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RESUMO

CARVALHO, Camilo Amaro de, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2009. Histomorfometria de lesdes agudas da mucosa gastrica de ratos Wistar
induzidas por acido acetilsalicilico, e os efeitos cicatrizantes do extrato aquoso do
repolho (Brassica oleracea variedade capitata) Orientador: Claudio César Fonseca.
Coorientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e Marcelo Barreto da Silva.

Este trabalho objetivou investigar os efeitos cicatrizantes do extrato aquoso de Brassica
oleracea var. capitata (EAB), analisando histologicamente as tulceras induzidas por
acido acetilsalicilico em modelo animal. Foram avaliados cinco tratamentos: 250, 500 e
1000 mg/kg de EAB, omeprazol a 20mg/kg e veiculo aquoso. Foi realizada a descri¢ao
macroscopica e histologica do estomago de ratos Wistar. Verificou-se que o a
administragdo do extrato aquoso de Brassica oleracea var. capitata na concentragdo de
1000mg/kg promoveu melhor taxa de cicatrizagdo, seguido pelo omeprazol. Entretanto
o tratamento com EAB na concentragdo de 1000mg/kg, em valores absolutos
demonstrou ser o mais eficaz por haver uma melhora adicional no quadro das lesdes,
cerca de 95,77% a mais de redugdo das lesdes quando comparado ao grupo tratado com
omeprazol. Verifica-se que os resultados estdo de acordo com os achados etnobotanicos
e com outros estudos ja realizados com a Brassica sp., confirmando assim seu efeito
terapéutico sob forma de extrato aquoso para a cicatrizagdo de ulcera gastrica. Os dados
da descricdo anatomica e histologica do estdmago de ratos Wistar visam acrescentar
conhecimentos sobre esta espécie e permitindo maior acesso a comunidade cientifica

que faz uso da espécie em modelo de tlceras gastricas.



ABSTRACT

CARVALHO, Camilo Amaro de, M.Sc. Federal University of Vigosa, July of 2009.
Histomorphometric of acute lesions of the gastric mucosa of Wistar rats induced
by acetylsalicylic acid, and the healing effects of aqueous extract of the cabbage
(Brassica oleracea var. capitata). Adiviser: Claudio César Fonseca. Co-adivisers:
Sérgio Luis Pinto da Matta and Marcelo Barreto da Silva.

This work aimed at to investigate the healing effects of the aqueous extract of Brassica
oleracea var. capitata (EAB), analyzing histological the ulcers induced by acetylsalicylic
acid in animal model. They were appraised five treatments: 250, 500 and 1000 mg/kg of
EAB, omeprazole to 20mg/kg and aqueous vehicle. The macroscopic and histological
description of the stomach of mice was accomplished Wistar. It was verified that the the
administration of the aqueous extract of Brassica oleracea var. capitata in the
concentration of 1000mg/kg promoted better cicatrization tax, following for the
omeprazole. However the treatment with EAB in the concentration of 1000mg/kg, in
absolute values demonstrated to be the most effective for there being an additional
improvement in the picture of the lesions, about 95,77% the more of reduction of the
lesions when compared to the group treated with omeprazole. It is verified that the
results are in agreement with the discoveries etnobotanicals and with other studies
already accomplished with the Brassica sp., confirming like this his/her therapeutic
effect under form of aqueous extract for the peptic ulcer cicatrization. The data of the
anatomical and histological description of the stomach of mice Wistar seek to increase
knowledge about this species and allowing larger access to the scientific community

that he/she makes use of the species in model of peptic ulcers.

1-INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos 20 anos, observou-se um avango significativo no estudo de doencgas
relacionadas as ulceras, gastrica e duodenal. Isto se deve, especialmente, ao

desenvolvimento de varias técnicas que tém possibilitado uma observacdo mais
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detalhado da mucosa gastrica (Brzozowski, 2003). A hipersecrecdo acida é o aspecto
mais importante da funcdo gastrica estudado na pratica clinica. A influéncia de
alteracdes nessa fungao tem sido considerada no desenvolvimento de drogas para serem
utilizadas no tratamento de ulceras gastricas (Pohle ¢ Domschke, 2003).

Mesmo com o progresso de métodos alternativos nos ultimos anos, os modelos
animais ainda se apresentam como opg¢do mais vantajosa por possibilitarem o
fornecimento de informagdes sobre o organismo como um todo, o que nao ¢ conseguido
com outros métodos (Heywood, 1987; Ribeiro et al., 1995; Salén, 1995; Snitkoff,
2004). Dentre todos os modelos experimentais aos quais podem ser induzidas ulceras
gastricas, o rato Wistar, inquestionavelmente, ¢ o mais intensamente utilizado. No
entanto, ¢ escasso o acervo bibliografico enfocando aspectos histologicos e anatdmicos
do estomago de ratos, em especial de ratos Wistar.

A pesquisa na area de produtos naturais tornou-se um fato de relevancia e grande
valorizagdo em todos os paises desenvolvidos, principalmente devido a possibilidade de
descoberta de novos farmacos que poderdo ser utilizados para fins terapéuticos (Viegas
et al. 2006). A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes ultimos anos. Em recentes publicagdes, muitas plantas medicinais
tém sido evidenciadas como Uteis no tratamento de desordens gastricas (Vinagre et al.,
2005). Quando utilizada de forma segura, a fitoterapia torna-se uma aliada no
tratamento de diversas patologias, inclusive distirbios gastrintestinais, os quais
acometem grande parte da populacdo (Simdes et al., 2004). Segundo Vinagre et al.,
(2005) as drogas utilizadas atualmente no tratamento de tUlceras gastricas ndo sdo
totalmente eficazes na cicatrizagdo das mesmas.

A Brassica oleracea variedade capitata ¢ conhecida popularmente como
repolho, tem sido utilizada popularmente como cicatrizante pela populagdo da regido de

Governador Valadares — MG (Matos, 2008). Dentre as inumeras utilizacdes milenares
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desta espécie esta o tratamento da tlcera gastrica. Com intuito de validar os achados
etnobotanicos, este trabalho objetiva investigar os efeitos cicatrizantes do extrato
aquoso de Brassica oleracea var. capitata, analisando histologicamente as ulceras
induzidas por acido acetilsalicilico em modelo animal, bem como também a descri¢do

macroscopica e histologica da mucosa gastrica de ratos Wistar.

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1- Fitoterapia

Desde os primdrdios da civilizagdo, as plantas tém sido um recurso acessivel ao
ser humano com o propdsito de alimentacdo e tratamento os mais variados. Durante
milénios o homem, empiricamente, aprofundou seus conhecimentos na busca da cura
para diversas enfermidades através do uso de plantas medicinais. A quantidade de
evidéncias relacionadas com as atividades bioldgicas de compostos derivados de plantas
aumentou durante a ultima década (Simdes et al., 2004). Embora existam muitas
espécies vegetais que sdo usadas sem que se saiba exatamente qual o principio
farmacoldgico ativo ou se possuem componentes potencialmente toxicos com riscos
para a saude publica (Simdes et al., 2004).

As plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de grande relevancia
na area farmacéutica, tendo em vista a utilizacdo das substincias ativas isoladas como
prototipos para a obtencdo de farmacos e adjuvantes, ou ainda, de medicamentos
fitoterapicos. Entretanto, sem o estudo adequado das plantas medicinais, torna-se
inviavel o estabelecimento de parametros necessarios para defini¢ao da dose terapéutica

e de seu uso seguro com o minimo de reagdes colaterais (Simoes et al., 2004).
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No segmento industrial, ¢ nitido o ressurgimento do interesse em produtos
naturais como fonte de modelos para farmacos e como matéria-prima para
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos (Simdes et al., 2004). Nos EUA, entre
1997 e 1998, foi registrada uma expansao de produtos contendo kavakava (461%) e
hipérico (190%). Dados mostram um aumentos na venda de valeriana (+70,5%) e cha-
verde (+39,4%), entre 1999 e 2000. Além disso, tém sido desenvolvidos estudos de
farmacoeconomia utilizando-se matérias-primas vegetais, mostrando o impacto da
fitoterapia na melhora da economia de alguns paises (De Smet et al., 2000; Turolla e
Nascimento, 2006).

Estudos desenvolvidos pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) demonstram
que 85% da populagdo de paises desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais, ou
seus derivados, no tratamento das patologias gastrintestinais (OMS, 1979). Sheldon et
al. (1997) citaram que segundo a OMS, em 80% dos paises subdesenvolvidos a
populacdo faz uso de plantas medicinais, as quais se encontram incorporadas em um
sistema de medicina tradicional.

Muitas plantas medicinais tém sido evidenciadas como uteis no tratamento de
desordens gastricas. Como exemplos podem ser citados Syngonanthus arthrotrichus
(sempre-viva), ¢ a Musa paradisiaca L. (banana) (Batista, 2004). Existe na flora
mundial um grande nimero de espécies usadas na medicina popular para este mesmo
proposito, como por exemplo: Melissa officinalis (erva-cidreira), Mentha piperita
(hortela-pimenta), Silypbum marianum (cardo-santo), Brassica oleracea (couve),
Maytenus aquifolium (espinheira-santa), Zolernia ilicifolia (alsa-espinheira-santa) e
alga Chlorella vulgaris (algas verdes) (Souza-Brito ¢ Nunes, 1997; Oliveira et al.,
2007;). Pahlow (2000) faz referéncia a trabalhos conduzidos por pesquisadores alemaes,
demonstrando que a ingestdo do suco de folhas de repolho acelerou o processo de

cicatrizacdo de ulceras gastricas.
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Os compostos obtidos de plantas medicinais que possuem atividade
antiulcerogénica apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de
acdo. Dentre as principais classes de compostos relacionados com essas atividades, tém-
se o0s terpenos, triterpenos, flavonodides, alcaldides, glicosideos, saponinas e
polissacarideos (Lewis et al., 1991). Guinal (2003) demonstrou em seus estudos, que
esteroides como o estradiol, possuem efeito curativo sobre ulceras cronicas produzidas

por acido acético em modelo experimental.

2.2 — Brassica oleracea variedade capitata

O repolho (Brassica oleraceae var. capitata) ¢ uma planta herbacea e folhosa
que pertence a familia Brassicaceae, e tem tem como regido de origem a Europa e o
Oriente Médio (Fig. 1). Apresenta grande versatilidade, ndo somente pelo seu valor
nutritivo, sendo rico em calcio, proteina e vitamina C (Filgueira, 2000; Lédo et al.,
2000), mas também pelo seu carater social, pelo fato de ser cultivada essencialmente
por pequenos agricultores (Silva Junior, 1987; Silva Junior et al., 1988; Filgueira, 2000;
Carvalho et al., 2008).

Em sua forma selvagem, era utilizado pelos egipcios, sendo o seu uso
generalizado com as invasdes arianas, entre 2000 e 2500 a.C. Acredita-se que o repolho
tenha sido introduzido na Europa pelos celtas no século IX, e por ser considerada uma
fina iguaria pelos gregos e romanos, era cultivado em suas diversas formas. Para a
América, o repolho foi trazido pelos conquistadores europeus por volta do século XV

d.C. (Fracaro, 1999; Monsalve ¢ Cano, 2003; Oliveira et al., 2007; Carvalho et al., 2008).
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Figura 1. Vista superior (A) e lateral (B) das folhas de repolho Repolho (Brassica
oleracea variedade capitata).

Um ponto importante no estudo de principios ativos de uma planta s3o os
estagios fenologicos da cultura (Andaloro et al., 1983), o que facilita a transposi¢ao de
informagdo sobre a cultura, tendo em vista que a duragdo do ciclo reprodutivo de cada
vegetal ¢ funcdo também da interagdo com os componentes do ambiente como
temperatura, agua, luz, etc. O ciclo vegetativo da cultura do repolho pode ser dividido
em fases fenologicas, assumindo valores distintos, como pode ser visto na Fig. 2 e Tab.
1. Essas fases compreendem um periodo de crescimento ou periodo vegetativo da
cultura, formagao da colheita (aumento do tamanho) e maturagdo — fases fenoldgicas

(Carvalho et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquemadtica do desenvolvimento fenologico da cultura
dBrassica sp. (Fonte: Carvalho et al., 2008, adaptado de Andaloro et al., 1983).

Tabela 1: Descrigdo dos estagios fenologicos da Brassica oleracea variedade capitata

Estagios Caracteristicas do desenvolvimento

| Cotilédone (folhas de semente). Nenhuma folha verdadeira presente.
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Até 5 folhas verdadeiras .

6 a 8 folhas verdadeiras .

v

9 a 12 folhas verdadeiras. Base de talo ainda visivel (vista superior).

Area foliar possui aproximadamente 13 a 19 folhas ao final desta fase. A
base do talo e a bases de todas as folhas estao escondidas, quando a planta
¢ vista de acima. As folhas do “cora¢dao” sdo visivelmente distintas das

folhas circunvizinhas.

Vi

Area foliar possui aproximadamente 20 a 26 folhas. O “coragdo” intimo,
parte que ainda estd crescendo em uma moda vertical, ¢ escondido pelas

folhas maiores, mais velhas que os cercam.

Vil

O formato da cabega ¢ de aproximadamente 8,25cm de didmetro. O
coracgdo interno, em desenvolvimento ¢ como a estrutura de uma bola de
folhas escondida pelas folhas grandes circunvizinhas. Estas folhas nao se
apertam contra a cabeca em desenvolvimento e desdobrardo para se tornar

folhas de “armag¢do” posteriormente.

VI

O formato da cabeca ¢ de aproximadamente 13,97cm de didmetro. Uma
cabeca firme ¢ visivel dentro das folhas de envoltura. A cabe¢a nao tem
conteido completamente desenvolvido e, assim, ndo ¢ de tamanho ideal

para a colheita.

IX

O formato da cabeca ¢ de aproximadamente 22,86cm de diametro. Nao ha
producdo de folhas novas depois que a cabeca atinge seu tamanho méaximo.

A cabeca esté pronta para colheita.

Fonte: (Carvalho et al., 2008, adaptado de Andaloro et. al., 1983).
* Folhas verdadeiras - primeiras folhas geradas a partir dos cotilédones, na fase juvenil
(Ferreira et al., 2001).

Segundo Balbach e Boarim (1993), os romanos ja empregavam a Brassica sp.,

aplicada tanto interna, como externamente como produto utilizado para limpar

ferimentos e na forma de cataplasmas no tratamento das feridas. Relatos informam

ainda o uso da Brassica sp. ha mais de um milénio em processos de cicatrizagdo de

abscessos, cefalalgias idiopaticas (dores de cabeca de causa desconhecida), dores

reumadticas e reumatoides, tumores, prevengdo de tuberculose, auxilio em casos de
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afonia, desnutricdo, anemia, enfermidades do estdmago, ulceras internas, hemorrdidas,
alcoolismo, gota e reumatismo.

Silva et al. (2006), observaram uma intensificagdo na pesquisa de produtos
fitoterapicos a base de Brassica oleracea variedade capitata para auxiliar no tratamento
de feridas. Pahlow (2000) relata que o uso do suco de repolho duas vezes ao dia (manha
e tarde) por um periodo de 3 a 5 semanas para o tratamento de tUlceras gastricas
promove um efeito curativo sobre as mesmas. Cheney (1952) tratou 100 pacientes, que
apresentavam ulcera gastrica, com suco de repolho, administrando diariamente quatro
copos de suco do extrato da planta crua diariamente. Os resultados foram considerados
surpreendentes, pois na primeira semana, 81% dos pacientes estavam curados ¢ ndo
apresentavam quaisquer sinais de ulcera apds 7 dias de tratamento. Outros pacientes
relataram alivio nos primeiros 4 dias. O tempo gasto, em dias, para cura da ulcera dos
pacientes era diferente dos tratamentos hospitalares que exigiam mais de um més para
produzirem resultados. O composto foi denominado cloreto metioninasulfonio (S-
metilmetioniona), relacionado com a atividade cicatrizante, foi chamado de vitamina
desconhecida “Unknown Vitamin” ou vitamina da tlcera, e sugeriu o termo vitamina U.

A S-metilmetioniona ¢ um derivado da metionina com formula quimica
CsHisNO,S (Fig. 3). Este composto estd presente em plantas da familia das
angiospermas e ¢ sintetizado a partir da doagdo de grupos metil para o aminoacido
metionina (Met), produzindo S-metilmetionina e S-adenosilhomocisteina em uma
rea¢do Unica catalisada pela enzima metionina S—metiltransferase (Ranocha et al.,
2001). A Met pode ser chamada de vitamina U na medicina neuropatica, embora ndo
seja reconhecida como vitamina pela ciéncia nutricional, por ndo haver provas de que
estd seja essencial para o funcionamento metabolico, que ¢ um dos requisitos principais
para a classificagdo de uma substancia como vitamina. No entanto ¢ muito comum

encontrar citagdes que retratam a S-metilmetioniona como uma vitamina com potencial
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antiulcerogénico (Ranocha et al., 2001). Augspurger et al. (2005), relata que as fontes
de metionina sdo limitadas entretanto pode ser encontrada em altas concentragdes no

repolho (Brassica oleracea var. capitata).

CH;4 CHj
® S—CHj ® s— Adenosina

CH, CH,

COOH COOH
S- metil- S- adenosil-
metionina metionina

Figura 3. Formula estrutural da S-metilmetionina e S-adenosilmetionina (Fonte:
Augspurger et al., 2005).

2.3- O estdmago

Anatomicamente, o estdmago humano divide-se em regides: cardica, corpo,
fundo e antro pildrico. A abertura do es6fago no estdbmago ¢ chamada de cardia sendo
que o limite macroscopico entre os dois Orgdos estd marcado pela diferenca de
coloracdo entre as mucosas: branca na regido esofagica e avermelhada na regido
gastrica. A saida do estdbmago, na juncdo com o intestino delgado, ¢ guarnecida pelo

esfincter pilérico (Dani e Castro, 1993; Junqueira e Carneiro, 2004).
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Existem histologicamente, trés regides distintas no estomago: a regido cardia,
constituida por uma faixa estreita de tecido (1,5 a 3,0 cm) situada logo abaixo da
transicdo esOfago-gastrica; a regido oxintica ou glandular, ocupando 75 a 85% da
superficie global do estdmago; e regido antropilorica, que abrange 15 s 25% da area do
estbmago. A mucosa cardia contém glandulas tubulares simples ou ramificadas,
denominadas glandulas da cardia. As por¢des terminais destas glandulas sdo
frequentemente enoveladas, com Iumen amplo. Nesta regido sdo encontradas
principalmente células que produzem muco e lisozima (enzima que destroi a parede de
bactérias) e poucas células produtoras de H e CI, que formardo HCI no lamem. A
mucosa oxintica ¢ mais extensa, ocupando o corpo ¢ o fundo, e € o sitio da secrecdo de
acido cloridrico. Esta mucosa oxintica ¢ formada por glandulas oxinticas, que sao
constituidas por células parietais (oxinticas), células principais e células enddcrinas
produtoras de somatostatina (células D) e do tipo enterocromafins (ECL), dentre outras.
No colo glandular, predominam as células produtoras de muco, que protegem a mucosa
gastrica da acdo corrosiva das secrecdes originadas pela glandula (Dani e Castro, 1993;
Junqueira e Carneiro, 2004; Sundler et al., 1991). As glandulas da mucosa pilérica estdo
repletas de células G, que produzem a gastrina, o principal estimulante hormonal da
secrecdo 4cida, além de apresentarem os mesmos tipos celulares que as glandulas
oxinticas, porém sem a presenga de células parietais (Dani e Castro, 1993; Junqueira e
Carneiro, 2004).

O processo de secrecdo do estdmago consiste de trés etapas, duas das quais sao
estimulatérias (fase encefalica e fase gastrica) e outra inibitdria (fase intestinal). Estes
estdgios iniciam através de fendmenos neuroldgicos como: cheiro ou memdria,
visualizacdo dos alimentos, drogas e outras substancias ingeridas (Chavez, 1996). Trés
substancias quimicas endogenas constituem os agonistas responsaveis por estimular a

célula parietal a secretar 4cido cloridrico:
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Acetilcolina — liberada a partir do nervo vago, atua sobre receptores
muscarinicos, provavelmente do tipo M,, estimulando a secre¢do acida pela célula
parietal, elevando os niveis de Ca™ intracelular. Sua liberagdo esta associada a
estimulos provenientes do olfato, visdo, paladar ou mastigagdo e ainda aqueles
provenientes do estimulo de neurdnios locais da parede gastrica através da distensdo das
paredes do estdomago com a chegada do alimento (Dani e Castro, 1993; Hirschowitz et
al., 1995; Kutchai, 1996).

Gastrina — hormonio liberado a partir do antro pilorico estimula receptores
CCK-B (colecistocinina — B) da célula parietal, induzindo aumento da secre¢do acida
através do aumento dos niveis intracelulares de Ca** de modo semelhante a acetilcolina.
A gastrina ¢ liberada em resposta a produtos da digestdo como aminoacidos, além da
estimulacdo vagal e da alcalinizagdo do antro pildrico (Kutchai, 1996; Zavros et al.,
2002).

Histamina — quimio estimulador das células oxinticas mais potente que a
gastrina, dado que: 1) age diretamente na célula oxintica; 2) liberada localmente pelas
cé¢lulas ECL, as quais possuem histamina descarboxilase para transformar histidina em
histamina; 3) ndo sofre acdo da histaminase, pois esta ndo ¢ detectada na mucosa
oxintica; 4) liberada por estimulantes da secre¢cdo acida como presenca de alimento ou
gastrina. A histamina atua em receptores H, e a sua liberagcdo promove o aumento da
secrecdo acida por elevar os niveis intracelulares de AMPc. Apos o estimulo, vérias
H'/K" ATPases localizadas em tubulos ou vesiculas citoplasmaticas, fundem-se com a
membrana plasmatica na superficie luminal das células parietais formando canaliculos.
Esta fusdo aumenta a area de superficie canalicular pela formagdo de microvilos nos
canaliculos. As H/K" ATPases, atuam como bombas de prétons na etapa final da
secre¢do de fons H' em troca dos fons K. A célula ativa também secreta K™ e CI” nos

p p + - ~ 4 . . .
canaliculos. Os ions H e Cl" formam uma solu¢do acida extremamente importante as
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funcdes do estdmago (Dani e Castro, 1993; Junqueira e Carneiro, 2004; Hirschowitz et
al., 1995; Lind et al., 1983).

A inervagdo do estomago ¢ realizada pelo sistema nervoso autonomo, através
dos nervos vago e do simpatico. A inervagdo da parede gastrica ¢ realizada através dos
plexos nervosos que, embora em numero de cinco, apresenta apresentam dois
particularmente importantes: o plexo mioentérico de Auerbach e o submucoso de

Meissner, que constituem se denomina inervagao intrinseca.

2.4 - Ulcera gastrica

Nos ultimos 20 anos, observou-se um avango significativo no estudo de doengas
relacionadas as ulceras, gastrica e duodenal. Isto se deve, especialmente, ao
desenvolvimento de varias técnicas que tém possibilitado uma observagdo mais
detalhado da mucosa géstrica (Brzozowski, 2003). O risco de complicagdo por ulcera
tem aumentado em média, resultando 1,25 hospitalizagdes adicionais para cada 100
pacientes por ano (Almeida, 2004). A hipersecrecdo acida € o aspecto mais importante
da fun¢do gastrica estudado na pratica clinica. A influéncia de alteragdes nessa fungdo
tem sido considerada no desenvolvimento de drogas para serem utilizadas no tratamento
de ulceras gastricas (Pohle e Domschke, 2003).

As doengas ulcerativas do tubo digestivo dependem de duas condi¢des: presenca
de acido e predisposicdo das mucosas a lesdes por fatores diversos. Nao ha maneiras
estabelecidas de interferir farmacologicamente com as predisposi¢des, genéticas ou nao,
da mucosa aos danos (Brzozowski, 2003). A incidéncia de tlceras é maior nos homens
em relacdo as mulheres (3:1) e, apesar de ocorrerem em qualquer idade, a ulcera
duodenal desenvolve com mais freqiiéncia na faixa de 30-55 anos, enquanto a ulcera

gastrica na faixa de 50-70 anos (Kumar et al., 2008).
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A mucosa gastrica exposta a agentes ulcerogé€nicos necrotizantes como acido
acetilsalicilico, indometacina, &cidos biliares, 4alcool e isquemia, desenvolve
caracteristicas histopatologicas, alteragdes ultraestruturais e funcionais que, segundo
Almeida (2004), resultam em injurias. As lesdes agudas da mucosa géstrica estdo
associadas com: 1) ruptura da superficie hidrofobica da membrana; 2) injiria e
esfoliacdo da superficie do epitélio com perda da barreira e fungao elétrica; e 3) injaria
profunda na camada da mucosa, incluindo células endoteliais vasculares, zona de
proliferacdo celular, células parietais e principais.

As lesdes no endotélio vascular levam a diminuicdo do fluxo sanguineo,
reduzindo o aporte de oxigénio e o transporte de nutrientes. Estes eventos resultam na
formagdo de erosdo e ulceracdo na mucosa. A erosdo acomete somente a camada
mucosa, enquanto a ulcera penetra até a camada muscular (Almeida, 2004) (Fig. 4).
Wallace et al. (2000), relata que a ulceragdo seja resultado da associagdo de fatores
agressores endogenos, como acido, pepsina e bile; fatores exdgenos predisponentes
relacionados a condi¢des de vida, como estresse, fumo, dlcool, uso continuo de drogas
antiinflamatodrias ndo esterdides (AINEs), ingestdo de determinados alimentos, presenca
de Helicobacter pylori; e predisposi¢do genética, o que reduziria a capacidade de defesa

da mucosa gastrica.
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Figura 4. Mecanismos de defesa de mucosa gastrica (Hawkey, 2000).

Um pequeno desequilibrio entre os mecanismos agressores da mucosa € oS
mecanismos protetores podera causar lesdo (Fig. 5) que no Brasil provoca alto indice de
morbidade (Wallace e Granger, 1996). Assim, o desenvolvimento de uma terapéutica
adequada para o tratamento das ulceras pépticas tornou-se de vital importancia (Vinagre
et al., 2005). As alternativas terapéuticas disponiveis para regulacdo da secrecdo acida
buscam modificar a influéncia neural, por meio de cirurgias, ou alterar os mecanismos
que envolvem os segundos mensageiros na célula parietal, através da utilizacdo de
antagonistas muscarinicos ou histaminicos. A produ¢do do 4cido depende, numa
primeira etapa, de histamina, acetilcolina e gastrina, primeiros mensageiros do processo
(Almeida, 2004). Uma outra terapia utilizada ¢ o bloqueio da bomba H', K'-ATPase,
que ¢ a responsavel pelo ultimo evento da cascata de reagdes da secre¢do acida

(Goodman e Gilman, 2006).
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Figura 5. Esquema fisiopatologico atual da ulcera péptica (Modificado de Vinagre et al.,
2005). PG’s — prostaglandinas; AINE’s — Antiinflamatorio ndo esteroidais

As drogas utilizadas atualmente no tratamento de ulceras gastricas nao sao

totalmente eficazes na cicatrizagdo das mesmas. Entre as drogas empregadas, temos

antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas do receptor H, para histamina e inibidores de

bomba de préton (Tab. 2). Embora raramente nos dias atuais sejam utilizados,

procedimentos cirargicos, como a vagotomia, ainda sdo indicados para alguns casos da

patologia (Vinagre et al., 2005).

Tabela 2: Classificagcdo dos citoprotetores gastricos

Classificacéo

Medicamentos

Antiicidos

hidroxidos (aluminio/magnésio); bicarbonato de
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sodio; carbonato de calcio; silicatos; fosfatos

Agentes citoprotetores sucralfato; bismuto coloidal

Antagonista de receptor H, cimetidina; ranitidina; famotidina; nizatidina
Antagonistas muscarinicos pirenzepina e telenzepina

Agonista de prostaglandina misoprostol

o omeprazol; pantoprazol; lansoprazol, rabeprazol;
Inibidores de H',K'- ATPase
esomeprazol

2.5- Inibidores da bomba de proétons

A “bomba de protons” (H', K -ATPase) é o mediador final da secregio de acidos
da membrana apical da célula parietal, e portanto, como ¢ especifica das células
parietais, varios inibidores especificos foram desenvolvidos para ela. Uma familia de
benzimidazdis substituidos foi inicialmente descoberta e um destes compostos € o
omeprazol (Fig. 6), que foi liberado pela “Food and Drug Administration” (FDA) para
uso clinico nos Estados Unidos (korolkovas, 1988; Lindberg, 1990; Mctavish et al.,
1991; Barradell et al., 1992). Estes agentes inibem a secre¢do de acido a qualquer nivel
desejado e sdo considerados citoprotetores. Sao utilizados em pacientes com ulcera
gastricas ndo controlada pelos antagonistas H,. Em pH neutro, o omeprazol ¢
quimicamente estavel, lipossolivel, base fraca, sem atividade inibidora. Sao estas bases
fracas neutras que atingem as células parietais do sangue e se difundem para os
canaliculos secretores, onde se tornam protonadas e, desta forma, sdo retidas. O agente
protonado se rearranja para formar um 4cido sulfénico e uma sulfenamida. A
sulfenamida interage de forma covalente com os grupamentos sulfidrila em pontos
criticos no dominio extracelular (luz) da H', K'-ATPase, da superficie da membrana.
Assim, o omeprazol deve ser considerado pro-droga que precisa ser ativada para ser

eficaz. A sua administra¢do resulta na inibicdo permanente da atividade in vivo da
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enzima e a secregio de acido retorna apenas apos a inser¢io de novas moléculas de H',
K'-ATPase na membrana luminal (Korolkovas, 1988; Lindberg, 1990; Mctavish et al.,

1991).

|
N 8%
<
H,CO N
I )
H,C CH,
OCH,

Figura 6: Molécula do farmaco omeprazol.

Os efeitos farmacologicos e farmacocinéticos do omeprazol resultam da redugao
da secrecdo gastrica através de mecanismo de acdo altamente seletivo, produzindo
inibi¢do especifica da enzima H',K'-ATPase (bomba de protons) nas células parietais,
ndo possuindo agdo sobre receptores da acetilcolina e histamina. Portanto, produz
apenas alteragdes pequenas no volume de suco gastrico, na secre¢ao de pepsina e fator
intrinseco ¢ nao afetam a motilidade gastrica. Como ¢ um inibidor irreversivel de
H',K'-ATPase, provoca uma inibi¢do dose-relacionada da secregdo gastrica do 4cido,

que persiste apos o seu desaparecimento no plasma (Mctavish et al., 1991).

E importante saber que, embora seja estavel em pH neutro, ele é destruido pelo
acido intragastrico. Como conseqiiéncia, se microgranulos forem rompidos, por
exemplo, e se o paciente mastigar ou esmagar o comprimido revestido, o pH neutro da
boca e do esofago destruirdo esses microgranulos e a substancia serda degradada pelo

acido do estdbmago. Assim, uma das recomendacdes ao paciente ¢ que os comprimidos

27



ndo devem ser esmagados nem mastigados. A sua absor¢ao ocorre no intestino delgado
e ¢ geralmente completada entre 3-6 horas. A ingestdo concomitante de alimentos nao

influi na sua biodisponibilidade.

A administracdo prolongada de doses elevadas em animais de laboratorio pode
causar hiperplasia das células mucosas oxinticas, supostamente devido aos efeitos

troficos da gastrina destas células (Mctavish et al., 1991).

O omeprazol ¢ geralmente bem tolerado e o tratamento de pacientes que
requerem doses de 60 a 360 mg por dia, por até 6 anos, nao causou efeitos colaterais
graves. Cerca de 1,5% a 3% dos pacientes que tomam omeprazol, sofrem efeitos
gastrintestinais, incluindo nauseas, diarréia e colicas abdominais. Os efeitos do SNC
(por exemplo, cefaléia, tontura, sonoléncia) tém sido relatados menos freqiientemente

(Brunton, 1996).

Este trabalho objetivou-se estudar a atividade farmacolédgica do extrato aquoso
de Brassica oleracea variedade capitata (EAB), obtida a partir de suas folhas, de forma

majoritaria, investigando:

e Sua atividade cicatrizante sobre TUulcera gastrica em modelos
experimentais de tlcera induzida por antiinflamatério ndo esteroidal (4cido
acetilsalicilico);

e Quantificar histomorfometricamente a reducdo das lesdes agudas da
mucosa gastrica de ratos Wistar, provocadas por acido acetilsalicilico.

e A citoprotecdo fornecida pelo EAB, em comparagao a prote¢do conferida
pelo omeprazol.
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ARTIGO 1

Avaliacdo do efeito cicatrizante do extrato aquoso de Brassica oleracea var.
capitata (Brassicacea) em Ulceras gastricas de ratos Wistar induzidas por acido

acetilsalicilico

RESUMO

Com intuito de validar os achados etnobotanicos, este trabalho teve por objetivo
investigar os efeitos cicatrizantes do extrato aquoso de Brassica oleracea var. capitata
(EAB), analisando histologicamente as ulceras induzidas por 4cido acetilsalicilico.
Foram avaliados cinco tratamentos: EAB a 250, 500 e 1000 mg/kg, omeprazol a
20mg/kg e veiculo aquoso; A administracao foi realizada uma vez ao dia por gavagem
em um periodo de cinco dias. Ao término do tratamento, apos eutandsia por sobre dose
de Tiopental Sodico, o estdmago dos animais foi retirado, fixado em formol, incluido
em parafina histoldgica e as laminas analisadas em microscopio de luz para andlise
histopatologica. Os dados da cicatrizagdo da mucosa gastrica foram analisados
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Os resultados demonstraram que o
extrato aquoso de EAB, proporcinou a cicatrizagdo das ulceras géstricas de ratos Wistar.
O resultado obtido com o EAB foi semelhante ao omeprazol, agindo de maneira ndo
prejudicial, e sim proporcionando condi¢des adequadas para o restabelecimento do

tecido.

Palavras-chave: acido acetilsalicilico, Brassica oleracea var. capitata, cicatrizagio,

ulcera gastrica.
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ABSTRACT

In order to validate the etnobotanicals findings, this work aimed the investigation of the
effect of Brassica oleracea var. capitata (Brassicacea) aqueous extract (EAB), by the
analysis of the histological features of ulcers induced by acetylsalicylic acid. Five
treatments, EAB in concentration of 250, 500 e 1000mg/Kg, 20mg/kg of omeprazole
and aqueous vehicle were investigated. The treatments were administrated by gavage
once a day, during a period of five days. Finished the treatment period, the animal’s
stomachs were removed after euthanasia by Sodic Thiopental overdose, fixed in formol
and included in histological paraffin. The laminas were submitted to histophatological
analysis through light microscope observation. The obtained data were statistically
analyzed by Tukey test (p value <0,05). The results demonstrated that the aqueous
extract of EAB, promoted the cicatrization of the peptic ulcers of rats Wistar. The result
obtained with EAB was similar to the omeprazole, acting in way no harmful, but

providing appropriate conditions for the re-establishment of the tissue.

Key words: acetylsalicylic acid, Brassica oleracea var. capitata, healing, gastric ulcer.

1 - INTRODUCAO

A administragdo cronica de antiinflamatorios nao esteroidais (AINE’s) esta
associada com o desenvolvimento de efeitos adversos gastrintestinais, como erosoes
gastricas, gastrites ou ulceras duodenais, além de complicacdes como hemorragia ou
perfuragdes gastrointestinais (Jones e Tait, 1995; Wright, 1995; Berenguer et al., 2002).
O mecanismo etiologico dessas lesdes envolve processos isquémicos com subseqiiente
liberacdo de radicais livres e surgimento de infiltrado inflamatdrio constituido
majoritariamente por neutrofilos (Villegas et al., 2000; Beck et al., 2000; Berenguer et
al., 2002).

A mucosa gastrica exposta a agentes ulcerogénicos necrotizantes como acido
acetilsalicilico, indometacina, 4&cidos biliares, 4lcool e isquemia, desenvolve

caracteristicas histopatologicas, alteragdes ultraestruturais e funcionais que resultam em
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injarias (Almeida, 2004). Recentemente varios agentes seletivos para a ciclooxigenase-
2, como o NS-398, [.-745,337, celecoxib e rofecoxib tem sido desenvolvidos para
minimizar os efeitos adversos no aparelho digestério, mas estas drogas estdo
relacionadas com a diminui¢do das concentragdes de prostaglandinas que sdo
fundamentais no processo de manutengdo da integridade da mucosa, cicatrizagdo de
ulceras gastricas, fluxo sanguineo renal ¢ na taxa de filtragdo glomerular, podendo
causar insuficiéncia renal aguda. Esses farmacos podem promover, ainda, retencdo de
sodio, cloreto e agua, e, por conseguinte, aumentar o volume plasmatico, bem como
alterar a dindmica cardiaca. Alem disso, sdo contra-indiciadas em situa¢des onde a
mucosa ja esteja inflamada, com ulceras pépticas, em quadros de doencas inflamatorias
do intestino (Berenguer et al., 2002; Goodman e Gilman, 2006).

As lesdes agudas da mucosa gastrica estdo associadas com ruptura da superficie
hidrofobica da membrana; injuria e esfoliagdo da superficie do epitélio com perda da
barreira e funcdo elétrica; e injuria profunda na camada da mucosa incluindo células
endoteliais vasculares e zona de proliferagdo celular. Quando ha danos no endotélio
vascular pode ocorrer uma diminui¢do do fluxo sanguineo, o que reduz o aporte de
oxigénio e consequentemente transporte de nutrientes. Todos esses eventos resultam no
aparecimento de erosdo e ulceracdo na mucosa. A diferenca entre erosdo e ulcera é que
a erosdo acomete a camada mucosa, enquanto a ulcera penetra até a camada muscular
(Almeida, 2004).

As drogas utilizadas atualmente no tratamento de ulceras gastricas ndo sdo
totalmente eficazes na cicatrizacdo das mesmas. Entre as drogas empregadas, estdo os
antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas do receptor H, de histamina e inibidores de
bomba de proton. Embora raramente nos dias atuais sejam utilizados, procedimentos
cirargicos, como a vagotomia, ainda sdo indicados para alguns casos da patologia

(Vinagre et al., 2005).
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A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes Gltimos anos. Atualmente o mercado mundial de fitoterapicos gira
em torno de 22 bilhdes de ddlares (Yunes et al. 2001). Em recentes publicag¢des, muitas
plantas medicinais t€ém sido evidenciadas como uteis no tratamento de desordens
gastricas (Vinagre et al., 2005).

O repolho (Brassica oleraceae var. capitata) ¢ uma planta herbacea e folhosa
que pertence a familia Brassicaceae, e tem tem como regido de origem a Europa e o
Oriente Médio. Apresenta grande versatilidade, ndo somente pelo seu valor nutritivo,
sendo rico em calcio, proteina e vitamina C (Filgueira, 2000; Lédo et al., 2000), mas
também pelo seu carater social, pelo fato de ser cultivada essencialmente por pequenos
agricultores (Silva Junior, 1987; Silva Junior et al., 1988; Filgueira, 2000; Carvalho et
al., 2008).

Segundo Balbach e Boarim (1993), os romanos ja empregavam a Brassica sp.,
aplicada tanto interna, como externamente como produto utilizado para limpar
ferimentos e na forma de cataplasmas no tratamento das feridas. Relatos informam
ainda o uso da Brassica sp. ha mais de um milénio em processos de cicatrizagdo de
abscessos, cefalalgias idiopaticas (dores de cabeca de causa desconhecida), dores
reumadticas e reumatoides, tumores, prevengdo de tuberculose, auxilio em casos de
afonia, desnutricdo, anemia, enfermidades do estdmago, ulceras internas, hemorrdidas,
alcoolismo, gota e reumatismo. Cheney (1954) verificou que pacientes que usaram o
suco fresco de repolho obtiveram uma ag¢do cicatrizante frente aos distirbios gastricos,
em particular na ulcera péptica, apresentando efeitos cicatrizantes das lesdes.

A utilizagdo da fitoterapia conta, em muitos casos, com uso tradicional nas
populacdes, o que permitiria justificar sua eficacia, sendo, porém necessario ressaltar a
importancia dos estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos que sdo indispensaveis para

confirmar tais implicagdes, garantindo a seguranca do uso. Quando utilizada de forma
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segura, a fitoterapia torna-se uma aliada no tratamento de diversas patologias, inclusive
disturbios gastrintestinais, os quais acometem grande parte da populacdo. Assim, este
trabalho objetivou estudar a atividade farmacologica do extrato aquoso de Brassica
oleracea variedade capitata (EAB), obtida a partir de suas folhas, investigando sua
atividade cicatrizante em modelos experimentais de ulcera induzida por antiinflamatorio
ndo esteroidal (acido acetilsalicilico). Este estudo permitirda maior compreensdo da
utilizagdo e dos efeitos da espécie proporcionando uma alternativa terapéutica de baixo

custo.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Material botanico

As folhas de Brassica oleracea variedade capitata (Brassicaceae) foram obtidas
comercialmente. O material foi lavado em 4gua corrente, seco em estufa a 40°C e
triturado em pequenas partes. As amostras foram solubilizadas em agua de modo a obter
uma suspensao aquosa nas concentragcdes de 250, 500 e 1000 mg/kg. Em seguida, as
suspensdes foram submetidas a 60 minutos de ultrassonicacdo, em temperatura
ambiente (28 °C), com a finalidade extrair seus metabolitos. Todos os extratos foram

filtrados a vacuo.

2.2-Animais

Os animais foram manipulados de acordo com o Manual sobre Cuidados e Usos
de Animais de Laboratorio — National Research Council (2003) e em concordancia com
os Principios Eticos para o uso de Animais de Laboratério preconizados pelo COBEA -
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, sendo aprovado pela Comissio de Etica

do Departamento de Veterinaria da UFV, sob protocolo n® 44/2008.
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Foram utilizados 25 ratos Wistar machos (Rattus norvergicus), adultos (120
dias), pesando em média 340 gramas e provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal de Vigosa — UFV. Os
animais foram pesados e alojados em gaiolas individuais, constituindo 5 grupos
experimentais, sendo mantidos em condi¢des de temperatura e umidade ambiente
controladas e no ciclo claro-escuro de 12h (07:00-19:00) no Laboratério de
Experimentagdo Animal do Departamento de Nutricdo. Agua e ragdo foram
disponibilizados ad libitum, sendo retirada a ragdo 24h antes da indugdo das ulcers,
mantendo-se livre acesso a agua.

A opg¢do pela linhagem Wistar foi relacionada a experiéncia prévia de outros

autores que realizaram estudos semelhantes.

2.3-Drogas utilizadas

Para a indugdo das lesdes na mucosa gastrica foi utilizado o antiinflamatoério nao
esteroidal acido acetilsalicilico (400mg/kg, via oral - v.0). Para o grupo controle foi
administrado o inibidor da bomba de prétons omeprazol (20mg/kg, v.0). No teste com

EAB, foram utilizados as concentragdes de 250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.

2.4-Avaliacéo dos efeitos do EAB nos animais

Os animais foram divididos em cinco grupos (grupo A, Bj, B,, B3, ¢ C)
conforme Tabela 1, seguindo o modelo descrito por Ajaikumar et al. (2005) com
modifica¢des por Berenguer (2002) e Goniil et al. (2004). Todos os tratamentos foram
realizados por gavagem.

Para o procedimento de induc¢do os animais ficaram em jejum alimentar por 24
horas, recebendo entdo 4cido acetilsalicilico (400mg/kg, v.0., dissolvido em HCI 0,2N)

em duas doses, com intervalo de 12h entre cada administracdo, em uma propor¢do de
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ImL/100g de peso corporal. Apos 24h da tultima dose indutora da lesdo todos os
animais foram tratados diariamente conforme o tratamento correspondente ao seu
grupo, por um periodo de 5 dias. O grupo A recebeu tratamento com omeprazol
(20mg/kg, v.0), os grupos By, B, e B; com EAB nas concentragdes de 250, 500 e 1000
mg/kg, v.0., respectivamente, ¢ o grupo C apenas o veiculo aquoso. Todos os
tratamentos foram realizados na mesma propor¢ao, ou seja, ImL/100g de peso corporal.
Os animais foram eutanasiados no 6° dia, por sobredose anestésica de tiopental sodico
(60 mg/Kg) (Resolugdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria), para

exérese do estobmago e observagao das lesdes gastricas.

Tabela 1. Grupos de animais e seus respectivos tratamentos por via ora.

Grupos Tratamentos Concentracoes
A Omeprazol 20 mg/kg
B, EAB 250 mg/kg
B, EAB 500 mg/kg
B; EAB 1000 mg/kg
C Veiculo -

EAB — Extrato aquoso de Brassica oleracea variedade capitata;

2.5-Avaliacdo macroscopica das lesdes gastricas

Apos remogao do estdbmago, uma incisao foi realizada ao longo da sua curvatura
maior. O 6rgdo foi lavado com solucdo de NaCl (0,9%) para retirada de restos
alimentares e em seguida fixado em solucao de formol neutro a 10% tamponado, por
24h. O 6rgdo foi analisado em estereomicroscopio Olympus® SZ40, onde foram

selecionados os fragmentos contendo ulceragoes.

2.6-Avaliacdo microscopica das lesbes gastricas
Os fragmentos selecionados foram destinados ao estudo sob microscopia de luz,

e submetidos as técnicas histologicas rotineiras, desde a desidratacdo em série crescente
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de alcoois 70, 80, 90 e 100%, até a inclusdo em parafina histolégica purificada (PF 56-
58°C).

Os blocos foram seccionados em micrétomo de rotagio manual (Leica™ 2045),
com espessura de 4um e os cortes teciduais corados pelas técnicas de Hematoxilina-
Eosina (HE) (Grimaldi Filho, 1981) e Tricromico de Gomori (TG) (Bancroft et al,
1996).

A andlise histologica foi realizada no Laboratorio de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV, em microscopio de luz Olympus® BX 41.
Formam obtidas imagens em fotomicroscopico Olympus® C31, que foram analisadas

morfometricamente utilizando o programa Image-Pro Plus® (Media Cybernetics).

2.7-Analise estatistica

Para interpretagdo dos resultados da andlise morfométrica, foi verificada a
presenca da normalidade pelo teste de Lilliefors. Apds constatada a normalidade foi
realizada analise de varidncia (ANOVA) na investigacdo das possiveis diferencas entre
os varios grupos estudados, seguido do teste de Tukey ao nivel de p< 0,05 (Siegel e

Castellan, 1988). As analises estaticas foram realizadas em software SAEG® 2007.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise morfométrica (Tab. 1) permitiram concluir que nao
houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre os tratamentos com EAB
e omeprazol. Entretanto, verificou-se diferenca significativa entre o grupo controle
tratado com o veiculo, grupo C (p < 0,05), e os demais tratamentos, como ilustrado na
Fig. 1. Embora ndo tivesse ocorrido diferenca estatistica entre os demais tratamentos (A,
B, B; e B3), o tratamento B; em valores absolutos demonstrou ser mais eficaz por haver

uma melhora mais eminente no quadro das lesdes. Tais resultados permitem concluir
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que o EAB pode ser equiparado ao omeprazol. Entretanto, em nimeros absolutos, o
EAB (B3) apresentou cerca de 95,77% a mais de reducdo das lesdes quando comparado
ao grupo tratado com omeprazol (grupo A). Deve-se ressaltar que o repolho ¢ uma
hortaliga de facil cultivo e acesso, baixo custo e ndo apresenta efeitos adversos aparente.
Além disso, o EAB ndo ¢ uma substancia isolada em especial, o que nos leva a inferir
uma possivel superioridade do EAB frente ao omeprazol.

Apesar do omeprazol proporcionar 6tima resposta cicatrizante ao tecido ulcerado
devido ao seu efeito anti-secretor, deve-se ressaltar que hd uma preocupagdo com a sua
teraputica prolongada, que estd relacionada ao crescimento bacteriano acloridria-
dependente do tubo digestivo superior ¢ a consequente superproducao de nitritos e,
portanto, a um eventual risco de cancer gastrico. Também foi observada em outros
estudos realizados com ratos uma hipergastrinemia, incidéncia elevada de tumor
carcinoide e acloridria prolongada apds o uso de omeprazol (Dani e Castro, 1993). O
que deixam antever que seu uso clinico devera ser conduzido com cautela e sob

vigilante observagao.

Tabela 1. Area média das tlceras gastricas de acordo com os tratamentos. A —
omeprazol; By, B, e Bs — EAB; e C — somente veiculo aquoso.

Tratamentos Ntmero de animais  Média*(mm?) Percentual médio (%)
A 5 19,75 13,18
B, 5 10,014 6,73
B, 5 22,57 v 15,07
B; 5 0,83 ¢ 0,56
C 5 149,80, 100,00

*médias seguidas de uma mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. Representacdo percentual dos valores médios da drea ulcerada nos respectivos
tratamentos: omeprazol (grupo A), EAB (grupos Bj, B,, € B3) e o veiculo (grupo C).

Neste experimento, o modelo de inducdo por AINE’s utilizado proporcionou a
producdo de ulceras na regido aglandular do estdmago de todos os animais analisados,
conforme Fig. 2. Uma analise histopatologica foi realizada na regido glandular, a fim de
confirmar a auséncia de ulceracdes nesta regido (Fig. 3). A regido glandular da mucosa
gastrica de ratos Wistar ¢ menos acometida pela formacdo de lesdes, devido as
propriedades protetoras existentes ali, ou seja, presenca de muco e bicarbonato
produzidos pelas células epiteliais superficiais, apds um sinal estimulador originado
pelas prostaglandinas (PG’s) (Dani e Castro, 1993; Hawkey, 2000). Estes lipideos sdo
sintetizados pelas ciclooxigenases (COX) e possuem afinidade por receptores para
prostaglandinas (EP3;) na porcdo basal das células epiteliais superficiais da mucosa
gastrica levando a estimulagdo da liberagdao dos fatores protetores (Goodman e Gilman,

2006).
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Figura 2: Anatomia normal e patoldgica do estdmago de ratos Wistar. A — estomago
normal; B — estomago com ulceragdes na regido aglandular (area tracejada); regido
glandular (*).

Figura 3. Histopatologia da regido glandular da mucosa fundica do estdmago de ratos
Wistar, evidenciando a auséncia de ulceragdes. A — barra 100um; B — barra 150pum.
Mucosa integra na regido fundica (Seta dupla). HE.

Vinagre (2005) relata que o fendmeno da lesdo gastrica ocorre quando uma
agressao ou diminui¢do na resisténcia da mucosa quebra o equilibrio fisiologico entre as
barreiras de prote¢do e os fatores ulcerogénicos. Segundo Goodman e Gilman (2006)
inimeros fatores estdo implicados na patogénese da tlcera géstrica. Entre eles estdo o
aumento da secre¢do de acido cloridrico, a reducdo da sintese de prostaglandinas que
culmina com a diminuicdo da secrecdo de muco, além da presenca da bactéria

Helicobacter pylori.
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A avaliagdo histopatologica dos resultados (Fig. 4) permitiu confirmar as
observacdes macroscopicas realizadas previamente. As tUlceras géstricas analisadas
histologicamente consistiam em duas estruturas: a margem da ulcera formada pela
borda adjacente ndo necrosada, delimitando a area da lesdo, e a base da ulcera que ¢
composta pelo tecido necrosado. Foi observado uma migra¢ao das bordas da mucosa,
proliferacdo celular, neovascularizacao e formagao do tecido de granulagdo. Além disso,
foi observado presenca de figuras de mitoses na base da ulcera, indicando
reepitelizacdo. As ulceras e erosdes observadas se caracterizavam por intensa reagao
inflamatoria com abundante tecido de granulagdao, bem como, por intensa proliferagao
do tecido conjuntivo fibroso. Segundo Hawkey (2000), todos estes processos sao
controlados por citocinas e fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento

tranformante 3, fator de crescimento epidermal e fatores de crescimento de fibroblastos

o que ¢ fundamental para um processo de cicatrizagao.

5 fohedd ¥ - -

Figura 4. Lesdes da mucosa gastrica de ratos Wistar. A - grupo C; B - grupo A e C -
grupo B (tratado com EAB). Extensdo entre bordas da lesdo (seta dupla); infiltrado
inflamatério e o produto da degradagao tecidual (seta); produto de degradacdo tecidual
destacado da mucosa devido a fragilidade do tecido (*). HE - barras 150pum.

O infiltrado inflamatério estava presente em todos os cortes histologicos do
grupo controle tratado com veiculo, entretanto o mesmo apresentou-se de modo discreto

nos cortes histologicos dos animais do grupo tratado com o EAB e omeprazol (Fig. 4).
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Além disso, foi observado uma maior espessura da mucosa gastrica do animais do
grupos tratados com EAB e omeprazol quando comparado com o grupo tratado apenas
com o veiculo.

Ao analisar a neovasculariza¢do, ndao foram observadas diferengas estatitistica
significativas entre todos os grupos analisados. Entretanto, foi verificada (Fig. 5) a
preseca de ampla vasculariza¢do do tecido conjuntivo em todos os tratamentos, processo
de suma importancia no momento da reepitelizacdo, favorecendo assim o processo de

cicatriza¢do conforme descrito por Tarnawski et al. (2001).

Figura 5 Efeltos dos tratamentos na mlcrocnculag:ao da submucosa gastrica apos
tratamento. A - grupo C, administracdo do veiculo, B - grupo controle tratado com
omeprazol e C— Grupo B, tratamento com EAB. Vasos congestos (setas); restos
epiteliais (*); reconstituicdo do tecido epitelial de revestimento com diferenciagdao de
suas camadas (seta dupla). A e C - barras 150um; B - barra 100 pm. HE.

A andlise das preparagdes coradas com tricromico de Gomori (Fig. 6) nos
permite inferir que houve proliferacdo das fibras colagenas da por¢ao profunda na base
da ulcera dos grupos tratados com EAB e omeprazol. As fibras coldgenas ja se
encontravam organizadas e dispostas paralelamente na base da ulcera. O grupo controle
C apresentou um evidente infiltrado inflamatoério e um atraso na sintese das fibras
colagenas quando comparado as preparagdes dos grupos tratados com EAB e

omeprazol. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Sarandy (2007)
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onde foi observada uma maior organizacdo das fibras colagenas em processos de
cicatrizagdo quando era aplicado o extrato de Brassica oleracea var. capitata e feridas
cutaneas de ratos Wistar. Resultados semelhantes foram obtidos por Matos (2008) ao

avaliar o efeito cicatrizante de diferentes formulacdes fitoterapicas do extrato de repolho

em processos de cicatrizagdo de feridas cutanea coelhos.

Ardainda v =] W i, | N W | T AN
Figura 6. Efeitos dos tratamentos na proliferacao de fibroblastos da camada submucosa
do estomago de ratos Wistar apds tratamento. A - grupo controle; B - grupo tratado com
omeprazol e C - grupo tratado com EAB. Fibras coldgenas do tecido conjuntivo (*);
infiltrado inflamatério (ponta de seta); epitélio migrando a partir das bordas das

margens da tlcera (seta). Barras 150um. TG.

Os resultados da cicatrizagao das ulceras gastricas neste trabalho estdo de acordo
com aqueles obtidos em estudos envolvendo a espécie Brassica sp., onde Cheney
(1952), avaliando o potencial cicatrizante do suco de repolho frente a ulceras gastricas,
verificou que o mesmo apds ser administrado diariamente aos seus pacientes
proporcionou alto indice de cicatrizagdo. O composto obtido do repolho foi denominado
cloreto metioninasulfonio (S-metilmetioniona), relacionado com a atividade cicatrizante
foi entdo chamado de vitamina desconhecida “Unknown Vitamin” ou vitamina da

ulcera, e supostamente foi sugerido o termo vitamina U.
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Nossos resultados estdo de acordo tambem com aqueles obtidos por Gonzalez e
Di Stasi (2002), que concluiram que os flavondides podem ser reconhecidos como
compostos ativos contra lesdes gastricas. Em estudos anteriores, realizados por
Carvalho et al. (2008), foi verificado a presenga destes metabolitos secundarios, assim
como também de compostos fendlicos, triterpenos e esterdides. Alcaraz e Hoult (1985)
verificaram que os metabdlitos secundarios revelaram agdo gastroprotetora por aumento
do contetido de prostaglandinas na mucosa. Também verificou-se reducdo da secregdo
de histamina pela inibicdo da enzima histidina descarboxilase e inibi¢do do
desenvolvimento do Helicobacter pylori (Bronner e Landry, 1985; Beil et al., 1995;
Havsteen, 2002).

Os compostos obtidos de plantas medicinais com atividade cicatrizante e
antiulcerogénica apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de
acdo. Os mecanismos de atuagdo do EAB ainda nio sdo claros, mas poderiam envolver
a ativacdo de fatores de protecdo da mucosa géstrica, assim como a reducdo da secre¢ao
acida e de pepsinogénio, além do aumento do fluxo sanguineo géstrico, muco e
bicarbonato (Borrelli e 1zzo, 2000). Entretanto estes dados sdo de suma importancia,
pois permitem correlaciona-los com o efeito cicatrizante do extrato analisado.

Verifica-se que os resultados sdo similares aqueles apresentados na literatura e
com outros estudos ja realizados, confirmando assim os efeitos terapéuticos de Brassica
oleracea var. capitata, sob forma de extrato aquoso, para a cicatrizagdo de ulceras
gastricas em ratos Wistar. A planta em questdo mostrou-se um interessante alvo de
estudos, visando o desenvolvimento de fitomedicamentos ou a busca de novas entidades
quimicas com ag¢do cicatrizante frente a ulcera gastrica. Sabe-se que a atividade do
farmaco esta intimamente relacionada com a sua concentra¢ao e com seu coeficiente de
atividade no veiculo (Lachman et al, 2001). Entretanto, novos estudos visando analisar

seu efeito terapéutico sdo necessarios, pois desta forma devem ser realizados testes
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utilizando concentragdes maiores do extrato, e simultaneamente verificar a toxicidade
ao organismo, além de testar o extrato sob outras vias de administragdo e formulagdes

farmacéuticas.

4- CONCLUSOES

Conclui-se que o extrato aquoso de EAB, proporcinou a cicatrizaciao das ulceras
gastricas de ratos Wistar. O resultado obtido com o EAB foi semelhante a um firmaco
comercializado comumente, o omeprazol, agindo de maneira ndo prejudicial, e sim

proporcionando condigdes adequadas para o restabelecimento do tecido.
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ARTIGO 2

Aspectos macroscopicos e histologicos da mucosa géastrica de rato Wistar e sua

utilizacdo em modelo de uUlceras géastricas

RESUMO

A busca de novos farmacos e o uso de experimentacdo animal tem contribuido
sobremaneira para o desenvolvimento da satde, da ciéncia e tecnologia, promovendo ao
longo dos anos a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de enfermidades que
acometem os seres humanos. Animais de varias espécies tém sido utilizados desde os
primordios da civilizagdo para o desenvolvimento cientifico, mas dentre todos os
modelos experimentais aos quais podem ser induzidas ulceras géstricas, o rato Wistar,
inquestionavelmente, ¢ o mais utilizado. O objetivo deste trabalho foi realizar uma
descricdo anatomica e histoldgica do estdbmago de ratos Wistar visando acrescentar

conhecimentos sobre estd espécie, e permitindo maior acesso a comunidade cientifica

que faz uso da espécie em modelo de tlcera géstrica.

Palavras-chave: anatomia, histologia, ratos Wistar, Rattus norvergicus.

ABSTRACT

The search of new drugs and the use of animal experimentation has been contributing
excessively to the development of the health, of the science and technology, promoting
along the years the discovery of measured prophylactic and treatments of illnesses that
attack the human beings. Animals of several species have been used from the origins of
the civilization for the scientific development, but among all of the experimental models
to the which peptic ulcers can be induced, the rats Wistar, doubtless, is the used. The
objective of this work was to accomplish an anatomical and histological description of
the stomach of rats Wistar seeking to increase knowledge on it is species, and allowing
larger access to the scientific community that he/she makes use of the species in peptic

ulcer model.

Key words: anatomy, histological, Wistar rats, Rattus norvergicus.
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1-INTRODUCAO
A pesquisa experimental com animais de laboratério tem sido a base do

conhecimento ¢ da evolugdo da ciéncia bioldgica, da morfologia, da fisiologia, da
farmacologia ¢ do entendimento da fisiopatologia que possibilitam os ensaios
terapéuticos. Os resultados desses ensaios devem ser avaliados criteriosamente e sao
muitas vezes aplicados em seres humanos (Chorilli, 2007).

Bernard (1865), em seus estudos de fisiologia, langou os principios do uso de
animais como modelo de estudo com transposi¢do para a fisiologia humana. Seu
trabalho “Introdu¢do ao Estudo da Medicina Experimental” procurou estabelecer as
regras € os principios para o estudo experimental da medicina. A idéia de utilizagdo de
animais em pesquisas surgiu devido a necessidade do homem em entender patologias
ainda ndo compreendidas, assim como prover novas alternativas terapéuticas (Fagundes
e Taha, 2004). Atualmente, a utilizagdo de animais no Ensino, Pesquisa ¢ Extensao ¢
norteada por principios éticos, morais e legais, ficando aqueles individuos, profissionais
ou ndo, de areas direcionadas para este uso, sujeitos as san¢des no caso de transgressao
das normas pré-estabelecidas (Fonseca et al., 2005).

O desenvolvimento da pesquisa experimental em animais de laboratorio tem
contribuido nos diferentes campos cientificos ¢ vem promovendo ao longo dos anos a
descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de inumeras enfermidades que
acometem os seres vivos. Como exemplos de contribuigdes cientificas advindas de
estudos realizados em animais, tém-se a descoberta da insulina, o desenvolvimento de
vacinas contra diversas doencas, a produg@o de soros, o uso terapéutico de antibidticos e
o tratamento de varios distarbios do aparelho digestério, como por exemplo, o
desenvolvimento de produtos para o tratamento de tlceras gastricas (Fagundes e Taha,
2004; Andrade, 20006).

Nos ultimos 20 anos, observou-se um avango significativo no estudo de doengas

relacionadas as ulceras, gastrica e duodenal. Isto se deve, especialmente, ao
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desenvolvimento de varias técnicas que tém possibilitado uma observagdo mais
detalhado da mucosa géstrica (Brzozowski, 2003). O risco de complicagdo por ulcera
tem aumentado em média, resultando 1,25 hospitalizacdes adicionais para cada 100
pacientes por ano (Almeida, 2004). A hipersecrecdo acida € o aspecto mais importante
da fungdo gastrica estudado na pratica clinica. A influéncia de alteragdes nessa fungdo
tem sido considerada no desenvolvimento de drogas para serem utilizadas no tratamento
de ulceras gastricas (Pohle e Domschke, 2003).

Mesmo com o progresso de métodos alternativos nos tltimos anos (estudos in
vitro, cultura de células, softwares etc.), os modelos animais ainda se apresentam como
op¢do mais vantajosa por possibilitarem o fornecimento de informacdes sobre o
organismo como um todo, o que ndo ¢ conseguido com outros métodos (Heywood,
1987; Ribeiro et al., 1995; Salén, 1995; Snitkoff, 2004). Dentre todos os modelos
experimentais aos quais podem ser induzidas ulceras gastricas, o rato Wistar,
inquestionavelmente, ¢ o mais intensamente utilizado. No entanto, ¢ escasso o acervo
bibliografico enfocando aspectos histologicos e anatdmicos do estomago de ratos, em
especial de ratos Wistar. Portanto, este trabalho teve por objetivo descrever os aspectos
macroscopicos ¢ histologicos da mucosa gastrica de ratos Wistar, visando acrescentar
conhecimentos sobre a espécie e permitir maior acesso a comunidade cientifica

intensificada no uso desta espécie em modelos para estudos de tlceras gastricas.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Animais
Os animais foram manipulados de acordo com o Manual sobre Cuidados ¢ Usos
de Animais de Laboratorio — National Research Council (2003) e em concordancia com

os Principios Eticos para o uso de Animais de Laboratdrio preconizados pelo COBEA -
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Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, sendo aprovado pela Comissdo de Etica
do Departamento de Veterinaria da UFV, sob protocolo n° 44/2008.

Foram utilizados cinco ratos Wistar machos (Rattus norvergicus), adultos com
idades de 120 dias, pesando em média 340 gramas e provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). Os animais foram pesados e alojados em gaiolas individuais, sendo
mantidos em condi¢des de temperatura ¢ umidade ambiente controlados e no ciclo
claro-escuro de 12h (07:00-19:00), no Laboratério de Experimentagdo Animal do
Departamento de Nutrigdo. Agua e ragdo foram disponiveis ad libitum, sendo retirada a
racao 24h antes da eutanasia, mantendo-se livre o acesso a agua.

A opgao pela linhagem Wistar foi relacionada a experiéncia prévia de outros

autores que realizaram estudos dos distirbios do aparelho digestério.

2.2-Avaliacdo macroscopica das lesdes gastricas

Apo6s remogao do estdbmago, uma incisao foi realizada ao longo da sua curvatura
maior. O 6rgdo foi lavado com solugcdo de NaCl (0,9%) para retirada de restos
alimentares e em seguida fixado em solucdo de formol neutro a 10% tamponado, por
24h. O orgdo foi analisado em estereomicroscopio Olympus® SZ40, onde foram

selecionados os fragmentos contendo ulceragdes.

2.6-Avaliacdo microscépica das lesdes gastricas

Os fragmentos selecionados foram destinados ao estudo sob microscopia de luz,
e submetidos as técnicas histoldgicas rotineiras, desde a desidratagdo em série crescente
de alcoois 70, 80, 90 e 100%, até a inclusdo em parafina histoldgica purificada (PF 56-
58°C).

Os blocos foram seccionados em microtomo de rotagdo manual (Leica® 2045),
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com espessura de 4um e os cortes teciduais corados pelas técnicas de Hematoxilina-
Eosina (HE) (Grimaldi Filho, 1981).

A andlise histologica foi realizada no Laboratorio de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV, em microscopio de luz Olympus® BX 41.

Formam obtidas imagens em fotomicroscopico Olympus® C31.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Anatomicamente, o estdmago do rato Wistar estd localizado na cavidade
abdominal sob a linha mediana ventral, na por¢do esquerda, caudal ao figado, com a
forma de um C e com uma concavidade cranial, onde se observa a penetragdo do
esofago. O peritdnio encontra-se ligado ao estbmago por uma membrana denominada
omento maior. Estes dados estdo de acordo com as observacdes realizadas por Freiburg
(2007), onde o mesmo ainda relata que o estdbmago pode ser divido em varias regides,

conforme o esquema da Fig. 1.

Regido Aglandular
v ¢ / = 1 Esofago e Regido cardia
2 Curvatura menor
" 3 Curvatura maior
E | Margem pregueada | 4 Saco cego
7 5 Regido Fundica
s 6 Corpo do estdmago
3 7 Regido pildrica
S 8 Piloro

Regido Glandular
(Epitélio Glandular)

Figura 1. Esquema representativo do estomago de ratos Wistar e suas subdivisdes
(Adaptado de Freiburg, 2007).
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O estomago dos ratos Wistar (Rattus norvergicus) é curto em relagdo ao
segmento intestinal. O cardia, regido que guarnece a entrada do estdmago, ¢ o piloro,
esfincter localizado na saida do mesmo, se localizam préximos devido ao formato do
orgdo. Segundo Sharp e Regina (1998) o estobmago apresenta dorsalmente a regido do
fundo géstrico, aglandular. As demais regidoes do estdmago (glandulares) estdo
separadas pela margem pregueada (margo plicatus) e se encontram com o corpo € antro
pilorico. Andrew e Hickman (1974) relatam que a por¢ao aglandular é opaca e possui
uma coloracao esbranquigada, enquanto a regido ¢ glandular ¢ translucida e apresenta-se
com coloragdo rdéseo-avermelhada, o que pode ser confirmado em nossa analise
macroscopicamente do 6rgdo como visto na Fig. 2. Porém, o tempo de exposicdo ao

agente fixador pode levar ao clareamento da mucosa glandular.

Figura 2. Visdao macroscopica do estdbmago de ratos Wistar seccionado ao longo da
curvatura maior, expondo a mucosa gastrica. A — visdo geral do 6rgdo; B — Detalhe da
regido glandular e aglandular. Margem pregueada (seta); regido glandular (*) e regido
aglandular (ponta de seta).

A margem pregueada ¢ a “linha” de divisdo entre o epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado que reveste a por¢ao aglandular e o epitélio simples cubico

que reveste a regido glandular (Fig. 2). Segundo Sharp e Regina (1998) a regiao
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glandular (Figs. 3 e 4) possui alta atividade produtora de muco, responsavel pela
prote¢do da mucosa gastrica. Dani e Castro (1993) relataram ainda que as glandulas
gastricas possuem alta atividade protetora da parede gastrica contra as agressdes
alimentares e suas proprias excregdes glandulares. Esta protecdo pode ser atribuida a
alta velocidade das mitoses deste epitélio e, também, ao muco. Estes dados permitem
inferir que a regido glandular ¢ menos acometida pela formagao de lesdes, em relagdo a
regido aglandular, devido as propriedades protetoras da mucosa. Segundo Goodman e
Gilman (2006) dentre os fatores protetores estdo o muco e bicarbonato produzidos pelas
células epiteliais superficiais, apds um sinal estimulador originado por prostaglandinas
(PG’s). Estes lipideos sdo sintetizados pelas ciclooxigenases (COX) e possuem
afinidade por receptores EP; para PG’s na por¢do basal das células epiteliais superficiais
da mucosa gastrica. O muco protege a mucosa gastrica de forma mecéanica, lubrificando
a parede gastrica e prevenindo sua erosdo, ja o bicarbonato atua como uma protegao
quimica, neutralizando o a acidez proporcionada pelo acido cloridrico (Andrew e

Hickman, 1974; Dani e Castro, 1993).

Figura 3. Regido glandular da mucosa géstrica. A - seta dupla evidenciando a espessura
da mucosa; B - detalhe da tinica mucosa evidenciando a muscular da mucosa (MM),
tunica submucosa (*) e a camada muscular (seta); C — abertura da fosseta géstrica na luz
estomacal (F) e células mucosas superficiais (cabeca de seta). A - Barra 100um, B -
Barra 150pm e C - Barra 175um. HE.
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Figura 4. Glandulas fundicas do estdmago de rato Wistar. Célula parietal (P); células
zimogénicas (setas); muscular da mucosa (MM). A — Barra 175um e B — Barra 200pm.
HE.

Segundo Freiburg (2007) a mucosa glandular do estdmago de ratos Wistar pode
ser dividida em regides (Fig. 1) com diferentes tipos celulares: regido cardia, regido
fundica e regido pilorica. Andrew e Hickman (1974) relataram que regido cardia, esta
localizada ao redor da abertura gastrica do es6fago, se estendendo a borda da margem
pregueada. Acredita-se que a mesma seja responsavel pela secrecdo de bicarbonato e
muco protetor. A regido fundica ¢ composta pela maior parte da mucosa glandular e
ocupa a parte ventral do estbmago (curvatura maior). Na regido de mucosa oxintica se
localizam as glandulas gastricas com presenca de células parietais, que segundo
Junqueira e Carneiro (2004) sdo células responséaveis pela secrecdo de acido cloridrico
(Fig. 4, A e B). Estas células se apresentaram com coloragdo clara e predominam na
por¢do apical e média das glandulas. Além disso, a presenga destas células € escassa na
base, semelhante as células parietais do estomago humano, conforme descrito por Dani
e Castro (1993).

Distribuidas entre as células parietais no colo da glandula, estdo localizadas as
cé¢lulas mucosas do colo (Fig. 4). Segundo Konig (2004) estas células secretam um

muco, menos viscoso do que o produzido pelas células da mucosa superficial. Foi
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verificada nestas células uma evidente basofilia que segundo Junqueira e Carneiro
(2004) devem-se ao abundante reticulo endoplasmatico rugoso, que € caracteristico em
cé¢lulas produtoras de proteinas e confere a elas coloragdo azul escuro. Por fim, a regido
pilorica, que se estende da regido findica até ao piloro (esfincter presente entre o
estomago ¢ o intestino delgado). Segundo Andrew e Hickman (1974) a maior parte das
células presentes nas glandulas pildricas secretam, assim como na regido cardica, muco
diretamente no lumen gastrico, formando uma “cortina” de muco protetor que funciona
como uma barreira alcalina e tamponam o pH acido do suco gastrico.

As maiores areas superficiais do estobmago estdo revestidas por células mucosas
superficiais (Fig. 3, C). Dani e Castro (1993) relatam que esta células sintetizam muco
persistente e espesso, uma caracteristica especial do revestimento do estomago. Estas
células apresentaram coloragdo clara, tipica de células produtoras de muco, com nucleo
localizado na por¢do basal. Segundo Junqueira e Carneiro (2004) a presenca destas
células mucosas e sua secre¢do sdo importante para a prote¢do do epitélio gastrico
frente as condigdes 4cidas e da atividade mecanica presente no limen.

O epitélio estratificado pavimentoso queratinizado que reveste a regido
aglandular (Fig. 5) se estende do esofago até a margem pregueada. Esta regido ¢
semelhante ao epitélio esofdgico humano. Segundo Dani e Castro (1993), o nimero, a
distribui¢do e o desenvolvimento de glandulas nesta regido sdo muito varidveis no
homem e em outras espécies. Nos caes, estas glandulas sdo numerosas, porem estao
presentes em pequenos numeros nos macacos ¢ totalmente ausentes nos eqiliinos e
roedores. No es6fago humano esse tipo de epitélio, ¢ diferenciado para a prote¢ao
mecanica, ao contrario da mucosa estomacal que faz mais uma protecdo contra
substancias quimicas (Dani e Castro, 1993). Entretanto, ainda ndo se sabe a funcdo da
regido aglandular no estobmago de ratos. Segundo Cunningham (1993), acredita-se que a

regido aglandular seja um local onde pequena quantidade de digestdo fermentativa
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possa ocorrer. Sugere-se ainda que esteja relacionado com o habito alimentar dos
roedores, o que favoreceria uma maior prote¢do as particulas solidas ingeridas. Porém,
esta regido tem menor contato com a ingesta ¢ ainda ¢ considerada a area de maior
incidéncia de formagdo de ulceras gastricas, especialmente por possuir pouca resisténcia
a acdo do acido cloridrico e pepsina (Andrew e Hickman, 1974; Cunningham, 1993;

Sharp e Regina, 1998).

Figura 6. Regido aglandular da mucosa gastrica de ratos Wistar. Mucosa M); ‘muscular
da mucosa (MM); submucosa (SM); muscular (Mc); queratina (*); camadas epiteliais
(seta dupla). A — Barra 100um; B - Barra 150um e C - Barra de 200pum. HE.

3.1 - O rato Wistar e a pesquisa experimental com Ulceras gastricas

As tlceras pépticas afetam um ntimero consideravel de pessoas no mundo. As
lesdes na mucosa gastrica ocorrem quando existe um desequilibrio entre os fatores
agressores, como a secre¢do acida gastrica e os fatores protetores da mucosa gastrica,
como a camada muco-bicarbonato, hidrofobicidade da mucosa e o fluxo sanguineo
(Dani e Castro 1993). Assim, o desenvolvimento de uma terapéutica adequada para o
tratamento das ulceras pépticas tornou-se de vital importancia. Segundo Vinagre et al.
(2005), as drogas utilizadas atualmente no tratamento de Ulceras gastricas ndo sdo
totalmente eficazes na cicatrizagdo das mesmas. Entre as drogas empregadas, temos

antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas do receptor H, para histamina e inibidores de
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bomba de préton. Entretanto, a maioria destas drogas possui alto valor agregado e
varios efeitos adversos. Segundo Yunes et al. (2001), faz-se necessario a busca de novos
farmacos proporcionando alternativas terapéuticas seguras e de baixo custo e deve ser
levado em consideragdo a grande biodiversidade encontrada no Brasil, que ¢
consequentemente uma rica fonte para novos farmacos. Viegas et al. (2006) relatam que
o mercado farmacéutico mundial esta estimado em 505 bilhdes de dolares, em 2004.
Estes nimeros exemplificam a importancia econdmica do setor industrial farmacéutico
e, portanto, a dos produtos naturais, de quaisquer origens, como fonte de novos padrdes
moleculares uteis para descoberta de farmacos. Segundo Simdes et al. (2004) muitos
achados etnobotanicos tem relatado a grande utilizagdo de plantas e derivados, tanto
para o tratamento e prevencdo de Ulceras gastricas como para outras patologias.
Havsteen (2002) em seus estudos tém demonstrado que diferentes substancias oriundas
de plantas, ndo oferecem apenas gastroprote¢dao, mas também aceleram a cicatrizagdo de
ulceras gastricas. Porém, para este tipo de estudo hé a necessidade de estabelecimento e
entendimento dos modelos experimentais utilizados. Assim, a descri¢do anatomica e
histologica, aliada a dados bioquimicos e fisiologicos, sdo de suma importancia na
pesquisa cientifica na busca de novos farmacos. Deste modo, este trabalho podera
contribuir para o aprimoramento de estudos que visam a utilizag¢do de ratos Wistar como
modelo experimental de ulceras géstricas. Entretnato, novos estudos visando analisar os
parametros fisiologicos da homestasia no rato Wistar deverdo ser realizados, pois o
mesmo ¢ muito utilizado em pesquisas experimentais mas em contrapartida ha poucas
referéncias disponiveis, o que dificulta e atrasa os estudos pré-clinicos. Uma maior fonte
bibliografica sobre a espécie favorecera uma maior producdo de produtos terapéuticos e

rapidez dos resultados de pesquisas cientifica utilizando o modelo em questao.
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4- CONCLUSOES

A utilizagdo de modelos animais na pesquisa cientifica ¢ de grande importancia
para o desenvolvimento da ciéncia e da humanidade. Porém, hé necessidade de um
maior nimero de fontes bibliograficas que relatem sobre os achados histolégicos e
macrocopicos das espécies estudadas. Assim, a descricdo do estomago de ratos Wistar
realizada neste trabalho visou acrescentar conhecimentos e permitir maior acesso a

comunidade cientifica que faz uso da espécie como modelo de ulceras géstricas.
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3-CONCLUSOES GERAIS

¢ A utilizacdo de modelos animais na pesquisa cientifica ¢ de grande importancia
para o desenvolvimento da ciéncia e da humanidade.Assim, ha necessidade de um maior
numero de fontes literarias que relatem sobre os achados histologicos e fisiologicos das
espécies estudadas.

e A descricdo macroscopica ¢ histologica do estobmago de ratos Wistar realizada
neste trabalho visou acrescentar conhecimentos e permitir maior acesso a comunidade
cientifica que faz uso da espécie em modelo de tilceras gastricas.

e Conclui-se que o extrato aquoso de EAB, permitiu a cicatrizacdo das ulceras
gastricas de ratos Wistar. O resultado obtido com o EAB foi semelhante a um farmaco
comercializado comumente, o omeprazol, agindo de maneira ndo prejudicial, e sim

favorecendo condi¢des adequadas para o restabelecimento do tecido.
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