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RESUMO

Estudos anteriores ja realizados em nosso laboratério, comprovaram a acao
gastroprotetora do extrato hidroalcodlico das folhas de Astronium urundeuva na
dose de 250 mg/kg porém ndo existem relatos de sua acdo cicatrizante da
mucosa gastrica. Estes estudos acerca da propriedade cicatrizante desta
espécie sdo essenciais para fundamentar a indicacdo desta espécie como
potencial fitoterapico para uso no combate as ulceras gastricas. Portanto, esta
proposta visa avaliar a atividade cicatrizante do extrato hidroalcodlico de suas
folnas e elucidar os mecanismos de acao cicatrizantes do extrato sobre a
mucosa gastrica através do estudo de fatores e enzimas como as COX1, COX-
2, PDGF e as metaloproteinases de matriz 2 e 9 que estdo relacionados com a
reestruturacdo da mucosa lesionada. O extrato de A. urundeuva néo
apresentou indicios de toxicidade aguda, no screening hipocratico nédo foi
observada nenhuma alteracdo comportamental nos animais e no modelo de
toxicidade subaguda, nenhuma alteracdo foi encontrada, tanto nas analises
macroscopicas (peso corporal e peso dos 0Orgdos) como nas analises
bioguimicas, isto €, GGT, ALT, AST, ureia, creatinina, e glicose. A analise das
areas de lesdes nao diferiram significativamente entre o grupo trata com com
extrato e o grupo tratado com salina. As analises moleculares (COXs, MMPs e
PDGF) confirmaram a auséncia do efeito cicatrizante do extrato hidroalcodlico
das folhas de Astronium urundeuva. Este projeto é um subprojeto do Projeto
tematico Biota/FAPESP “Fitoterapicos padronizados como alvo para o
tratamento de doencas cronicas” de N° 2009/52237-9.

Palavras-chaves: plantas medicinais, cicatriza¢do, Astronium urundeuva,

ulcera gastrica.
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1. INTRODUCAO

As Ulceras gatricas sao lesfes necroticas na mucosa que podem variar em
profundidade, elas podem atingir apenas o epitélio ou danificando estruturas mais
profundas da mucosa gastrica como a camada muscular (Kumar et al.,, 2010). As
Ulceras sdo um resultado de diversas anomalias no trato gastrointestinal, como
defeitos em sua motilidade, fatores protetores (secrecdo de muco, producdo de
bicarbonato) e fluxo sanguineo local; além disso fatores externos como fumo,
bebidas alcodlicas, estresse e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) também
contribuem para a formacdo de dessas lesdes na parede géastrica (McPhee &
Hammer, 2010).

A cicatrizagdo das Ulceras consiste em processos complexos e bem
regulados, de preenchimento do local lesionado, sendo eles a inflamacéao,
angiogénese, migracdo e proliferacdo de fibroblastos, formacdo do tecido de
granulacdo e remodelamento do tecido conjuntivo (Tarnawski, 2005; Kumar et al,
2010; Sato et al, 2013). Esses processos sao controlados por fatores de crescimento
como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que atua principalmente
nos eventos relacionados ao tecido conectivo em formacgao; o PDGF estimula a
migracao e proliferacdo de fibroblastos, miofibroblastos, células de musculatura lisa
e células endoteliais, sendo assim um fator importante, junto com outros fatores de
crescimento, na cicatrizacado ordenada do tecido géastrico (Milani & Calabro, 2001).

Um dos maiores problemas relativo a farmacoterapia do tratamento da Ulcera
gastrica consiste na recidiva da doenca apos o periodo de tratamento. Embora a
taxa de cicatrizacdo com 0s uso dos inibidores da secrecdo gastrica, como 0
omeprazol e lansoprazol, seja de 80-100% apds uma terapia de quatro semanas, a
recidiva da ulcera, dentro de um ano ap0s o tratamento, é de 40-80%. Acredita-se
que uma das razfes da recorréncia da lesdo deve-se ao fato de que as Ulceras
cicatrizadas sédo precariamente vascularizadas e tém de duas a trés vezes menos
densidade de vasos sangiliineos novos ao redor do que o tecido normal (Szabo &
Vincze, 2000). O fluxo sanguineo na mucosa gastrica € um fator importante para
manter a sua integridade, por fornecer o suprimento adequado de nutrientes,
oxigénio, hormoénios e, também, por participar da regulacdo de producdo de muco,

secrecdo de 4cido e de bicarbonato, remocdo dos produtos de degradacdo e
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retrodifusdo de ions hidrogénio (Kawano & Tsuji, 2000). O suprimento de sangue na
mucosa é regulado por sistemas e fatores metabdlicos locais, como prostaglandina,
leucotrieno e outros mediadores quimicos enddgenos (Kawano & Tsuji, 2000). A
integridade da mucosa gastrica depende da geracao continua de prostaglandina E; e
prostaciclina por parte das ciclooxigenases (COX). As prostaglandinas ativam a
proliferagcdo celular, promovem angiogénese e ao mesmo tempo outros eventos
envolvidos na protecdo e na restauracdo da mucosa (Poonam et al., 2005; Laine et
al, 2008; Tarnawski et al, 2013). A COX-1 é expressa constitutivamente no tecido
gastrico, porém tem sua expressdo diminuida durante respostas inflamatorias
(Kemmerly & Kaunitz, 2013); esta forma da enzima esta envolvida em func¢bes
fisiologicas relacionada com a manutencdo e protecdo da mucosa gastrica,
possuindo, portanto, um papel importante na manutencdo da homeostase. Em
contrapartida, a expressdo da COX-2 que normalmente é baixa sob condi¢cdes
normais, pode apresentar uma elevagcdo dos seus niveis em certas condi¢des
fisiopatoldégicas como a inflamacdo (Kemmerly & Kaunitz, 2013). No processo de
cicatrizacdo e na defesa da mucosa a participacdo da COX-2 esta cada vez mais
bem definida, o que pode ajudar no desenvolvimento de novas terapias, pois sua
expressdo esta envolvida no controle de mecanismos protetores da mucosa como
re-epitelizagéo, angiogénese e citoprotecao adaptativa (Wallace, 2005);

Outros fatores importantes na reestruturacdo da mucosa gastrica sdo as
metaloproteinases de matriz (MMP). As MMPs constituem uma familia de enzimas
que tém em comum um dominio zinco-protease; elas sdo responsaveis pela
degradacdo do colageno e outras proteinas da matriz extracelular, passo importante
na remodelacdo do tecido conjuntivo. As gelatinases (MMP-2 e 9) degradam o
colageno amorfo e as fibronectinas presentes na area lesionada e a expressao
dessas duas enzimas se eleva pelo processo de inflamacéo (Kumar et al., 2010).

A Ulcera gastrica € uma enfermidade que acomete um numero consideravel
de pessoas no mundo inteiro e € considerada uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade. Segundo os autores Ramakrishnan & Salinas (2007), nos
Estados Unidos aproximadamente 4 milhdes de pessoas tém Ulceras pépticas sendo
gue quase 500.000 individuos as desenvolvem a cada ano. Além disso, anualmente,
350 mil novos casos sdo diagnosticados e cerca de 100 mil pacientes séo

hospitalizados, sendo que pelo menos 3.000 pessoas morrem em decorréncia dessa
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enfermidade (Crawford & White, 2002). No Brasil, a prevaléncia de Ulcera péptica
ainda ndo é conhecida, mas estima-se que sua incidéncia varia de 1 a 20%, sobre a
populacao (D’acampora, 2008).

Sabe-se que no Brasil, uma grande parte da populacdo ndo tem acesso a
medicamentos modernos para a cura de enfermidades como a Ulcera gastrica,
principalmente pelo seu custo elevado, o que leva a preferéncia pelo uso de plantas
medicinais (Lima et al., 2008). No ano de 2006, houve a aprovacdo da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude (SUS) (Portaria n°® 971 de 03 de maio de 2006) e foi divulgado o Decreto n°
5813, de 22 de junho de 2006 que aprova a politica nacional de plantas medicinais e
fitoterapicos. A partir de entdo, novos incentivos estdo sendo realizados no intuito de
implementar o uso de plantas medicinais e fitoterapicos como op¢do do SUS no
tratamento de doencas para a assisténcia primaria a saude (Brasil, 2010). Dessa
forma, os estudos sobre os efeitos terapéuticos de plantas medicinais tém adquirido
a devida importancia por constituirem uma das principais ferramentas para o
desenvolvimento de fitoterapicos padronizados com eficacia e comprovacédo do uso
seguro. Os fitoterapicos também se constituem como uma ferramenta importante
para elevar o acesso da populagdo aos medicamentos, assim como oferecer novas
opcOes terapéuticas para as diversas doengas, se possivel, com reducdo dos efeitos
colaterais que muitas vezes ocorre com 0 uso continuo de farmacos de origem
sintética.

Estudos mostram a existéncia de uma grande variedade de plantas
medicinais com atividade gastroprotetora, indicando que as plantas medicinais
constituem uma importante fonte de novas moléculas farmacologicamente ativas
para o tratamento da Ulcera gastrica (Schmeda-Hirschmann & Yesilada, 2005).
Dentre as espécies vegetais do cerrado com potencial terapéutico, encontra-se a
Astronium urundeuva (Alleméo) Engl. popularmente conhecido como Aroeira-do-
sertdo cujo uso popular inclui o controle de Ulceras de pele, reumatismo (Almeida et
al., 1998; Desmarchelier et al., 1999) e diarréia (Viana et al., 1997), além do uso
para doencgas do trato respiratorio e urinario (Lorenzi & Matos, 2002). As propriedade
antiinflamatoria (Rao et al., 1987; Viana et al., 1997), analgésica (Viana et al., 1997)
e antioxidante (Desmarchelier et al., 1999) desta arvore nativa do Nordeste, Sao

Paulo e Matogrosso do Sul ja foram comprovadas. Estudos quimicos com esta
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espécie mostraram a presenca de diversos compostos fendlicos, chalconas
diméricas e outros flavondides biologicamente ativos. O 6leo essencial obtido das
folhas da planta contém cerca de 16 componentes, tendo como principais terpenos o
alfa-pineno, gama-terpineno e o beta-cariofileno (Sousa et al., 1991; Mors et al.,
2000). A espécie Astronium urundeuva (Alleméo) faz parte do Projeto Biota/FAPESP
(Proc. 2009/52237-9) intitulado “Fitoterapicos padronizados como alvo para o
tratamento de doencas cronicas” e esta sendo estudada sob o ponto de vista
fitoquimico pela equipe coordenada pelo Prof. Dr. Wagner Villegas que vem
realizando a caracterizagao fitoquimica do extrato hidroalcoolico das folhas. Estudos
realizados por Rao e colaboradores em 1987 caracterizaram preliminarmente a acao
protetora gastrica desta espécie em modelos experimentais in vivo no qual os
fatores lesivos sdo implantados antes do tratamento. Porém, ndo existem relatos dos
provaveis mecanismos de acao da espécie bem como do efeito cicatrizante gastrico
do extrato através do tratamento em longo prazo. Considerando que os modelos
experimentais in vivo que melhor caracterizam uma acdo antiulcerogénica séo
agueles em que mimetizam a implantacdo da lesdo e a realizam do tratamento pos-
lesdo (Okabe et al.,, 1971), este trabalho se propbe a avaliar o efeito do extrato
hidroalcoolico das folhas de Astronium urundeuva na lesdo ulcerosa gastrica

implantada no estomago de ratos e tratados durante 7 e 14 dias consecutivos.

2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Astronium
urundeuva e caracteriarr os mecanismos de acédo envolvidos na cicatrizagcdo da

mucosa gastrica de ratos Wistar machos.

3. JUSTIFICATIVA

Estudos prévios realizados em nosso laboratorio — Laboratério de Ensaios
Biologicos com Produtos Naturais — comprovou a atividade gastroprotetora do
extrato hidroalcodlico das folhas de A. urundeuva no modelo de etanol absoluto
(Figuras 1 e 2), no qual o extrato promoveu efeito gastroprotetor de 88% frente as

lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos quando comparado ao grupo
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tratado com veiculo (p <0.001). Levando em consideracéo os estudos anteriores que
caracterizam a menor dose efetiva do extrato como sendo de 250 mg/kg, esta foi a

dose selecionada para caracterizar o efeito cicatrizante do extrato no modelo de

inducdo de Ulcera gastrica por acido acético.

Figura 1 — As porcentagens indicam a protecdo gastrica nos grupos tratados em relacéo ao
grupo veiculo. Os resultados estdo expressos na forma de média + erro padrdo da média.
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett. * p<0,05 e *** p<0,001. (ns = diferenca néo

significativa)

Modelo de tlcera gastrica induzida por etanol absoluto
{(Robert et ai., 1979 com modificagoes)

300 y
—_ ns Bl Salina
NE @ Carbenoxolona 100 ma/kg
.§. 200 B A. wundewva 62,5 mofkg
- B A. wundeuva 125 mgkg
1] ) A. wrundeuva 250 mgkyg
@
T 1004
8
sq
0_

Tratamentos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 — Estbmagos de ratos lesionados por etanol absoluto; Tratamentos: A — Salina; B —
Carbenoxolona 100 mg/kg; C — A. urundeuva 62,5 mg/kg; D — A. urundeuva 125 mg/kg; E — A.
urundeuva 250 mg/kg.

Fonte: Elaborado pelo autor.



14

4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato foi obtido a partir da separagdo das partes das folhas da espécie,
que foram secas e trituradas. Cada parte foi extraida com etanol e agua (80 EtOH:20
H,0O), a partir de maceragcdo com o solvente por um més. O extrato foi armazenado
em freezers, em frascos vedados, no Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.
Este processo foi repetido tantas vezes quantas necessarias para a obtencdo das

quantidades adequadas para a realizacao dos ensaios biolégicos.

4.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-250g), provenientes do Biotério
Anilab (Paulinia-SP), para o experimento de cicatrizagdo e para o modelo de
toxicidade aguda foram utilizados camundongos Swiss, machos (45-65g) e fémeas
(32-45q), provenientes do biotério central da UNESP-Botucatu. Os animais foram
aclimatados as condi¢cdes do biotério setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP-
Botucatu) por pelo menos sete dias antes da manipulacdo experimental, sob
temperatura (21 + 2C) e ciclo claro-escuro de 12 horas controlados. Os animais
foram mantidos em caixas de fundo solido forradas com maravalha e alimentados
com racdo Guabi® e Agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos
protocolos experimentais submetidos e aprovados previamente pelo Comité de Etica
na Experimentagcdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP- Botucatu sob os
n° 501 e 635 - CEUA.

5. MODELOS EXPERIMENTAIS

5.1.AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE - ULCERA GASTRICA
INDUZIDA POR ACIDO ACETICO

Apés 12 horas de jejum, os ratos (n=7) foram anestesiados com Ketamina
0,08 mL/100 g + Xilasina 0,04 mL/100 g por via intramuscular e tiveram o abdémen
aberto para exposicdo do estdmago. Um tubo plastico de 4,2 mm de diametro

interno foi posicionado na superficie serosa da parede do estbmago. Um volume



15

equivalente a 70 pL de acido acético a 80% foram aplicados por 20 segundos na
superficie serosa e removido completamente, entdo o abdémen foi suturado. Este
processo resulta em uma ulceragdo crbnica da mucosa e submucosa, com area
aproximada de 13,8 mm?® Os tratamentos, Salina (10 mL/kg), Lanzoprazol (30
mg/kg) e do extrato hidroalcodlico das folhas de Astronium urundeuva (250 mg/kg),
foram administrados oralmente por sete e 14 dias consecutivos a partir do primeiro
dia ap6s a cirurgia. Decorrido o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados em camara de CO,, 0 estdbmago removido para analise macroscopica
da lesédo com a utilizacdo de paquimetro digital. A area total da leséo foi quantificada
apos os estdbmagos serem escaneados para analise através do programa ImageJ.
Orgédos como coracéo, figado, baco, rins e pulmdes, dos ratos tratados com o
extrato de Astronium urundeuva (250 mg/kg), por 14 dias, foram coletados para
pesagem e analises macroscopicas, assim como 0 peso corporal, 0 sangue e soro
para a realizacdo de analises bioquimicas (GGT, uréia, creatinina, AST — aspartato
aminotransferase, ALT -alanina aminotransferase e glicose). Tiras do tecido gastrico
serdo pesadas e armazenadas para determinacdes bioquimicas e western blottling
para caracterizacdo da expressdao de COX-1, COX-2, MMP2, MMP-9 e PDGF
(Okabe et al., 1971, modificado por Konturek et al., 1988).

5.2. TOXICIDADE AGUDA E SCREENING HIPOCRATICO

Os camundongos, fémeas e machos (n=10) foram submetidos a jejum de 12
horas e, posteriormente, receberam o extrato de A. urundeuva (2000 mg/kg) e
veiculo (salina 10 mL/kg) oralmente. A dose do extrato utilizada para esse
experimento segue as diretrizes para testes de substancias quimicas da OECD
(2002). Apds as administracdes o0 screening hipocratico foi realizado através de
avaliacbes de parametros como aparéncia, agressividade, reflexos auriculares e
palpebrais, capacidade locomotora, analgesia, miccdo, defecacdo dentre outros
sinais clinicos evidentes de efeitos depressores ou estimulantes centrais,
miorrelaxante e sedativo (ver anexo) Essas avaliagbes foram feitas 30, 60, 120, 240
e 360 minutos apds as administracdes orais. Os animais retornam ao biotério com
racdo e agua a vontade e tiveram seus pesos aferidos, diariamente, nos 14 dias

subsequentes. Esta avaliacdo do peso corporal diario é importante porque muitos
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compostos derivados de plantas podem ser metabolizados no figado e apds este
processo se tornarem ativos toxicos para o organismo. Ao final do periodo de
observacéo, os animais foram eutanasiados e tiveram 0s seguintes orgaos retirados
e pesados: coracao, pulmao, figado, baco, rins, ovarios, Utero e testiculos para
realizar uma determinacdo analitica e comparativa em relagdo aos animais
submetidos ao tratamento com o veiculo indicando ou nao efeito toxico agudo do
extrato vegetal (Malone & Robichaud, 1962; Souza Brito, 1994).

5.3.BIOLOGIA MOLECULAR

5.3.1. EXPRESSAO DE CICLOXIGENASES 1 E 2, METALOPROTEINASES DE
MATRIZ 2 E9; E FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS

Tiras dos tecidos gastrico obtidos a partir de animais submetidos ao processo
de cicatrizacdo. As tiras foram homogeneizadas e entdo centrifugadas a 1200 RPM,
a 4 °C, por 15 minutos. A concentracdo de proteinas sera quantificada pelo método
de Bradford (1976). Valores determinados de proteinas (50 pg) foram aplicados em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e submetidos a eletroforese, com solu¢do tampéo
(Trisma base 25 mM, glicina 1,92 mM, SDS 1%). O SDS-PAGE foi submetido a 40
V, inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento das
proteinas (stacking) e 120 V, até o final do gel de resolucdo (resolving). As
membranas foram lavadas em solugcédo tampéo basico e incubadas a 4 °C durante a
noite, utilizando anticorpo especifico para COX-1 e COX-2 (Cayman) e PDGF
(Santa Cruz). As densidades das bandas das amostras sobre filme foram

capturadas para quantificacdo densiométrica otica, usando o software Scion Image.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados serdo expressos na forma de média = erro
padrao da média, e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) e
seguidos pelo teste de Dunnet e/ou Tukey, com nivel de significancia de *p<0,05,
**p<0,01 e **p<0,001.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma etapa importante dos estudos para garantir o0 uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos é a andlise dos possiveis efeitos toxicoldgicos do extrato
padronizado, pois a utilizacdo das plantas e seus derivados nem sempre é segura
como se acredita. Portanto, a utilizacdo de plantas medicinais e produtos naturais
pode ser prejudicial quando ndo se conhece seus possiveis efeitos colaterais
(Nweze, 2012). Apesar de serem consideradas seguras, em geral, muitas plantas
medicinais utilizadas com fins terapéuticos se mostraram capazes de causar
intoxicacdo em doses altas ou quando usadas durante um periodo prolongado
(Poornima et al., 2012).

Neste trabalho, através do screening hipocratico ndo foi observada nenhuma
alteracdo comportamental nos animais tratados com o extrato hidroalcoodlico de A.
urundeuva na dose de 2000 mg/kg quando comparado ao grupo que recebeu o
veiculo salina. Ao longo dos 14 dias de observacdo poés-tratamento, ndo foi
registrada nenhuma morte de ambos 0s grupos (tanto em machos quanto em
fémeas tratados com o extrato).

A evolucdo do peso corporal diario dos animais submetido aos diferentes
tratamentos, ndo demonstrou nenhuma diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos como demonstram as figuras 3 e 4.

Figura 3 — O grafico indica a evolucdo de massa corporal dos camundongos machos, ao longo
dos 14 dias apés as administracées. Os valores apresentados estdo sob a forma da média
resultante da pesagem em cada dia. Teste t de Student.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 — O gréfico indica a evolucdo de massa corporal dos camundongos fémeas, ao longo
dos 14 dias apés as administracées. Os valores apresentados estdo sob a forma da média
resultante da pesagem em cada dia. Teste t de Student.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro parametro analisado foi o peso relativo dos 6rgaos obtidos pela razao
entre o peso do 6rgdo e peso total do animal transformado em arcoseno para
adequacao estatistica. A analise estatistica deste parametro dos diferentes grupos
ndo revelou diferenga significativa em nenhum dos 6rgéos, tanto em fémeas como

em machos (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Efeito do Extrato hidroalcodlico de  A. urundeuva sobre os 6rgdos de camundongos
fémeas. Os resultados estdo sob a forma de média + erro padrao da média. Teste t de Student.

Tratamento Coracao Pulmao Figado Baco Rins Ovdrios Utero

A.urundeuva 3,648 4,341 13,450 + 3,597 £ 6,146 + 1,308 3,202

2000 mg/kg 0,284 0,083 0,303 0,099 0,120 0,059 0,536
salina 3,597 4,395 + 13,550 + 3,848 £ 6,251 1,152 2,355+
0,312 0,118 0,190 0,078 0,067 0,073 0,212

Tabela 2 - Efeito do Extrato hidroalcodlico de  A. urundeuva sobre os érgdos de camundongos
machos. Os resultados estdo sob a forma de média + erro padrao da média. Teste t de Student.

Tratamento Coragao Pulmao Figado Bago Rins Testiculos

A.urundeuva 3,873 4,216 = 4,122 +

2000 mg/kg 0,081 0,095 13,64 +0,233 3,416 +0,099 6,652 0,110 0115
salina 4,032 + 4,321 + 14,000 £ 3,428 + 6,880 4,066 *

0,078 0,117 0,215 0,351 0,148 0,111
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Este modelo avalia o peso dos animais, que € um indicador importante no
estudo de toxicidade de uma substancia (Jahn & Gulnzel, 1997), além disso, o
screening hipocréatico € muito util e comumente usado na deteccdo de atividades
farmacoldgicas e toxicologicas (Lucio et al.,, 2000). Os resultados ndo indicam
nenhum sinal de toxicidade do extrato hidroalcodlico de Astronium urundeuva na
dose de 2000 mg/kg.

Além desses resultados, outro parametro que foi avaliado neste trabalho foi o
possivel efeito toxico do extrato no modelo de ulcera gastrica induzida por acido
acético. Neste modelo o tratamento dos animais durante 14 dias consecutivos pode
indicar eventuais efeitos toxicos que ndo poderiam ser detectados no experimento
anterior no qual foi utilizada uma unica dose do extrato (screening hipocratico). Na
tabela 3 estdo presentes os pesos dos 6rgdos dos animais tratados com veiculo
(salina), lansoprazol (medicamento antiulcerogenico padréo) e extrato hidroalcodlico
de A. urundeuva (250 mg/kg) durante 14 dias consecutivos. Nao foram observadas
alteracado significativas no peso dos diferentes 6rgdos destes animais (p>0.05) bem

como na evolucéo do peso corporal dos diferentes grupos (figura 5).

Tabela 3 — Efeito dos tratamentos administrados durante 14 dias sobre os drgéos de ratos. Os

resultados estdo sob a forma média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de
Dunnett.
Tratamento Coragdo Pulmio Figado Bago Rins
(14 dias)
salina 3,30+0,01 3,86+0,05 11,57+0,09 2,52+0,04 5,13+0,28
Lanzoprazol 3,37+0,05 4,05+0,13 11,84+40,15 2,59+0,07 4,91+0,05
30 mg/kg
A. urundeuva 3,33+0,03 3,84+0,11 11,64+0,16 2,52+0,08 4,92+0,05
250 mg/kg

Além das analises macroscopicas (peso corporal e peso dos 6rgaos) foram
analisados também alguns parametros bioquimicos que pudessem indicar alguma
alteracdo hepatica, renal ou metabdlica relevante através da quantificacdo dos niveis
de: glicose, creatinina, ureia, gama-glutamil transferase (GGT), aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).
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Figura 5 — O grafico indica a evolugdo de massa corporal dos ratos, ao longo dos 14 dias de
administrac@es. Os valores apresentados estdo sob a forma da média resultante da pesagem
em cada dia. ANOVA com teste a posteriori de Dunnett.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Nesse modelo foi possivel avaliar, além do peso dos animais e de seus
orgaos, indicativos da atividade e integridade hepatica e renal. O figado € o 6rgdo no
gual substancias exdégenas sdo metabolizadas e posteriormente excretadas, essas
funcdes podem ser prejudicadas devido a exposicoes agudas ou cronicas de
substancias toxicas (Jaeschke, 2013). As aminostransferases (AST e ALT) séo
encontradas normalmente no citoplasma de hepatécitos e 0 aumento sérico dessas
enzimas indica necrose do figado (Panteghini & Bais, 2012; Khalili & Burman, 2014).
A presenca sérica de GGT tem como principal origem o figado; o aumento dessa
enzima no sangue se d& por doencas hepaticas independentemente de sua
etiologia, dai sua importancia como marcador hepatico (Panteghini & Bais, 2012). A
excrecdo de ureia e creatinina sdo importantes indicadores da funcdo renal.
Produtos do metabolismo de proteinas como a creatinina € um importante indicativo
para medir a taxa de filtragdo glomerular, enquanto a ureia € um indicador menos
confiavel quando avaliado sozinho, tendo em vista que a flutuacado € afetada por
variaveis independentes da taxa de filtracdo glomerular (Corwin, 2008; Rennke &
Denker, 2013). Acompanhar o nivel sérico de glicose também é muito importante.
Seu nivel se mantém, através de hormdnios, em um valor de pequena variacdo

mesmo sob diversas situac¢des (Sacks, 2012). Porém disfun¢cées na manutencdo da
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glicose sérica, como a hipoglicemia podem causar sérios danos ao sistema nervoso
central, tendo em vista que este sistema utiliza a glicose como fonte priméaria de
energia, mas € incapaz de sintetiza-la (Shamoon, 2001). Os resultados
apresentados na tabela 4 corroboram com os resultados anteriores no qual ndo se
observou nenhuma alteracdo bioquimica nos diferentes grupos durante os 14 dias
de tratamento. Todos os resultados em conjunto, contribuem para assegurar a
ausencia de efeito toxico do extrato hidroalcélico de A. urundeuva administrado pela

via oral nas doses testadas.

Tabela 4 — Efeito dos tratamentos administrados durante 14 dias sobre parametros
bioquimicos dosados a partir do sangue de ratos. Os resultados estdo sob a forma média +
erro padrdo da média. ANOVA com teste  a posteriori de Dunnett.

Enzima/ Glicose Creatinina Ureia(mg/dl) GGT(U/L) AST(U/L)  ALT(U/L)
Substancia (mg/dL) (mg/dL)
salina 147,9+2,8 0,33+0,02 41,55+0,88 2,86+0,22 125,5¢5,5 63,87+1,95

Lanzoprazol 154,4+3,5 0,34+0,02 38,18+1,93 2,69+0,38 121,0+6,7 65,88+3,79
30 mg/kg

A. urundeuva 145,9+4,5 0,29+0,02 40,50£2,03 2,50+0,45 125,8+7,3 64,06+5,72
250 mg/kg

ApOs a instalacéo da lesédo gastrica induzida por acido acético e subsequente
tratamento com duracdo de sete dias, ndo foram observadas diferencas
significativas na area de lesdo entre os tratamentos tanto nas medicdes realizadas
através do paquimetro digital bem como através do programa Image J (Figuras 6 e

7).
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Figura 6 — O grafico mostra as areas de lesdo (paquimetro digital) dos animais tratados por
sete dias. Os valores apresentados estdo sob a forma de média + erro padrdo da média.
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett. (ns = diferenca nao significativa)

Modelo de ulceras gastricas induzidas por acido acético
(Okabe et al/, 1971 modificado por Konturek et a/, 1988)
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Salina Lanzoprazol A. urundeuva

Tratamentos (7 dias)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 — O gréafico mostra as areas de lesédo (ImageJ) dos animais tratados por sete dias. Os
valores apresentados estdo sob a forma de média * erro padrdo da média. ANOVA com teste a
posteriori de Dunnett. (ns = diferenca n&o significativa)

Modelo de ulceras gastricas induzidas por acido acético
(Okabe etal/, 1971 modificado por Konturek et a/, 1988)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As medicOes das areas de lesdo também foram avaliadas de duas maneiras,
primeiramente com um paquimetro digital e posteriormente com um software
(ImageJ). nos animais tratados durante 14 dias apds a lesdo implantada. Nesse
estagio de cicatrizacdo, os resultados apontam que somente o grupo tratado com
Lanzoprazol apresentou reducdo significativa na area de lesdo gastrica quando

comparado ao grupo tratado com veiculo. Em contrapartida, o tratamento dos
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animais com o extrato de A. urundeuva promoveu aumento da area de lesdo (Figura
8).

Figura 8 — O grafico mostra as areas de lesdo (paquimetro digital) dos animais tratados por 14
dias. Os valores apresentados estdo sob a forma de média + erro padrao da média. ANOVA
com teste a posteriori de Dunnett. # p<0,05 e *** p<0,001.

Modelo de ulceras gastricas induzidas por acido acético
(Okabe et al, 1971 modificado por Konturek et a/, 1988)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As medicOes realizadas com o software ImageJ (Figura 9) confirmou o que foi
observado na analise realizada com o paquimetro, demonstrando maior recuperacéo
nos animais tratados com Lanzoprazol, e aumento da lesdo pelo tratamento com o
extrato.

Figura 9 — O gréafico mostra as areas de lesdo (ImageJ) dos animais tratados por 14 dias. Os
valores apresentados estao sob a forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a
posteriori de Dunnett. # p<0,05 e ** p<0,01.

Modelo de ulceras gastricas induzidas por acido acético
(Okabe et al/, 1971 modificado por Konturek et a/, 1988)

50+ -29,23%
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Salina Lanzoprazol A. urundeuva
Tratamentos (14 dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados obtidos a partir dos animais tratados por sete dias nos mostram
gue os tratamentos ndo foram capazes de promover uma cicatrizagdo macroscoépica
satisfatéria devido a severidade da lesao induzida pelo acido acético (Santos et al.,
2012) além disso observa-se que ndo ha um potencializacdo da lesdo por parte do
extrato.

Amostras obtidas de tecido gastrico dos diferentes grupos de animais tratados
durante 14 dias foram utilizadas para quantificacdo da expressdo das enzimas COX-
1 e COX-2

A enzima COX-1 demonstrou-se foi significantemente aumentada no grupo
tratado com extrato em relacéo ao grupo tratado com veiculo, porém o grupo branco,
isto é, o grupo de animais que ndo foram submetidos & inducdo da lesdo gastrica

nao apresenta diferenca significativa com o grupo tratado com A. urundeuva. (Figura

10).

Figura 10 — Expressédo de COX-1 no tecido gastrico dos animais tratados por 14 dias. (A e B)
Representam as bandas na membrana (C) No grafico os valores apresentados estdo sob a
forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *p<0,05. (ns =

diferenca néao significativa).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O mesmo padrédo foi observado com a expressdao da COX-2, no qual se
observa um aumento significativo na expressdo dessa enzima no grupo tratado com

0 extrato quando comparado aos niveis enzimaticos do grupo tratado com salina.
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Novamente ndo existe diferenca significativa entre os grupos tratados com

Astronium urundeuva e o grupo branco (Figura 11).

Figura 11 — Expressdo de COX-2 no tecido gastrico dos animais tratados por 14 dias. (A e B)
Representam as bandas na membrana. (C) No grafico os valores apresentados estdo sob a
forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *p<0,05. (nhs =
diferenca néo significativa).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Ambas as isoformas da enzima cicloxigenase estdo envolvidas na protecéo
da mucosa gastrica (Peskar, 2001) bem como na cicatrizacdo de Ulceras gastricas
cronicas (Brzozowski et al, 2001). Colucci e colaboradores (2012) observaram que a
expressdo da COX-1, inicialmente, diminui na mucosa ulcerada tendo seus niveis
restaurados posteriormente, enquanto a COX-2 se comporta de maneira oposta, isto
€ tem sua expressdo aumentada inicialmente e com o passar do tempo seus niveis
diminuem. Os resultados observados pelo tratamento com A. urundeuva indicam
gue a expressao elevada de COX-2 na mucosa gastrica ap6s 14 dias de tratamento,
reflete exatamente a permanéncia do processo inflamatério na mucosa destes
animais. Resultados estes confirmados através da observacdo da area de leséo
gastrica aumentada nos animais tratados com o extrato. Entretanto, a elevacao na
expressdo de COX-1 dos animais tratados com o extrato de A. urundeuva tambéem
pode representar que esta isoforma expressa constitutivamente no tecido esta sendo
ativada para o restabelecimento da homeostasia do tecido. Entretanto, esta hipotese
necessita ser confirmada com maior tempo de tratamento com o0 extrato e novas

guantificacbes destes parametros.
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Atribui-se grande relevancia as metaloproteinases na fisiopatologia de Ulceras
na mucosa gastrointestinal devido ao seu envolvimento no processo de cicatrizacao
(Al-Jiboury & Kaunitz, 2012). A MMP-2 é expressa de maneira constitutiva em
diversos tecidos do organismo e suas funcdes estdo relacionadas a homeostasia
enquanto a MMP-9 é expressa por poucas células em situagdo normal, porém essa
isoforma € altamente indutivel em situacdes inflamatorias, dai a associacdo de
degradacao tecidual com a inflamacédo (Sbardella et al., 2012). O aumento da
expressdo de MMP-2 é essencial para a manutencdo da integridade da matriz
extracelular; porém a expressdo tanto de MMP-2 como MMP-9 se mostram
importantes no processo cicatrizante de Ulceras no trato gastrointestinal (Gyenge et
al., 2013). Neste estudo, a quantificacdo da expresséo tanto de MMP-2 quando de
MMP-9 revelou que n&o houve diferenca significativa entre os grupos (Figuras 12 e
13).

Figura 12 — Expresséo de MMP-2 no tecido gastrico dos animais tratados por 14 dias. (A e B)
Representam as bandas na membrana (C) No grafico os valores apresentados estdo sob a
forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. (ns =
diferenca néo significativa).
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27

Figura 13 — Expressdo de MMP-9 no tecido gastrico dos animais tratados por 14 dias. (A e B)
Representam as bandas na membrana (C) No grafico os valores apresentados estdo sob a
forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. (ns =
diferenca néao significativa).
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Os fatores de crescimento como o PDGF desencadeiam a migracédo e
proliferacdo celular acelerando o processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica. Além
disso, o PDGF também atua na formag¢do de novos vasos sanguineos no local
lesado o que garante uma maior qualidade a cicatrizagdo (Tarnawski, 2005). As
amostras dos tecidos gastricos que foram submetidos aos diferentes tratamentos
também foram utilizadas para quantificar a expressao de PDGF. Entretanto, nenhum
dos tratamentos realizados promoveu alteracao significativa na expressao de PDGF
(Figura 14).
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Figura 14 — Expressao de PDGF no tecido gastrico dos animais tratados por 14 dias. (A e B)
Representam as bandas na membrana (C) No grafico os valores apresentados estdo sob a
forma de média + erro padrdo da média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. (ns =
diferenca néao significativa).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
8. CONCLUSAO

Podemos afirmar que o extrato hidroalcodlico de Astronium urundeuva nao
apresentou sinais de efeitos toxicos agudos pela administracdo oral em dose Unica
de 2000 mg/kg. Os resultados apresentados neste trabalho também permitem
afirmar que ndo houve efeito toxico pelo tratamento oral com o extrato (250 mg/kg)
durante 14 dias consecutivos de tratamento;

Macroscopicamente o tratamento com o extrato ndo se demonstrou eficaz na
cicatrizacdo das Ulceras induzidas. Estas observagfes foram corroboradas pelas
analises moleculares no qual ndo se observaram ativacdo de fatores proé-
cicatrizantes decorrentes do tratamento;

De maneira geral o extrato hidroalcoodlico das folhas de Astronium urundeuva
ndo promove uma cicatrizacdo gastrica de alta qualidade, apesar de seu excelente

desempenho em modelos preventivos de indugéo de Ulceras por etanol.
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ANEXO — PARAMETROS SCREENING HIPOCRATICO

Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Analise Comportamental

DYORR... vt o . Via de administrag@o....

Dose ..mg/kg; Volume da :njeqéo ...mL; Concenh'ac;ao da droga

Hora da m_]eg;io ......... | R min.;Data......../ ....... J’ ......... Administrador:..
Investigador.... = .Assinatura e RS SR T s
Animaliiisininaiiss Sexo( ); P€8Oissiiiinii g: Tempo de jejum.......ccovvnirnsensnnsnnas
Sintomas Normal Tempo e data

Aparéncia geral

Frénito vocal

Irritabilidade

Reposta ao toque

Aperto da cauda

Contorgdo

Trem posterior

Endireitamento

Ténus muscular

Forga de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsoes

Estimulagdes

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimagdo

Ptose

Micgdo

Piloerecdo

Defecacdo

Hipotermia

Respiracdo

Cianose

=IEN = Y =R = = = = = S E = R = e e = = e R E= =1 B

Morte

Codigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escalade 1 a 4
Teste com anotag@io normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer
diminuigdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

Observagdes gerais/comentarios
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