cronicidade da úlcera induzida por ácido acético se deve à adesão da 

penetração da base da úlcera no fígado ou pâncreas que causa a retenção e 

indução da liberação da gastrina pelo antro, com um resultante aumento da acidez, 

diminuição da atividade péptica, estase gástrica e reincidência de úlcera (OKABE; 

PFEIFFER, 1972). O efeito de cicatrização de úlceras induzidas por ácido acético 

pode ser relacionado com o antagonista de H2, bloqueio da bomba de prótons, 

fatores de crescimento e fatores de crescimento epidérmico (SHAHROKHI, 2015). 

 

Figura 25 – Efeito cicatrizante do tratamento via oral de NaCl 0,9%, ranitidina (60 mg/kg) e sumo de 
Citrus x limon (SCL, 10 mL/kg) nas lesões gástricas agudas induzidas por ácido acético em ratos.  

 
Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5 animais/grupo. Análise de variância 
ANOVA segudo do teste de Dunnet, ***p<0,001. 

 
 

Figura 26 – Estômagos de ratos tratados via oral por 14 dias com sumo de Citrus x limon (SCL) sobre 
as lesões gástricas induzidas por ácido acético em ratos.  

 

[A] NaCl 0,9%, [B] lansoprazol (30 mg/kg), [C] SCL (10 mL/kg). 
 

 

A úlcera induzida por ácido acético é comumente usada para realizar estudos 

fisiopatológicos e farmacológicos no tratamento de úlceras pépticas, pois se 

assemelha às úlceras em humanos tanto em seu processo de cicatrização quanto 



65 

por serem difíceis de serem reparadas (OKABE; AMAGASE, 2005; OKABE; 

PFEIFFER, 1972). Apesar das úlceras que se desenvolvem em humanos 

cicatrizarem de forma espontânea no decurso do tempo, existe um alto período de 

relapso depois da cicatrização. Esta doença benigna devido ao padrão repetitivo de 

sarar e reaparecer a qualifica com um alto índice de morbidade. 

A análise de possíveis sinais de alterações hematológicas do SCL foi 

realizada por meio da determinação de parâmetros hematológicos (Tabela 5, p. 63). 

Os resultados não mostraram diferenças significativas entre os diferentes grupos, 

exceto no múmero de monócitos que no grupo que recebeu SCL produziu aumento 

estatisticamente significativo de cerca de 65% em relação ao grupo controle. 

Entretanto, esse dado isolado foi interpretado como uma flutuação pontual sem 

relevância clínica. Uma vez que este valor está dentro dos limites de variação para 

espécie segundo Harkness e Wagner (1993).  

Com relação ao consumo de ração, água e avaliação ponderal foi observado 

que estes parâmetros de consumo de água e ração de SCL não apresentaram 

diferença em relação ao controle NaCl 0,9%. O índice e característica macroscópica 

dos diferentes órgãos foram avaliados, pois podem indicar alterações induzidas por 

substâncias tóxicas. Os resultados não mostraram diferenças significativas quando 

comparado com o controle (Tabela 6, p. 64) (VAGHASIYA, SHUKLA e CHANDA, 

2010). 
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Tabela 5 - Efeito da administração oral do sumo de Citrus x limon (SCL) e ranitidina durante 14 dias sobre os parâmetros hematológicos em ratos no modelo 
de úlcera induzida por ácido acético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Os valores foram expressos em média ± E.P.M. de 6 animais/grupo. Análise de Variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05 

comparados ao grupo controle. 

 

 

Parâmetros hematológicos 

Tratamentos 

 

Falso operado 

 

NaCl 0,9% 

 

ranitidina (60 g/kg) 

 

SCL (10 mL/kg) 

Hemácias (106/mm3) 7,77 ± 0,42 6,83 ± 0,31 7,65 ± 0,12 7,49 ± 0,07 

Hemoglobina (g/dL) 13,15 ± 0,70 12,96 ± 0,51 14 ± 0,23 13,58 ± 0,20 

Hematócrito (%) 44,63 ± 1,49 40,20 ± 2,33 44,64 ± 0,92 40,92 ± 0,54 

VCM (μ3) 58,20 ± 0,92 56,17 ± 1,17 57,67 ± 0,88 54,60 ± 0,51 

HCM (pg) 18,62 ± 0,23 19,06 ± 0,22 18,48 ± 0,29 18,12 ± 0,26 

CHCM (g/dL) 32,06 ± 0,41 32,40 ± 0,54 32,52 ± 0,34 33,16 ± 0,29 

RDW (%) 13,92 ± 0,22 14,30 ± 0,23 13,97 ± 0,39 13,48 ± 0,40 

Leucócitos (103/mm3) 15,20 ± 0,83 12,10 ± 0,54 13,22 ± 1,31 17,35 ± 0,10 

Granulócitos (103/mm3) 2,49 ± 0,27 2,60 ± 0,44 2,60 ± 0,26 3,55 ± 0,28 

Linfócitos (103/mm3) 10,96 ± 0,54 8,96 ± 0,46 9,30 ± 0,89 11,48 ± 0,15 

Monócitos (103/mm3) 1,06 ± 0,11 1,10 ± 0,13 1,16 ± 0,17 1,75 ± 0,16* 

Plaquetas (103/mm3) 564 ± 22,80 690,8 ± 49,60 699,2 ± 22,88 614,0 ± 28,21 
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Tabela 6 - Efeito da administração oral do sumo de Citrus x limon (SCL) e NaCl 0,9% (controle negativo) no consumo de ração e água, evolução ponderal e 
peso dos órgãos, durante 14 dias. 
 

 
Parâmetros  

Tratamentos 

 
Falso operado 

 
NaCl 0,9% 

 
ranitidina (60 g/kg) 

 
SCL (10 mL/kg) 

Consumo de ração (g) 184,5 ± 3,28*** 114,8 ± 1,94 135,9 ± 2,17** 100,8 ± 7,97 
Consumo de água (mL) 388,7 ± 14,05*** 209,3 ± 12,63 265,3 ± 7,33* 187,5 ± 19,32 

Ganho ponderal (g) 55,50 ± 4,22** 35,00 ± 4,70 12,67 ± 2,69** 41,40 ±6,67 

 
Índice de órgãos (g/g) 

    

     

Fígado 35,73 ± 1,37 37,88 ± 1,42 33,00 ± 1,34 37,77 ± 1,19 

Rins 8,26 ± 0,10 8,74 ± 0,20 8,18 ± 0,20 8,76 ± 0,25 

Baço 3,00 ± 0,05 3,01 ± 0,06 3,04 ± 0,13 2,70 ± 0,01 

Os resultados estão expressos em média ± E.P.M. de 6 animais/grupo. Análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p<0,05; 

**p<0,01; ***p < 0,001, comparado com o grupo controle negativo (NaCl 0,9%). 
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5.3 ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

 

Nesta análise foi possível revelar pela coloração HE que o grupo controle 

negativo apresentava úlceras bem definidas, com predomínio de células 

inflamatórias, como polimorfonucleares e linfócitos. Diferentemente do controle 

positivo da ranitidina (60 mg/kg) que demonstrou a regeneração da mucosa gástrica, 

evidenciada pelo reaparecimento da camada epitelial e estromal e pela ausência de 

inflamação, o grupo tratado com SCL (100%, 10 mL/kg) mesmo apresentando 

repitelização exibiu células inflamatórias e algumas lesões (Figura 27, p. 66).  

Vários fatores estão envolvidos na cicatrização da úlcera. Em particular a 

contração da área ulcerada, repitelização sobre a base da úlcera e formação de 

tecido de granulação ao redor da área ulcerada representam os principais passos na 

cura. A contração da margem ferida é necessária para a cicatrização de feridas. 

Mesmo na cura das úlceras gástricas a migração para o interior do epitélio recém-

formado na margem da úlcera é considerada como um evento crucial. A qualidade 

de reparo da úlcera depende da estabilidade do tecido danificado, o que afeta 

fortemente a taxa de recaída futura (OKABE & AMAGASE, 2005; MOHOD, 

KANDHARE, BODHANKAR, 2016). 

Embora o tratamento por 14 dias com o sumo de Citrus x limon seja 

macroscopicamente positivo para o processo de cicatrização na úlcera gástrica 

induzida por ácido acético, quando observado em cortes histológicos pela coloração 

de HE e PAS, o tecido ainda apresenta lesão e processo inflamatório, mas em 

menor intensidade que o controle negativo. 
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Figura 27 - Fotomicrografias de mucosa gástrica coradas com HE e PAS dos ratos submetidos à 
indução de úlcera crônica em 30% de ácido acético.  

 

Os animais foram tratados oralmente com solução de NaCl 0,9% (grupo controle), ranitidina (60 
mg/kg) ou SCL (100%) durante 14 dias. Coloração por Hematoxilina/eosina (HE) e Ácido Periódico 
Schiff (PAS), aumento, 40x. 

 

 

5.4 ANÁLISES IMUNOHISTOQUÍMICAS 

 

Nesta análise, utilizando anticorpos monoclonais contra Ki-67 e BrdU, o 

tratamento de 14 dias com SCL (100% 10 mL/kg) mostrou uma pequena diferença 

de reatividade na mucosa gástrica de animais para os dois marcadores (Ki-67 e 

BrdU) quando comparado com o grupo controle negativo (Figura 28, p. 67).  

O marcador Ki-67 é um antígeno expresso ao longo do ciclo celular, 

principalmente em células proliferativas, estando presente nos núcleos celulares nas 

fases G1, GS, G2 da divisão celular, assim como na mitose (SCHOLZEN & 

GERDES, 2000). A BrdU (5-Bromo-2-desoxiuridina) é um marcador importante no 

estudo de células mitóticas, com retenção de longo prazo em células divididas e sua 

passagem para suas células-filhas (KEE et al., 2002). 

Na imuno-histoquímica a intensidade desses marcadores foi ligeiramente 

maior no SCL do que no controle negativo, indicando que o sumo apresentou uma 

resposta precoce à proliferação celular. Um possível aumento na concentração de 
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sumo usada ou um período de tratamento mais longo poderia aumentar a resposta 

da proliferação celular. 

 

Figura 28 - Análise imuno-histoquímica para Ki-67 e BrdU da mucosa gástrica de ratos submetidos à 
indução de úlcera crônica em 30% de ácido acético.. 

 

Os animais foram tratados oralmente com solução de NaCl à 0,9% (grupo controle), ranitidina (60 
mg/kg) ou SCL (100%) durante 14 dias. As microfotografias mostram a imunorreatividade para Ki-67 
e BrdU nos grupos, aumento de 200x 
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6 CONCLUSÕES 

 

➢ O sumo de Citrus x limon apresentou efeito gastroprotetor, inicialmente 

relacionado ao mecanismo antissecretório, com redução da atividade secretória 

gástrica e à ativação dos canais de K+
ATP. Em adição, demonstrou atividade 

cicatrizante no modelo crônico de úlceras gástricas induzidas por ácido acético. 

Essas atividades foram correlacionadas aos metabólitos secundários 

majoritários epicatequina, galocatequina, epigalocatequina e catequina. 
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ANEXO - Parecer aprovado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPE 

 


