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RESUMO

O presente estudo sera conduzido para investigar a atividade antiulcerogénica
da administracdo oral prévia do 6leo essencial extraido do fruto da arvore
Schinus molle, conhecida popularmente como “aroeira”, em modelo animal
para ulcera gastrica aguda induzida com etanol. Para o protocolo experimental
serédo estudados 15 ratos Wistar, divididos em 3 grupos (controle, controle +
ulcera gastrica, tratado + ulcera gastrica). A Ulcera gastrica sera induzida
através de administragdo oral unica de etanol 96% através de gavagem, nos
animais experimentais. O tratamento sera realizado no grupo tratado + ulcera
gastrica, a partir da administragdo oral através de gavagem do 6leo essencial
de S. molle, cinco dias antes da inducido da ulcera, para analise do potencial
efeito gastroprotetor do produto natural. Os animais serdo eutanasiados uma
hora apds a administracdo do etanol. O estdmago de cada animal sera retirado,
lavado e utilizado para analises macroscépicas e microscépicas. A avaliacéo
macroscopica sera baseada na hemorragia da mucosa gastrica, a partir da
analise de trés parametros: tamanho, numero e local da hemorragia. Para
analise histologica, um fragmento de estbmago de cada animal sera fixado em
solugdo de formaldeido e processado de acordo com a rotina histoldgica para
microscopia de luz. Para exame histopatoldgico, os parametros avaliados
serao: profundidade de eroséo tecidual, presenca de hemorragia, inflamagao e
apoptose. Espera-se encontrar, no geral, ao final do experimento, um efeito
protetor do oleo frente a condigdo patologica de ulcera no estbmago. E isso
inclui a diminuigdo do processo hemorragico e inflamatério apds a

administracao do etanol.
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1 INTRODUGAO

A Ulcera formada a partir da mucosa do estdbmago é um dos principais
disturbios gastrointestinais com aumento significativo na incidéncia e
prevaléncia na populagdo mundial. Essa condicdo esta intimamente
relacionada aos fatores exdgenos capazes de desencadear este desequilibrio,
tais como bebidas alcoolicas em excesso, dietas pobres, estresse, tabagismo e
ingestao prolongada de anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) (1).

O desequilibrio entre fatores defensivos e agressivos esta na base da
formagdo das lesdes ou ulceragbes da mucosa gastrica. A diferenga entre
lesdo e ulceragcdo € que a primeira se limita a mucosa, enquanto a segunda
penetra a camada muscular da mucosa (2).

Medicamentos utilizados para a proteger a mucosa gastrica de uma
possivel formagdo de ulcera deve ter a capacidade de reduzir o estresse
oxidativo e inflamatério envolvidos na fisiopatologia da formagdo da ulcera
gastrica (1). Nesse sentido, diversas plantas e ervas tem sido utilizadas no
tratamento de desordens gastrointestinais com potencial atividade antioxidante
e gastroprotetora.

O dleo essencial de folhas de Hyptis martiussi, conhecida popularmente
como ‘“cidreira-do-mato” ou “cidreira-brava”, tem atividade antiulcerogénica,
evidenciada pela inibicado significativa na formacdo de ulceras em varios
modelos. O efeito pode estar relacionado com o aumento dos fatores de defesa
da mucosa gastrica (3). O dleo essencial de Apium graveolens (4), Pterodon
emarginatus (5) também possuem atividade antiulcerogénica em modelo
animal, conforme comprovacgao em estudos cientificos.

Alguns ensaios cientificos acerca da planta Schinus molle estao
disponiveis na literatura cientifica. Em ensaios por cromatografia ja foi
observado que algumas fragbes extraidas da semente de S. molle possuem
efeitos anti-inflamatérios e analgésicos (6). O dleo essencial extraido da folha e
fruto de S. molle possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
sugerindo seu potencial uso em industrias alimentares ou farmacéuticas (7).

Ha trés formas para se induzir ulcera gastrica aguda em modelo animal:
inducdo por medicamento (acido acetilsalicilico e indomectina), indugao por
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estresse e inducao por etanol. O consumo de alcool pode causar inflamacgao da
mucosa gastrica a partir de uma unica administracdo. O alcool 96%
rapidamente penetra a mucosa gastrointestinal causando danos na membrana
celular, exfoliagdo celular e erosdao. O aumento da permeabilidade ao acido
cloridrico como resultado dessas agressdes, em associacdo a liberagdo de
substancias vasoativas pelos mastocitos, macrofagos e eritrocitos
desencadeiam necrose e subsequente formagao de ulcera (8).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é investigar os efeitos do dleo
essencial de S. molle em modelo de ulcera gastrica aguda induzida por etanol
em ratos Wistar.

2 JUSTIFICATIVA

A contribuicdo da pesquisa com animais experimentais muito tem
somado ao conhecimento e evolugdo das Ciéncias Biologicas (morfologia,
fisiologia e farmacologia). Resultados obtidos de acgbes terapéuticas de
diversas substancias sdo extrapolados para a aplicacdo em seres humanos. A
utilizagdo da insulina, vacinas, soros e antibioticos s&o alguns exemplos de
contribui¢des cientificas advindas de estudos realizados em animais. Mesmo
com o progresso de métodos alternativos, 0 modelo animal experimental possui
certas vantagens no que tange o fornecimento de informagdes sobre o
organismo como um todo (2). A ulcera gastrica € uma condigdo patoldgica
digestiva que envolve a injuria da mucosa do estdmago com incidéncia
alarmante nos ultimos anos. Ocorre por um desequilibrio entre os fatores
agressivos como acido, pepsina, refluxo de sais biliares, ingestdo de drogas
versus fatores protetores e defensivos como a barreira de muco e bicabornato
na mucosa e as ligagdes de superficie das células epiteliais. Algumas drogas,
principalmente as que possuem acdo antiacida, estdo disponiveis
comercialmente, mas se mostram muitas vezes limitadas e com sérios efeitos
adversos (8). Na medicina popular, utiliza-se empiricamente substancias de
origem vegetal para o0s mais variados desequilibrios organicos.
Comprovadamente, na literatura cientifica, alguns compostos naturais tem sua
efetividade antiulcerogénica, demonstrando o potencial das plantas medicinais
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como fontes alternativas para o tratamento de ulceras gastricas. Confrontando
com o desafiador tratamento convencional de ulceras gastricas no sistema de
saude, o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos eficazes, menos

téxicos e de baixo custo se faz necessario (9).

3 HIPOTESE

O dleo essencial extraido dos frutos selvagens de S. molle possui efeito
protetor da mucosa gastrica, melhorando os aspectos macroscépicos e

microscopicos da ulcera gastrica induzida em animais experimentais.

4 OBJETIVO

O trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da administragdo oral do
Oleo essencial extraido do fruto selvagem da planta S. molle em relagdo a
injuria causada na mucosa do estdmago induzida experimentalmente com a
administracdo oral de etanol 96% em ratos Wistar, a partir de analises

macroscopicas e microscopicas.

5 METODOLOGIA

5.1 Obtencao e analise do 6leo essencial dos frutos de Schinus molle

Os frutos de S. molle foram coletados no municipio de Barbacena, Minas
Gerais, no periodo matutino, entre 6:30 e 7:30 horas.

Para a extracdo do 6leo essencial dos frutos de S. molle sera
empregado o método de hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger. O
hidrolato sera extraido com diclorometano, em triplicata de 30 mL. Em seguida,
a solugdo sera seca com sulfato de sédio anidro (NaxSO,4) para retirar o
excesso de agua e posteriormente filtrada. O solvente sera removido por
pressao reduzida por meio de um evaporador rotativo e o 6leo sera conservado

em refrigerador até as analises e demais experimentos.



As analises dos constituintes quimicos do o6leo essencial serao
realizadas em cromatografo gasoso Shimadzu GC — 17A, equipado com uma
coluna capilar DB - 5 (30 m x 0,25 mm), filme = 0,25 ym e ionizado por impacto
eletrénico (IE) (70 e. V).

Os componentes do 6leo serdo identificados por meio da comparagao
de seus espectros de massas e de seus indices de retengdo com aqueles
existentes na literatura do equipamento. Os indices de retengéo linear (indice
de Kovats) dos componentes serdo calculados em relagcdo aos tempos de

retencao de uma série de n-alcanos.

5.2 Amostra e procedimentos

Os procedimentos serao realizados em conformidade com a Resolucao
Normativa n° 01, de 09 de julho de 2010, constante no Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA). O protocolo experimental sera
encaminhado para apreciacédo e autorizacdo da Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Barbacena (CEUA-FAME).

Serdo estudados 15 ratos Wistar machos (7-8 semanas de idade),
pesando 200-250 g, obtidos de coldnias do Biotério do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e mantidos no
biotério do Nucleo de Pesquisa e Extensdo (NUPE) da FAME, sob condi¢des
controladas (temperatura 21+2 °C, umidade 60+10%, ciclo de luz invertido de
12 horas - claro/escuro e ciclo de reposi¢gédo de ar 15 min/h). Os animais serao
alimentados com ragao balanceada padréo e agua ad libitum.

Os animais serao divididos em trés grupos com 05 animais cada: grupo
01- Controle (animais saudaveis e sem tratamento), grupo 02 — Controle +
ulcera gastrica (animais que receberdo etanol 96% e ndo receberéo
tratamento), grupo 03- Tratado com d6leo essencial + Ulcera gastrica (animais

que receberéao etanol 96% e administragao oral de éleo essencial).



5.2.1 Indugao da ulcera gastrica com etanol

Para indugdo da ulcera gastrica aguda nos animais experimentais,
etanol (96%, 0,5 ml/100g) sera administrado oralmente através de gavagem.

Os animais serao eutanasiados uma hora apés a administracao do alcool.

5.2.2 Tratamento com 6leo essencial

Os animais do grupo 03- Tratado com 6leo essencial + Ulcera gastrica
receberao oralmente 6leo essencial (50mg/Kg) da planta Schinus molle através
de gavagem, durante 05 dias antes da indugao da ulcera gastrica. Uma hora
apos a indugao da ulcera com etanol, os animais serdao eutanasiados, como

descrito anteriormente.

5.3 Analises

5.3.1 Avaliacdo macroscopica e microscopica

O estbmago de cada animal sera removido imediatamente apos a
eutanasia. O 6rgao sera aberto na curvatura maior e lavado com solugao salina
(NaCl 0,9%). A mucosa do estdbmago aberto sera avaliada macroscopicamente
e fotografada para comparacédo. Um fragmento do érgéo sera retirado e fixado
em formaldeido para preparagao histolégica de rotina.

O escore da avaliagdo macroscopica sera baseada na hemorragia da
mucosa gastrica. Serao trés parametros avaliados: tamanho, numero e local da
hemorragia. Escores em relagdo ao tamanho: escore 1- tamanho puntiforme
(menor que 2mm; escore 2- médio (entre 2 e 5mm); escore 3- intenso ou em
bandas (maior que 5mm). Escores em relagédo ao numero: escore 1- de 0 a 4;
escore 2- de 5 a 6; escore 3- mais que 6. Escores em relagao ao local: escore
1- unilateral; escore 2- bilateral. A soma das pontuagdes para os diferentes
parametros permite o calculo do escore macroscopico total, com maximo

possivel de 8 (8).



Para exame histopatoldgico, o fragmento de estdmago sera preparado
em l|aminas histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Os
parametros avaliados serdo: profundidade de erosdo tecidual, presenga de
hemorragia, inflamagdo e apoptose. Escores em relagdo a profundidade de
erosao tecidual: escore 1- até 1/3 da profundidade total da mucosa; escore 2-
até 1/3 da profundidade total da mucosa; escore 3- mucosa total. Escores em
relacdo a hemorragia: escore 1- focal; escore 2- média; escore 3- severa.
Escores em relagao a inflamagao: escore 1- leve; escore 2- média; escore 3-
severa. Escores em relacdo a apoptose: escore 1- leve; escore 2- média;
escore 3- severa. A soma das pontuagdes para os diferentes parametros
permite o calculo do escore microscoépico total, com maximo possivel de 12 (8).

5.4 Analise estatistica

Os dados serao apresentados como média e erro padrao da média. As
andlises estatisticas serdo realizadas pela comparagdo entre os grupos.
Valores de p<0,05 serdo considerados estatisticamente significantes. As
analises serdo calculadas com o programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, Sdo Diego, California, EUA) pelo Teste t ou analise de variancia,

conforme permitirem a distribuicio dos resultados.
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7 CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES

MES PRINCIPAIS ATIVIDADES SEMANAIS
Feveiro v" Inicio do PIC
2022 v Apresentagéo do projeto
v Discussao de artigos cientificos (todos os meses)
v" Abordagem do manual de praticas em animais de laboratério
v Conhecendo o biotério do NUPE
Marco v/ Capacitagdo do aluno para o uso de animais de laboratério
Abril v Protocolo experimental
v Tratamento com 6leo essencial
v Eutanasia dos animais
v' Preparacgdo do material a ser analisado
Maio v" Processamento histolégico do fragmento da lesdo
v' Realizacdo de técnicas histolégicas (coloragdo de Hematoxilina
e Eosina)
Junho v" Analise do material em microscopia 6ptica
Julho v" Andlise do material em microscopia 6ptica
v' Férias coletivas
Agosto v Analise estatistica
v' Escrita dos resultados
Setembro v' Escrita dos resultados e discussao
v' Desenvolvimento do artigo cientifico
Outubro v' Desenvolvimento do artigo cientifico
Novembro v Desenvolvimento do artigo cientifico
v' Submissao do artigo cientifico
Dezembro v' Férias coletivas
Janeiro v Participagdo em eventos cientificos
Fevereiro v Finalizagdo do PIC
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8 ORGAMENTO

Material cirargico 1
Prancha de plastico 2
Esparadrapo 1
Seringa e agulha (5ml) 30
Gaze 1
Luvas (tamanho M e G) 5

* Itens disponiveis para uso do pesquisador no biotério ou no almoxarifado.

Animais (Ratos Wistar) 15 13,00 195,00
Seringa 1ml 100 30,00 30,00
Xilazina 2 35,00 70,00
Cetamina 1 180,00 180,00
Diluente 20 1,00 20,00

> Total do orcamento: R$ 495,00

» Além dos itens listados para compra sera necessario a disponibilizagéo
de transporte até o biotério da UFV para buscar os animais
experimentais.
9 SOLICITAGAO DE BOLSA PARA ACADEMICOS

Para a execugdo do presente projeto proposto, s&o solicitados dois
alunos / duas bolsas de estudo através do programa de iniciagéo cientifica da
Faculdade de Medicina de Barbacena (PIC - FAME).

10 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

O projeto sera encaminhado para apreciagao junto a CEUA da FAME e

sera executado apés parecer da comissao, em caso de aprovagao.
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