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Resumo:

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do tratamento com
microparticulas lipidicas sélidas contendo trans-anetol (MLSAN) sobre a
mucosa gastrica de ratos artriticos. Para isto, amostras dos estdbmagos de
ratos dos diferentes grupos foram preparadas e o0s cortes histologicos
transversais semi-seriados de 6 pm de espessura foram corados com
hematoxilina/eosina (HE) e com acido periddico de Schiff (PAS). Os cortes
corados com HE foram utilizados para avaliar a espessura da parede total,
da mucosa e da submucosa (um) do estbmago e, também, a area das
células parietais e principais (mm?2). Os cortes corados com PAS foram
utilizados para determinacdo do contetdo de mucinas (glicoproteinas que
compdem o0 muco gastrico), expressos como area (mm?). Os resultados
mostraram alteracfes estruturais e morfolégicas na mucosa géastrica de ratos
artriticos. O tratamento com as MLSAN (25 e 50 mg/kg) por um periodo de
21 dias ndao modificou tais altera¢des, no entanto, o tratamento com IB (35
mg/kg), anti-inflamatoério de referéncia, provocou alteracdes adicionais como
ulceracao, diminuicdo da espessura da mucosa e aumento da secrecdo de
mucinas. No conjunto, os dados forneceram evidéncias que o tratamento
com MLSAN, por um periodo mais prolongado nédo agravou as lesdes
gastricas provocadas pela artrite induzida por adjuvante (AlA).

Introducéo

O trans-anetol [anetol 1-metoxi-4-benzeno-(1-propenil)] € um composto
aromatico encontrado naturalmente no anis (Pimpinella anisum), anis-
estrelado (lllicium verum) e funcho/erva-doce (Foeniculum vulgare) sendo
responsavel por mais de 90% da composicdo do O6leo essencial. E
encontrado em menores concentragcbes nos Oleos essenciais da erva-
cidreira (6,1%), coentro (0,5%) e manjericdo (0.08%). Este composto
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apresenta numerosas atividades biolégicas: antimicrobiana, antioxidante,
antinociceptiva, hepatoprotetora, anti-inflamatoria, entre outras. Estudos
realizados por nosso grupo de pesquisadores mostraram que o trans-anetol
(AN) administrado em ratos, por via oral, exibe um efeito inibitério sobre a
dor de origem inflamatéria aguda (induzida pela carragenina) e persistente
(induzida pelo adjuvante completo de Freund-ACF), e também sobre a
resposta inflamatéria aguda (edema de pata e pleurisia induzidos pela
carragenina) e cronica (artrite induzida pelo ACF). Nestes estudos a maior
efichcia do AN ocorreu quando o composto foi administrado em doses altas
(125 e 250 mg/Kg). Recentemente, foi demonstrado que o tratamento de
ratos com uma combinacgao de AN + ibuprofeno (IB) em doses baixas e com
microparticulas contendo AN, também em doses baixas, apresentaram um
potencial anti-inflamatério similar a monoterapia com AN e o IB em doses
altas. Nestes estudos também foram observados, por analise histologica,
alterac@es estruturais e morfologicas no estbmago dos animais artriticos ndo
tratados, as quais foram agravadas pelo tratamento com IB. Assim, o
objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do tratamento com
microparticulas lipidicas solidas contendo trans-anetol (MLSAN) sobre a
mucosa gastrica de ratos artriticos (AlA).
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Materiais e métodos

Para este estudo foram utilizados os estdmagos de ratos usados em
experimentos que avaliaram a atividade anti-inflamatéria das MLSAN no
modelo de inflamacdo crénica induzida pelo ACF. ApOs eutanasia dos
animais dos grupos normal (N), artriticos (AIA), e artriticos tratados com
MLSAN (25 e 50 mg/kg) e IB (35 mg/kg), os estbmagos foram removidos e
por uma incisao realizada ao longo da curvatura menor foi feita a limpeza
dos restos alimentares com solugdo de NaCl (0,9%). Imediatamente apos,
os estdbmagos foram fixados em solucdo de ALFAC tamponado (alcool 800
GL 85%, formaldeido 10% e &cido acético glacial 5%) por 12 h.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas, diafanizadas em xilol e
incluidas em blocos de parafina. Os cortes histologicos transversais semi-
seriados de 6 um de espessura foram corados com hematoxilina/eosina
(HE) e com acido periédico de Schiff (PAS). Os cortes corados com HE
foram utilizados para avaliar parametros como: a espessura da parede total,
da mucosa e da submucosa (um) e, também a area das células parietais e
principais (mm?). Os cortes corados com PAS foram utilizados para
determinacdo da area, em mm?, que representa o conteudo de mucinas
(glicoproteinas que compdem o0 muco gastrico). Para isto, para cada animal,
foram capturadas 16 imagens aleatorias no aumento de 10X para as
analises morfométricas, 50 imagens no aumento de 40X para mensuracao
da area das células, e 15 imagens no aumento de 20X para a quantificacao
das mucinas gastricas utilizando microscopio Optico Olympus BX41
(Olympus, Toéquio, Japado). As imagens digitalizadas foram utilizadas para
analises no software Image Pro-Plus, versédo 4.5 (Media Cybernetics, Inc. —
Silver Spring, Maryland, USA). Os resultados foram apresentados como
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média * erro padrdo da média (E.P.M.). Os dados foram submetidos ao
software GraphPad Prisma (versdo 5.0) e analisados por Analise de
variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. P < 0,05 foi
considerado como nivel de significancia.
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Resultados e Discussao

As andlises histolégicas pela técnica de HE mostraram que a mucosa
gastrica dos ratos normais (N) apresentou aspectos morfolégicos
conservados, com células bem definidas, dispostas de maneira organizada e
distribuicdo normal. A mucosa gastrica dos ratos AIA, 21 dias apés a
indugcédo da doenca, apresentaram alteracdes incluindo desorganizagao da
sua arquitetura e hipertrofia das células parietais quando comparada ao
grupo N. A mucosa gastrica dos ratos tratados com a MLSAN apresentou
caracteristicas semelhantes as dos ratos AIA. O tratamento dos ratos
artriticos com IB (35 mg/kg por 21 dias) provocou além das alteracdes
encontradas na mucosa gastrica dos ratos AIA, uma reducdo da espessura
da camada mucosa quando comparado aos grupos N e AlA, e a presenca
de lesbes mais graves na mucosa, como ulceracdes, fibrose e infiltrado
inflamatoério. As avaliacdes histologicas pela técnica de PAS mostraram um
aumento do contetdo de mucinas na mucosa gastrica dos ratos AIA quando
comparado aos ratos do grupo N. Os animais tratados com a MLSAN
apresentaram contetudo de mucinas similar ao dos ratos AIA, no entanto, 0s
ratos tratados com IB apresentaram um aumento expressivo do contetdo de
mucinas gastricas quando comparado aos ratos dos grupos N e AIA. Em
estudo anterior nés ja haviamos encontrado altera¢cdes na mucosa gastrica
de ratos artriticos (AlA) e de ratos artriticos tratados com IB, semelhantes as
observadas no presente estudo (AMES, 2019). Uma explicacdo para o
aparecimento destas alteragcbes na mucosa gastrica de ratos AIA é que
poderiam ser decorrentes da acdo de mediadores inflamatorios liberados e
da propria inflamacao sistémica que ocorre na evolucdo da AlA (KATO et al.,
2002; AMES, 2019). Alguns estudos experimentais mostram que para
amenizar os danos e proteger a mucosa gastrica apdés uma agressao, pode
ocorrer um aumento da producdo de mucina, formando uma capa muco-
protetora que favorece a regeneracdo tecidual (AGOSTINI, 2013;
SCHNEIDER, 2014). Um achado interessante no presente estudo foi que,
embora o tratamento dos ratos artriticos com as MLSAN (25 e 50 mg/kg por
21 dias) ndo preveniu ou reduziu as alteragbes na mucosa gastrica
causadas pela prépria doenca, ndo provocou alteracdes adicionais como as
encontradas nos ratos artriticos tratados com IB.

Conclusodes

No conjunto, os resultados mostraram evidéncias que o tratamento de ratos
artriticos com microparticulas lipidicas solidas contendo trans-anetol
(MLSAN) apresentaram maior seguranga sobre a mucosa gastrica quando
administradas por periodo mais prolongado. Assim, pode ser sugerido que
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as MLSAN constituem uma alternativa terapéutica relevante e segura para o
tratamento de doencas inflamatérias.
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