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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Avaliar a protegio gdstrica
do extrato hidroalcodlico da semente de girassol (EHSG) em re-
lagio ao estresse, ao uso de indometacina e etanol.

METODO: Foi realizado um estudo experimental envolvendo
90 ratas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar, fémeas,
com peso corporal médio de 150-230 g, divididos em 18 grupos
distintos os quais receberam os seguintes tratamentos: EHSG:
250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg; etanol 0,5
mL; cimetidina 60 mg/kg; indometacina 20 mg/kg; dgua 1 mL.
Os dados foram analisados utilizando o programa Grand Pad
Prism 5 com aplicagio de testes estatisticos considerando o nivel
de significAncia de 5%.

RESULTADOS: O EHSG apresenta prote¢io contra as lesoes
géstricas em ratas, nas doses de 250 e 1000 mg, tanto no modelo
pelo estresse, quanto na indugio por etanol e indometacina.
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CONCLUSAO: Os dados obtidos no presente estudo mostram
que o EHSG apresenta protegio géstrica em determinadas doses.
Descritores: Cimetidina, Estresse, Indometacina, Protecao gds-
trica, Ulcera géstrica.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: To evaluate the gastric
protection hidroalcodlico extract the sunflower seed (EHSG) in
relation to stress, the use of indomethacin and ethanol.
METHOD: We conducted an experimental study invol-
ving 90 rats (Rattus norvegicus albinos), Wistar, females, mean
body weight of 150-230 g were divided into 18 distinct
groups which received the following treatments: EHSG: 250
mg/kg , 500 mg/kg, 1000 mg/kg and 2000 mg/kg; 0.5 mL etha-
nol, cimetidine 60 mg/kg, 20 mg/kg indomethacin; 1 mL wa-
ter. Data were analyzed using the GrandPad Prism 5 with appli-
cation of statistical tests, the significance level of 5%.
RESULTS: The EHSG has protective against gastric injury in
rats at doses 250 mg and 1000, both in the model by stress, as in
the induction by ethanol and indomethacin.

CONCLUSION: The data obtained in this scudy show that has
EHSG gastric protection in certain doses.

Keywords: Cimetidine, Gastric protection, Gastric ulcer, Indo-
methacin, Stress.

INTRODUCAO

A histéria da cicatrizacio das feridas e o emprego da fitoterapia na
sua reparagio sio tdo antigos quanto 2 histéria da humanidade.
As utilizagoes de plantas medicinais na prdtica aparecem desde
2.500 anos a.C., e muitas destas sio mencionadas em textos chi-
neses ou ensinamentos budistas. Na natureza existem milhares de
plantas com acdo farmacoldgica. O Brasil, nesse aspecto, caracte-
riza-se por possuir grande riqueza de plantas, apesar de a maioria
delas ser utilizada sem embasamento cientifico. Dentre os vérios
fitoterdpicos utilizados pela populacio encontra-se o Helianthus
annus Linné (girassol). As plantas medicinais além de ser a maior
fonte de matéria-prima para a descoberta de novas moléculas sio
também um recurso natural potencialmente ativo na forma de
fitoterdpico’.

O uso popular de produtos naturais, principalmente os deriva-
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dos de plantas medicinais, estd entre as mais atrativas fontes de
novos medicamentos e tem mostrado resultados promissores no
tratamento de tlcera gdstrica. Em 2001 e 2002, cerca de 25% dos
firmacos mais vendidos mundialmente, eram produtos naturais
ou seus derivados™.

A tlcera péptica constitui uma desordem do trato gastrintestinal
que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, e tém sido, hd
bastante tempo, uma das causas mais importantes de morbidade
e mortalidade’. O tratamento de tlceras géstricas ¢ de alto custo,
nio sendo acessivel a grande parte da populagio. Dessa forma,
constitui ainda um grande desafio e torna-se necessdrio o desen-
volvimento de novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos
toxicos e de baixo custo.

O girassol é uma planta origindria do México e cresce bem na
Europa Central e na Ruassia Meridional, necessitando de muito
sol e de umidade. As suas sementes possuem em seu dleo, dcido
oléico e uma grande abundéncia de 4cidos graxos insaturados,
especialmente o 4cido linoléico, que melhoram a quimiotaxia de
leucécitos polimorfonucleares apés lesio tecidual®.

Vale, portanto mencionar, que os beneficios cicatriciais e as agoes
do bleo de girassol rico em triglicerideos de cadeia média con-
firmaram-se como a base para o desenvolvimento de compostos
promotores da aceleragio no processo de cicatrizacio de lesées de
pele e mucosas®®.

E importante destacar que os riscos de leses géstricas em pa-
cientes que utilizam anti-inflamatério nio esteroide (AINES)
convencionais sdo altos, devido aos seus efeitos colaterais de-
correntes da inibigio da biossintese de prostaglandinas gdstri-
cas, que funcionam como substincias de prote¢do da mucosa.
A indometacina foi introduzida em 1963, é um potente anti-
-inflamatério inibidor nio seletivo da ciclo-oxigenase constitu-
tiva presente no corpo ¢ é responsdvel por funcoes fisioldgicas
importantes’.

Apés a ingestao do etanol, a maior parte do dlcool é absorvida
pelo intestino delgado (80%) e estdbmago (20%), e sdo rapida-
mente distribuidos pelo organismo devido 4 sua alta solubilidade
em dgua. Assim, os AINES quando combinados com o consumo
agudo de dlcool, podem aumentar os riscos para o sangramento
gastrintestinal por lesdes & mucosa géstrica e aumento no tempo
de sangramento®.

O emprego do Helianthus annus na medicina popular tem sido
ancorado em sua propriedade citoprotetora gdstrica, justificando
a necessidade de estudos cientificos que comprovem tal fato.

O objetivo deste estudo foi avaliar a protegao gdstrica do extra-
to hidroalcodlico da semente de girassol (EHSG) em relacio ao
estresse, a0 uso de indometacina e etanol.

METODO

Apbs aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versidade José do Rosdrio Vellano de Alfenas (protocolo n° 04
A/2009), realizou-se este estudo no Laboratério de Fitofdrmacos
da UNIFENAS, respeitando-se a Legislagao Brasileira de Animais
de Experimentagio regulamentada pela Lei Federal 6.638/1979.
Todo o experimento obedeceu aos principios éticos em experi-
mentagdo animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de Expe-
rimentacio Animal (COBEA).

Rev Bras Clin Med. Sao Paulo, 2012 mar-abr;10(2):112-5

Foram utilizadas 90 ratas (Rartus norvegicus albinus), da li-
nhagem Wistar, fémeas, com peso corporal médio de 150-
230 g, provenientes do Biotério Central da UNIFENAS.
Apébs desmame os animais foram tratados com dgua e ragao
ad libitum e mantidos com controle de temperatura a 25° ¢
12h no ciclo claro/escuro, em caixas de polipropileno ade-
quadas 4 sua manutengio.

Os ratos foram divididos em 18 grupos distintos, os quais rece-
beram os seguintes tratamentos: EHSG nas doses de 250 mg/kg,
500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, etanol 0,5 mL; cime-
tidina 60 mg/kg; indometacina 20 mg/kg; e 4gua 1 mL; grupos
que foram submetidos & associagio da cimetidina com etanol
e indometacina; as 4 doses do EHSG com etanol 70% e indo-
metacina; grupos submetidos 4 ligadura pilérica e administragio
de dgua, cimetidina, e as 4 doses de EHSG.

As lesdes géstricas nos ratos foram induzidas por etanol, segundo
o modelo descrito por Robert e col.%; por indometacina, con-
forme relatado por Djahanguiri'®, e pelo estresse, descrito por
Takagi e Okabe''.

Para testar a atividade protetora géstrica do extrato da semente
do girassol, o mesmo foi administrado por via oral (gavagem)
nas doses de 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg, apés jejum de 12
horas e dgua ad libitum. Apés uma hora do pré-tratamento, foi
administrado etanol 70% (0,5 mL/animal, v.o.). Seis horas de-
pois da administracao do etanol, os animais foram eutanasiados
na cAmera de CO2 e a parede abdominal ficou exposta, sendo
o estdmago localizado e removido. Apéds a remogio, o estdma-
go foi mantido em placa de Petri, lavado com dgua destilada e
aberto ao longo da curvatura menor. O contetdo gistrico foi
desprezado, a mucosa lavada delicadamente com dgua destilada
e esticada em placa de isopor. Depois deste procedimento, as
mucosas foram fotografadas e introduzidas no programa /ma-
geLab onde se verificou a quantidade e a drea de cada lesdo e a
drea total de cada mucosa.

O mesmo procedimento ocorreu em outros grupos, administran-
do-se a indometacina 20 mg/kg, também por gavagem.

As lesoes gdstricas por estresse foram induzidas seguindo-se
o método onde cada rata ficou imobilizada em um compar-
timento individual (tubo contensor), e a seguir imersa ver-
ticalmente, até o nivel da regido xifoide, em um reservatério
contendo dgua corrente a temperatura de 25° C onde per-
maneceriam por 6 horas apds terem sido submetidas a um
jejum de 12 horas com dgua ad libitum. Apébs este periodo,
os animais foram retirados do tubo contensor e submetidos
a eutandsia.

Para determinagio do indice de tlceras, apés fotografia dos es-
tomagos dos animais tratados e os controles, foi determinado o
indice de lesdes com auxilio do programa /mageLab”®, pela conta-
gem e obtengio das medidas da drea de cada leso e 4rea total das
respectivas mucosas gastricas.

As anilises estatisticas foram analisadas utilizando o Programa
GraphPad Prism 5. Empregaram-se os seguintes testes estatis-
ticos para andlise das lesdes no estdbmago: a Andlise de Variin-
cia (ANOVA) e Comparac¢io multipla com o teste de Tukey
(testes paramétricos). Considerando-se o nivel de significAncia
de 5%, ou seja, os dados foram estatisticamente significantes
para p < 0,05.
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RESULTADOS

Pode-se observar pelos dados da tabela 1, referente o efeito do
EHSG sobre as lesoes géstricas induzidas por estresse em ratas que
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos ava-
liados (p = 0,0075). O girassol nas doses de 500 e 2000 mg apre-
sentaram os maiores valores de média; 23,80 e 25,23, respectiva-
mente, tendo significAncia estatistica com o controle (cimetidina)
(p > 0,05). Enquanto o girassol nas doses de 250 ¢ 1000 mg apre-
sentaram médias de 12,56 e 11,96; respectivamente, nio havendo
diferenga estatisticamente significante com nenhum controle (dgua
ou cimetidina) (p > 0,05). Dessa forma, o girassol nas doses de 250
mg e 1000 mg apresenta efeito protetor sobre a mucosa géstrica.

Tabela 1 - Efeito do extrato hidroalcodlico da semente de girassol sobre
as lesdes gdstricas induzidas por estresse em ratas.

Estatistica Descritiva*

Grupos Média + DP Mediana Minimo Maximo
Agua 17,80 £19,5 11,60 245 124,63
Cimetidina 4,16 +4,5 3,24 0,53 21,52
Girassol (250 mg) 12,56 + 9,2 8,78 2,03 29,89
Girassol (500 mg) 23,80 + 34,1 ** 7,12 0,56 145,82
Girassol (1000 mg) 11,96 + 13,5 7,14 0,19 72,53
Girassol (2000 mg) 25,23 + 43,4** 8,14 0,28 151,53

*Aplicagio da ANOVA: valor-p = 0,0075

**Comparagio multipla (teste de Tukey): p < 0,05 versus controle (cimetidina)
Pela comparagio multipla (teste de Tukey) nao houve diferenca estatisticamente
significante dos grupos com o controle (dgua) (p > 0,05).

Com referéncia ao efeito do EHSG sobre as lesoes géstricas indu-
zidas por etanol em ratas (Tabela 2), ¢ possivel verificar que nio
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos ava-
liados (p = 0,0862). O girassol nas doses de 250 mg ¢ 1000 mg
apresentou os menores valores de média; 21,76 e 22,54; respecti-
vamente. Enquanto os maiores valores de média foram encontra-

dos no girassol com dose de 500 mg (28,23) ¢ 2000 mg (29,85).

Tabela 2 - Efeito do extrato hidroalcodlico da semente de girassol sobre
as lesoes géstricas induzidas por etanol em ratas.

Estatistica Descritiva*

Grupos Meédia + DP Mediana Minimo Midximo
Agua 21,51+232 13,85 1,84 136,63
Etanol 38,42 + 62,3 17,86 0,51 352,63
Cimetidina e etanol 19,75+ 152 15,96 3,42 76,93

Girassol 250 mg e etanol 21,76 + 17,5 15,14 0,58 85,83

Girassol 500 mg e etanol 28,23 + 32,3 15,52 0,49 156,13
Girassol 1000 mgeetanol 22,54 + 21,4 14,86 2,35 101,84
Girassol 2000 mg e etanol 29,85 + 37,4 16,27 1,48 212,52

*Aplicagao da ANOVA: valor de p = 0,0862
Pela comparagio multipla (teste de Tukey) nao houve diferenca estatisticamente
significante dos grupos com os controles (dgua, etanol e cimetidina) (p > 0,05).

Com relagao ao efeito do EHSG sobre as lesoes géstricas induzi-
das por indometacina em ratas pode verificar que houve diferenca
estatisticamente entre os grupos avaliados (p < 0,0001) (Tabela 3).
O girassol na dose de 250 mg apresentou o menor valor de média
(7,97) e nas demais doses encontradas os maiores valores de média.
Ao realizar a comparagio mdltipla entre os grupos, observa-se
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que o girassol 250 mg apresentou diferenca significante com o
controle (indometacina) (p < 0,05) e o girassol nas doses de 500,
1000 e 2000 mg apresentaram diferenga estatisticamente signi-
ficante com o grupo controle (cimetidina e indometacina) (p <
0,05) (Tabela 3). Assim, o girassol (250 mg) apresenta efeito pro-
tetor sobre a mucosa gistrica, como foi encontrado também no
modelo induzido pelo estresse (Tabela 1).

Tabela 3 - Efeito do extrato hidroalcodlico da semente de girassol sobre
as lesoes gdstricas induzidas por indometacina em ratas.

Estatistica Descritiva*

Grupos Meédia + DP Mediana Minimo Midximo
Agua 18,83£20,4 11,85 1,34 128,63
Indometacina 25,67 £ 15,7 10,56 0,54 136,37
Cimetidina e 8,04+ 1,9 4,96 0,38 78,64

indometacina

Girassol 250 mge 7,97 + 8,1 ** 5,84 0,37 67,37

indometacina

Girassol 500 mge 24,58 + 34,2 ** 14,37 0,59 183,64
indometacina

Girassol 1000 mge 19,96 + 17,6 ** 14,67 0,48 82,87

indometacina

Girassol 2000 mge 24,13 £ 38,5™* 8,75 0,53 176,37
indometacina

*Aplicagio da ANOVA: valor-p < 0,0001

**Comparagio multipla (teste de Tukey): p < 0,05 versus controle (indometacina)
***Comparagdo multipla (teste de Tukey): p < 0,05 versus controle (cimetidina
e indometacina)

Pela comparagao multipla (teste de Tukey) ndo houve diferenga estatisticamente
significante dos grupos com o controle (dgua) (p > 0,05).

DISCUSSAO

As tlceras provocadas por estresse ocorrem por fatores psicold-
gicos e fisiologicos'?. O estresse induz a peroxidacio de lipideos
a partir do aumento dos niveis de peroxidase lipidica. A conse-
quéncia desse processo ¢é o aumento da geracio de espécies livres
de oxigénio reativo ocasionando, lesio oxidativa que ¢ considera-
da fator comum na patogenia de diferentes modelos experimen-
tais e clinicos de tlcera'>".

Neste contexto, é importante destacar que existem evidéncias s6-
lidas que indicam que o estresse fisioldgico gera tlcera gdstrica
e prejudica a resposta ao tratamento. Dessa forma, esse estresse
funciona como um cofator para a formagao de tlcera gdstrica'®.
No presente estudo, as lesdes gdstricas em animais submetidos ao
estresse diminufram significativamente, em rela¢io ao controle
cimetidina, quando os mesmos foram tratados com EHSG nas
doses de 250 e 1000 mg/kg com cimetidina, 12,56 + 9,2, 11,96
+ 13,5 respectivamente; essas doses protegem contra as lesdes gds-
tricas no estresse (Tabela 1).

Esses achados sao corroborados com os resultados encontrados por
Oliveira e col."” que usando metodologia semelhante, verificou o
efeito do EHSG sobre lesoes géstricas induzidas por estresse em
ratos Wistar machos. Esse estudo mostrou que nio existem diferen-
cas expressivas neste modelo de indugio de lesdes em ratos machos,
mas indicou que as concentragoes de 250 mg/kg e 1000 mg/kg do
EHSG, apresentaram efeito protetor sobre a mucosa géstrica.

O etanol é considerado um agente irritante da mucosa géstrica, o
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qual destréi a camada de muco e de bicarbonato, que atuam na pro-
tecao da mucosa géstrica contra o dcido cloridrico e outros agentes
agressores. Ele também atua bloqueando a citoprotegio géstrica por
precipitagdo das proteinas, liberagio de radicais livres e redugio da
concentragao de compostos sulfidrilas nas células da mucosa'®.

As lesoes gdstricas induzidas por etanol podem também ser asso-
ciadas a produgio excessiva de radicais livres, que atacam cons-
tituintes celulares essenciais como 4cidos nucléicos, proteinas
e lipideos”. O aumento do conteddo de peréxidos lipidicos e
radicais livres derivados de oxigénio resulta em alteracoes signi-
ficativas em nivel celular, causando danos s membranas, morte
celular, esfoliagdo e erosdo epitelial®.

Na pesquisa'’, o uso do EHSG em tlceras induzidas por etanol em
ratos machos, nao apresentou diferencas estatisticas significantes
entre os quatros grupos. No entanto, as concentragoes de 250 e
1000 mg indicaram menores valores de média quando comparados
com outras doses, demonstrando que, assim como no modelo de
Ulcera induzido por estresse, nessas duas concentragoes, ocorreram
maior protecio contra as tlceras géstricas. Cabe ressaltar que o mo-
delo de inducio de dlceras frente ao uso de etanol também obteve
resultados semelhantes entre machos e fémeas.

Os riscos de lesdes gdstricas em pacientes que utilizam AINES
convencionais, como a indometacina sio altos. Esse fato deve-se
aos seus efeitos colaterais decorrentes da inibicio da biossintese
de prostaglandinas gdstricas, que funcionam como substincias de
protegao da mucosa®.

Ainda nesse contexto, o efeito colateral mais conhecido dos
AINES ¢ a lesao provocada & mucosa gdstrica. Essa lesdo pode
ocorrer por dois mecanismos distintos. O primeiro é a conhecida
inibicio das enzimas ciclo-oxigenases, diminuindo assim a produ-
¢do de prostaglandinas endégenas, como jia mencionado. O segun-
do consiste na formagio de um gradiente de fons que favorecem
o influxo de H+ para dentro das células da mucosa géstrica com
o efluxo de K+ e Na+ para o limen, resultando em mudangas na
permeabilidade celular e consequentemente, lesao celular?'.

De acordo com resultados j4 apresentados, em comparativo com
os achados encontrados, houve maior proteco as ulceragées pro-
vocadas pelo modelo de indometacina com o EHSG na dose de
250 mg, tanto nos estudos que utilizaram machos como nos de
fémeas, confirmando com isto, que as diferencas fisioldgicas se-
xuais, nio provocaram alteracoes nas respostas nos dois estudos'’.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o efei-
to do EHSG nao ¢ eficaz somente em ratos machos. Contudo,
apresenta protegdo contra as lesdes géstricas em ratas, nas doses
de 250 e 1000 mg, tanto no modelo pelo estresse, quanto na
inducio por etanol e indometacina.

Pelo fato do alto custo do tratamento de tlceras géstricas e nio
acessivel a grande parte da populagio, os resultados da presente
pesquisa tornam esta planta interessante objeto de estudo, vi-
sando ndo s6 o desenvolvimento de fitomedicamentos com ac¢io
antiulcerogénica, como também novos agentes terapéuticos efica-
zes, menos toxicos e de baixo custo.
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