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RESUMO

A cicatrizacdo da bexiga apresenta diversas particularidades. O contato do tecido
vesical com urina e seus constituintes, a necessidade de uso de cateteres intra-
vesicais que a impeca de encher e sofrer distensdo precoce durante o periodo de
cicatrizagdo implicam em risco de complicacdes como infeccao, fistula e formacao de
célculos. A busca de produtos cicatrizantes alternativos tem sido constante. Neste
contexto, a espécie vegetal Chenopodium ambrosioides L., conhecida popularmente
como mastruz, mastruco e erva-de-Santa-Maria, que tem sido relatada pela populacao
como anti-inflamatéria, analgésica e cicatrizante, parece uma boa perspectiva. O
presente estudo investigou os efeitos do extrato hidroalcodlico (EHA) de folhas de
Chenopodium ambrosioides na cicatrizacdo da bexiga urindria em ratos da linhagem
Wistar. Trinta e seis ratos foram submetidos a cistotomia e cistorrafia, e, em seguida,
divididos em trés grupos, tratados por gavagem, nos trés primeiros dias de pos-
operatério com: solu¢cdo tamponada com fosfato (PBS) (grupo controle); EHA de
Chenopodium ambrosioides (grupo mastruz), em dose didria de 5 mg/kg ou solucdo
oral de piroxicam (grupo piroxicam), em dose didria de 0,3 mg/kg. Os animais foram
sacrificados no 3°, 7° e 14° dias pOs-cirtrgicos, a bexiga urindria foi retirada e
preparada para andlise histopatoldgica e imunohistoquimica para avaliacio de
miofibroblastos. Foram pesquisados, ainda, o indice de aderéncias, a producdo de
peréxido de hidrogénio (H,O,) por células peritoneais e de 6xido nitrico (NO) por
células dos linfonodos e o nimero de células no peritonio e linfonodos. O EHA de
Chenopodium ambrosioides foi capaz de diminuir a necrose isquémica e a
neoformacgdo capilar, bem como, a proliferacdo fibroblastica, colagenizacdo e
inflamacdo cronica na parede vesical, quando comparado ao grupo controle.
Entretanto, o EHA nio alterou o indice de aderéncias, a producdo de perdxido de
hidrogénio e 6xido nitrico, a celularidade do peritonio e linfonodos e a expressao de
alfa-actina em miofibroblastos quando comparado ao grupo controle. No presente
estudo, o tratamento com EHA das folhas de Chenopodium ambrosioides apresentou
acdo anti-inflamatoria cronica e anti-fibrética sobre a bexiga urindria, apds cistotomia
seguida de cistorrafia, em ratos.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides. Cistotomia. Cicatrizacao. Inflamacao.



ABSTRACT

Healing of the bladder has several particularities. The contact of the bladder tissue
with urine and its constituents, the need for use of intra-bladder catheters to prevent it
from filling and suffer early distension during the healing period means at risk of
complications such as infection, fistula and calculus formation. The search for
alternative healing products has been constant. In this context, the plant species
Chenopodium ambrosioides L., popularly known as mastruz, mastruco and erva-de-
Santa-Maria, has been reported by the population as antiinflammatory, analgesic and
healing, seems a good prospect. The present study investigated the effects of the
hydroalcoholic extract (HAE) of leaves of Chenopodium ambrosioides in the healing
of the urinary bladder in Wistar rats. Thirty-six rats had been underwent cystotomy
and reconstruction of the bladder and then divided into three groups, treated, by
gavage, in the first three days postoperatively with: phosphate buffer solution (PBS)
(control group); Chenopodium ambrosioides HAE (mastruz group ) in daily dose of 5
mg/kg or oral solution piroxicam (piroxicam group) at a daily dose of 0.3 mg/kg. The
animals were sacrificed at 3", 7" and 14" days post-surgery, the urinary bladder had
been removed and prepared for histopathological and immunohistochemistry analysis
to myofibroblast. The rate of adhesions, the production of oxygen peroxide in the
peritoneum and nitric oxide in lymph nodes and cellularity of these organs were also
surveyed. Chenopodium ambrosioides HAE was able to histologically decrease
capillary neoformation and ischemic necrosis, as well as fibroblast proliferation,
collagen and chronic inflammation of the bladder when compared to the control
group. However, the HAE did not change adhesion, the production of oxygen
peroxide and nitric oxide and cellularity of the peritoneum and lymph nodes and
myofibroblasts actin productions when compared to the control group. In the present
study, Chenopodium ambrosioides HAE showed cronic antiinflamatory and anti-
fibrotic activity on the urinary bladder after cystotomy followed by bladder suture, in
rats.

Keywords : Chenopodium ambrosioides. Cystotomy. Healing. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatéria pds-cirirgica envolvendo a bexiga urindria é
caracterizada por particularidades decorrentes do contato do tecido com urina e seus
constituintes, da necessidade de uso de materiais de sutura absorviveis e de uso
cateteres intravesicais (RATLIFF, 1995; LAURENCE et al., 1997; DRINKA, 2006;
BORIN et al., 2008; BILBAO et al., 2014). No periodo pds-operatorio, esses fatores
alteram o padrao inflamatério e influenciam o processo de cicatriza¢ao neste 6rgao.

Substancias anti-inflamatdrias sao usadas quase que rotineiramente no periodo
pOs-operatorio de procedimentos cirdrgicos, no intuito de reduzir a dor e a resposta
inflamatéria. Essas drogas afetam a inflamacdo e a resposta imune local, que sdo
necessdrias para promover um adequado reparo tecidual, podendo contribuir para os
surgimento de complicagdes pds-operatdrias indesejaveis. Tais complicagdes incluem
deiscéncia de feridas, infecgdo, fistulas, e sdo decorrentes do retardo na sintese de
coldgeno e consequente reducdo na forga ténsil da ferida (BUSTI et al., 2005).

Tais motivos levaram pesquisadores a investigar substancia com propriedades
quimicas capazes de modular a resposta inflamatéria e imune e acelerar o processo
cicatricial em bexigas urindrias, permitindo um menor tempo de permanéncia de
cateter intravesical e reduzindo os riscos de complica¢des pds-operatéorias (LUCENA
et al., 2006; FERREIRA et al, 2006, GONCALVES-FILHO et al.,, 2006;
GONCALVES-FILHO, 2013; BILBAO et al., 2014).

Algumas espécies vegetais sdo ricas em compostos fenodlicos, flavonoides e
alcaloides, capazes de agir por via inibitéria das enzimas cicloxigenase e 5-
lipoxigenase, interferindo no metabolismo das prostaglandinas e do 4cido
araquidonico, promovendo efeitos anti-inflamatérios (CALIXTO, OTUKI e
SANTOS, 2003; CASTRO et al, 2004). Além da agdo sobre as prostaglandinas, os
flavonoides parecem ter efeito parcial sobre o sistema antioxidante, os radicais de
oxigénio e a superproducdo de 6xido nitrico (NO), que desempenha um importante
papel em diversos modelos de inflamacdo (CUZZOCREA et al., 1998). Outro grupo
quimico envolvido no efeito anti-inflamatério de plantas medicinais € o dos terpenos.
Sua acdo anti-inflamatéria se deve a inibicdo das prostaglandinas (OLIVEIRA

JUNIOR et al., 2007).
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A avaliacdo fitoquimica dos extrato etandlico de Chenopodium ambrosioides
L. mostrou a predominancia de compostos terpé€nicos, alcaloides, taninos
condensados, saponinas e flavonoides (NEIVA et al., 2011).

Chenopodium ambrosioides, além de efeito anti-inflamatério comprovados em
estudos feitos por Ibironke e Ajiboye (2007), Pereira (2009), Grassi et al. (2013) e
Gongalves-Filho (2013), apresentou também efeito cicatrizante em pesquisas
desenvolvidas por Sérvio et al. (2011) e Grassi et al. (2013) em modelos de
cicatrizagdo de feridas cutaneas e por Pinheiro-Neto et al. (2005) utilizando modelos
de cicatrizacao dssea.

Apesar de haver evidéncias empiricas e experimentais do efeito cicatrizante de
Chenopodium ambrosioides L., ndo ha na literatura relatos de experimentos
mostrando o efeito dessa espécie vegetal na cicatrizagdo de bexiga urindria. Diante
disto, nosso grupo decidiu investigar se o extrato hidroalcodlico das folhas de
Chenopodium ambrosioides apresentaria atividade anti-inflamatdria e cicatrizante na

bexiga urindria de ratos, submetidos a cistotomia seguida de cistorrafia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O reparo tecidual € um processo dindmico que envolve a interacdo complexas
entre mediadores inflamatorios soldveis, células residentes e leucocitos e moléculas
constituintes da matriz extracelular. O objetivo primordial da cicatrizacdo é a
reconstituicdo da integridade e homeostase tecidual (EMING, KRIEG e DAVIDSON,
2007).

O processo de cicatrizagdo de tecidos envolve uma sequéncia de estdgios
independentes e sobrepostos, tais como: inflamacdo, quimiotaxia e proliferacdo
celular, diferenciacdo e remodelacdo tecidual. Estes sdo agrupados, para melhor
entendimento, em trés fases: (1) inflamatéria, (2) proliferativa - formacao de tecido
de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular - e (3) de remodelacdo
(CLARCK, 2005).

A participacdo da inflamagdo no reparo tecidual € um fendmeno complexo e
nem sempre benéfico para o tecido. O reparo do tecido lesado normalmente esti
associado a formagdo de tecido cicatricial e fibrose, sendo este fenOmeno um
resultado direto das interagdes inflamatorias do sistema imune e fibroblastos no sitio
da lesao (HARTY et al., 2003).

Mesher e Neff (2005) propuseram que a evolucdo do sistema imune de
mamiferos gerou interacdoes celulares inflamatérias nos sitios de injdria
proporcionando maior defesa contra micro-organismos e facilitagdo do reparo
tecidual, embora prejudicando a capacidade regenerativa do tecido.

O conhecimento dos diversos fatores de crescimento, citocinas e peptideos
bioativos envolvidos na cicatrizagdo € a chave para o desenvolvimento de produtos
capazes de estimular o processo cicatricial ou substituir os tecidos lesados

(METCALFE e FERGUNSON, 2007).

2.1 A resposta inflamatoéria e o reparo tecidual

A resposta inflamatodria se inicia tdo logo haja injuria tecidual. Os primeiros
eventos ocorridos envolvem a ativacdo da cascata de coagulacdo e atuagdo dos
componentes do sistema imune inato (LEE e KARULLI, 2010).

As plaquetas liberam fibrinogénio que, uma vez convertidos a fibrina pela

trombina, adiciona fibrina ao codgulo. A trombina tem ainda efeito de aumentar a
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permeabilidade vascular e facilitar a migracdo de células inflamatdrias para o sitio da
lesdo. As plaquetas circulantes se agregam no local da lesdo e vdrios mediadores
inflamatérios sdo liberados, tais como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformador alfa (TGF-a) e beta (TGF-p) e fator de
crescimento fibroblastico (FGF) (HOJO et al., 2003; GU et al., 2004).

Células do sistema imune inato sdo ativadas através de receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares, capazes de ligarem-se a moléculas
estruturais de patdégenos, normalmente ndo encontradas em mamiferos. Sdo uma
familia de proteinas conhecidas como receptores tipo Toll (Toll-like receptors - TLR)
(LEE e KARULLI, 2010).

O TLR-2, que é capaz de reconhecer peptideoglicanos estruturais de bactérias,
e o TLR-4, que € ativado por lipopolissacarideos (LPS, ou endotoxina), uma vez
estimulados, ativam o fator nuclear-xB (NF-kB), molécula capaz de induzir a
expressdo de genes envolvidos no processo inflamatério. A translocagdo do NF-xB
para o nucleo celular, estimula a producao de citocinas, isto é, interleucinas tipo 6 e 8
(IL-6 e -8) e fator de necrose tumoral (TNF), a maquinaria para liberacdo de
prostaglandina (via ativacdo de enzima ciclooxigenase 2 [COX-2]) e genes que
regulam a matriz extracelular (ECM) (HARTY et al.,, 2003; EMING, KRIEG e
DAVIDSON, 2007).

A segunda onda da resposta inflamatdria em tecidos lesados € caracterizada
pelo influxo inicial de neutréfilos, no qual o ndmero mantém-se aumentado,
atingindo o méaximo por volta de 24-48 horas apos a lesdo. Quando o nimero de
neutréfilos comega a cair, os macréfagos passam a controlar e repovoar o sitio da
ferida. Os neutréfilos e macréfagos possuem papel importante na injiria, pela sua
atividade microbicida e fagocitica de modo a garantir ndo s6 a destruicdo de agentes
infecciosos, mas promovendo a remog¢ao de restos celulares que possam amplificar a

inflamacdo e atrapalhar o processo de reparo do tecido (Figura 1).
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Figura 1 — Modelo multifatorial de mecanismos celulares e moleculares envolvendo a
cicatrizagao (Fonte: EMING, KRIEG e DAVIDSON, 2007).

Citocinas como a IL-1 e TNF-a sdo liberadas por macrofagos e fibroblastos
ativados. IL-1 e TNF-a reforcam a migracdo de células inflamatorias para o local da
lesdo, sdo o gatilho para a expressdao de moléculas de adesao pelas células endoteliais
e estimulam a apresentacdo de antigenos (HARTY et al., 2003). Em adi¢do, eles
aumentam e ativam enzimas como a colagenase e estromelisina, degradadoras de
ECM, e estimulam a sintese de outros mediadores inflamatodrios, tal qual
prostaglandina E, (PGE,) por fibroblastos.

As citocinas pro-inflamatdrias sdo o gatilho para a ativacdo da enzima 6xido
nitrico sintetase (INOS) e a producdo de NO. A liberacdo de NO regula a formacao
de colageno, a proliferacdo celular e a contracdo da ferida. (HESSE et al., 2001;
WITTE e BARBUL, 2002). A resposta inflamatéria aguda € o passo inicial de
recrutamento de células de defesa que protegem os tecidos lesados de micro-
organismos invasores, promovem a remocao de restos celulares mortos e criam um
ambiente propicio a proliferacdo de células envolvidas na reconstituicdo do padrdo
tecidual inicial.

O fim da fase de resposta inflamatéria coincide com a migracdo de
fibroblastos e células endoteliais e a formagdo de tecido de granulacdo. Citocinas e

fatores de crescimento regulam a quimiotaxia e a proliferacdo de fibroblastos, a
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sintese de coldgeno, ECM e a angiogénese. Angiogénese e fibroplasia, entdo,
acontecem. Com fibroblastos se mostrando o tipo celular dominante (HINZ, 2007).

A reepitelizacdo também ocorre a0 mesmo tempo que a fibroplasia, com os
queratindcitos migrando através do tecido de granulacdo da borda da ferida. Tao
breve os queratindcitos tenham restabelecida a barreira epitelial, eles assumem o
fenétipo das células basais locais e se diferenciam no epitélio original (EMING,
KRIEG e DAVIDSON, 2007).

Durante a inflamacao, linfécitos T s@o polarizados em células efetoras Tyl ou
Ty2 com perfis distintos de producdo de citocinas. As chamadas citocinas Tyl
incluem IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18 e produzem imunidade por ativar linfécitos T
citotoxicas (CD8"), células natural killers (NK) e macréfagos. Citocinas T2 |,
notadamente IL-4, IL-5, IL10 e IL-13 estimulam uma resposta imune humoral. A
remodelagem tecidual associada com padrdo de citocinas Tyl promove a regeneracao
do tecido, enquanto citocinas Ty2 favorecem a ativacio de fibroblastos, producdo de
coldgeno e fibrogénese (SHAFFER e BARBUL, 1998; HARTY et al., 2003; AZOUZ
et al., 2004).

O padrao de resposta inflamatdria tipo Ty2 induz a produgdo de coldgeno por
varios mecanismos, contudo a IL-13 parece ser o mediador crucial através da
estimulacdo de TGF-B1 por macréfagos. TGF-p, citocina produzida principalmente
por fibroblastos, algumas células endoteliais, macréfagos e células T, € uma
substancia com forte capacidade de atrair fibroblastos, célula responsavel pela sintese
de coldgeno e fibronectina (SHAFFER e BARBUL, 1998).

Existem trés isoformas de TGF-B em mamiferos — TGF- B1, TGF- B2 e TGF-
B3. Os niveis elevados de TGF-B1 (e TGF- B2) na fase inicial de cicatrizacdo, deve-se
a liberacdo dessas moléculas pela degranulacdo de plaquetas e, subsequentemente, por
células inflamatdrias, tais como mondcitos e macréfagos. O TGF- B1 € um fator de
crescimento armazenado de forma inativa, como um homodimero que € ndo
covalentemente acoplado a uma proteina associada a laténcia (LAP). A ligacdo do
fator de crescimento aos seus receptores requer a dissociacdo da LAP, um processo
catalizado por vérios agentes, entre eles plasminogénio, trombospondina e
metaloproteinases de matrix (MMP). IL-13, além de induzir a produgdo de TGF-
latente, promove a expressao de MMP que clivam o complexo TGF- B/LAP (SHAH,
FOREMAN e FERGUNSON, 1994a; SHAH, FOREMAN e FERGUNSON, 1995).
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Outro mecanismo provavel na resposta de reparo tecidual com padrio de
citocinas Ty2 € a inducdo da expressdo de iNOS em macréfagos, uma vez que regula
a producdo de coldgeno (HESSE et al, 2001; WITTE e BARBUL, 2002).

Fibroblastos e outras células estruturais expressam o receptor de superficie
CD40 e sdo, por isso, capazes de receber ativacdo adicional por CD40L, molécula
presente na superficie de linfocitos T auxiliares, mastécitos, baséfilos, eosindfilos e
plaquetas. A sinalizacdo via CD40 em fibroblastos ativa o fator de transcricdio NF-xB
que estimula a sintese de citocinas adicionais, componentes da ECM e COX-2, com
consequente producdo de PGE,. PGE, estd envolvida em vérios aspectos da
inflamacdo como dor e febre, além de estimular a producdo de citocinas Ty2

promovendo a fibrose (MESHER e NEFF, 2005) (Figura 2).
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Figura 2 — Regulacdo do desenvolvimento da fibrose na lesdo tecidual (Fonte: SIME e
O’REILLY, 2001).

A remodelacdo do coldgeno ocorre através da acdo das MMP produzidas por
fibroblastos e macréfagos, esta € uma fase da reparo tecidual que pode durar meses e
€ caracterizada pela formacdo de cicatriz. O balanco entre o coldgeno recentemente
formado e a destruicao do coldgeno antigo € responsavel pelas caracteristicas finais da
cicatriz (EMING, KRIEG e DAVIDSON, 2007). Feridas em embrides, que curam
sem cicatrizes, exibem um ndmero maior de diferencas em relacdo a de tecidos
adultos, tais como: auséncia de codgulo de fibrina e plaquetas; resposta inflamatéria

marcadamente mais reduzida, consistindo de um pequeno nudmero de células
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inflamatérias pobremente diferenciadas e niveis elevados de moléculas envolvidas na

morfogénese e crescimento do epitélio (CHIN et al., 2000).

2.2 Cicatrizacao e a bexiga urinaria

A bexiga urindria é o 6rgdo responsavel por armazenar temporariamente a
urina até que o organismo promova sua eliminacio em um momento oportuno. Trés
camadas constituem a parede da bexiga urindria. Uma camada externa, a adventicia,
composta de tecido areolar; uma camada intermedidria, a muscular e a mais profunda,
a mucosa, uma membrana formada por epitélio transicional e uma lamina prdpria
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) (Figura 3).

Em algumas situacdes especificas como trauma ou procedimentos cirdrgicos
os mecanismos de protecdo do tecido vesical sdo quebrados, e as células sdo expostas
a agentes constituintes da urina, que iniciam uma resposta inflamatéria local,
comprometendo de certa forma o processo cicatricial (BILBAO et al., 2014). O
contato do material de sutura com a urina aumenta o risco de complicacdes em
cirurgias vesicais como formacao de cdlculos e fistulas urindarias (HOLMES, JAMES

e WHITFIELD, 1992; OOSTERLINK et al., 1993).

Figura 3 — Histologia normal da parede vesical de rato, com epitélio mucoso intacto
(E), 1amina prépria (L), camada muscular lisa (SM) e serosa (S) (Fonte: BILBAO et
al., 2014).

Na reconstru¢do da bexiga urindria o tipo de material de sutura utilizado

influencia consideravelmente a resposta inflamatéria local e o resultado final da

cicatrizagdo. As suturas absorviveis reduzem a tensdo do tecido em ferida vesicais,
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observando-se a reestruturacdo completa da musculatura lisa por volta do 21 dias de
cicatrizagdo. Fios de sutura ndo absorviveis como seda e mersilene apresentam maior
reacdo tecidual, o que ndo € observado com fios monofilamentares como
polipropileno, embora todos aumentem o risco de formacdo de célculos quando
expostos ao ldmen vesical. Os fios de sutura absorviveis como catgut simples e
polyglactina-910 apresentam menor reacdo tecidual, sendo este considerado o fio
ideal para sutura de bexiga (HASTINGS et al., 1975).

A implementacdo de medidas auxiliares a sutura do tecido lesado na
reconstru¢cdo da bexiga urindria pode ser aceita. Por se tratar de um 6rgado distensivel,
ha a recomendagcdo do uso de cateter vesical no periodo pds-cirirgico até que a
integridade vesical seja restaurada. Se por um lado o cateter vesical diminui o risco de
deiscéncia e formacdo de fistulas, por outro, aumenta o risco de infecciao e resposta
inflamatoria local comprometendo a cicatrizagdo (DRINKA, 2006).

O uso de medicagOes tradicionais com efeito analgésico e anti-inflamatorio
durante o periodo p6s cirtrgico influencia a cicatrizacdo tecidual, em geral, reduzindo
a forca ténsil da ferida (BUSTI et al., 2005). As particularidades da cicatrizacdo da
bexiga urindria e as potenciais complicagdes consequentes de um reparo tecidual
deficiente motivam pesquisas por um melhor entendimento do processo cicatricial
envolvendo este 6rgao (RATLIFF, 1995; LAURENCE et al., 1997; BORIN et al.,
2008; BILBAO et al., 2014) e por produtos alternativos com potencial de promover
sua cicatrizacdo de forma mais rapida e com melhor qualidade (GONCALVES-
FILHO et al., 2006; LUCENA et al., 2006; FERREIRA et al., 2006).

Os produtos naturais tem sido a maior fonte de farmacos por séculos, como
demonstrado com o isolamento da morfina a partir do 6pio no inicio do século XIX e
o isolamento de outros farmacos. Estima-se que atualmente 30% dos medicamentos
utilizados derivam direta ou indiretamente de produtos naturais (CALIXTO e
SIQUEIRA JR, 2008). Desta forma a propriedade farmacodinamica, anti-
inflamatdria, imuno-reguladora e cicatrizante dos produtos naturais t€ém sido testadas

em diversos tecidos (MORAES et al., 2013).
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2.3 Chenopodium ambrosioides L.

A espécie Chenopodium ambrosioides é originaria das Américas Central e do
Sul e atualmente é uma espécie de distribuicdo global, na forma silvestre ou cultivada.
E um arbusto da familia Amaranthaceae que pode atingir até um metro de altura, de
forte aroma. Apresenta caule piloso e sulcado, folhas inteiras e simples, sendo as
superiores sésseis e as inferiores pecioladas, de dimensdes variadas e providas de

pelos (LORENZI e MATOS, 2002) (Figura 4).

gy N ) 4 » : :
Figura 4 - Aspecto geral (A) e dtalhe das ' d‘i‘;m
ambrosioides (Fonte: PATRICIO, 2011).

A utilizacao de Chenopodium ambrosioides no tratamento popular € habito
comum praticado por povos nativos das Américas. Ché, infusdo ou cataplasma das
folhas, raizes e inflorescéncias da planta sdo as maneiras de preparo da planta mais
comuns utilizadas pela populacdo do nordeste brasileiro (LIMA et al., 2006).

Neiva et al. (2011) avaliaram a constituicdo quimica dos extratos
hidroalcodlicos de Chenopodium ambrosioides de amostra obtidas no Municipio de
Sao Luis, Estado do Maranhdo, preparados por diferentes métodos de extracdo
(maceragdo, percolacdo e extracdo por Soxhlet) e hidromddulos (relagdao
droga/solvente). Extrato hidroalcodlico (etanol a 70%) das folhas de Chenopodium
ambrosioides obtidos por método de percolagdo na relacdo de hidromédulo de 1:5
apresenta resultado mais expressivo de constituintes quimicos. Os testes mostraram-se
positivos para presenca de 4cidos organicos, saponinas, taninos condensados,

esteroides, triterpenos, flavondis e flavonas (NEIVA et al., 2011).
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O extrato etandlico de folhas e caule de Chenopodium ambrosioides
mostraram a presenca dos monoterpenos ascaridol e 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano nas
proporcdes de 0,089% e 0,045% de massa de planta seca, respectivamente, em estudo
realizado por Grassi et al. (2013). O extrato hidroalcodlico (etanol a 70%) obtido pelo
método de percolacdo mostrou-se seguro e nio induziu toxicidade quando usado em
doses de 5, 50 e 500 mg/kg por via oral em modelos murinos (PEREIRA et al., 2010).

Compostos quimicos, como flavonoides, terpenoides, esterdis e fenodis
apresentam propriedades farmacoldgicas antioxidantes e efeito imunoestimulante,
anti-inflamatério, analgéscio e cicatrizante (CASTRO et al., 2004; CALIXTO e
SIQUEIRA JR, 2008). O efeito imunoestimulante pode ser decorrente da ativagcdo de
macréfagos e do recrutamento de células pelos 6rgaos linfoides secundarios, como
baco e os linfonodos (CRUZ et al. 2007). Chenopodium ambrosioides apresentou
potencial imunoestimulante também através do aumento da proliferagdo de linfécitos
murinos (ROSSI-BERGMANN, COSTA e MORAES, 1997).

Quando testada a dosagem de 5 mg/Kg de extrato hidroalcodlico de C.
ambrosioides por via oral, em modelos murinos, esta apresentou efeito anti-
inflamatério em modelos de edema de pata e de granuloma por implantes subcutaneos
de bola de algoddo, embora nio tenha sido capaz de alterar a producdo de H,0O,
peritoneal em modelos de peritonite induzida por lipopolissacarideos (PEREIRA,
2009).

O extrato metandlico das folhas de Chenopodium ambrosioides, em doses que
variavam de 300 a 700 mg/kg de peso animal, possuiam efeito anti-inflamatorio,
reduzindo o edema de pata induzido por carregenina e a formagdo de granuloma por
implante de bola de algoddo em ratos (IBIRONKE e AJIBOYE, 2007). Gongalves-
Filho (2013) comprovou o efeito anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico (EHA)
de C. ambrosioides semelhante ao do diclofenaco sédico, utilizando modelo de cistite
hemorrégica induzidas por ciclofosfamida em ratos.

Ibironke e Ajiboye (2007) detectaram ainda efeito analgésico, pelo aumento
do tempo de laténcia no teste de estimulacao da placa térmica e redu¢do no nimero de
contor¢des induzidas por &cido acético. O extrato aquoso de Chenopodium
ambrosioides também demonstrou efeito analgésico em modelos de 4dcido acético em
camundongos (SOUSA et al., 2012).

Sérvio et al. (2011) verificaram efeito cicatrizante do EHA de Chenopodium

ambrosioides em feridas cutdneas de ratos, com ou sem curativo de cobertura com
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gazes. Esse extrato mostrou ainda atividade cicatrizante sobre fraturas &sseas
(PINHEIRO-NETO et al., 2005). Grassi et al. (2013) confirmaram os efeitos anti-
inflamatério, anti-nociceptivo e cicatrizante do extrato etandlico de Chenopodium
ambrosioides em modelos de roedores.

Sendo assim, os extratos obtidos a partir da planta Chenopodium ambrosioides
s@o de baixo custo e facil obtengcao (NEIVA et al., 2011), baixa toxicidade (PEREIRA
et al., 2010) e apresentaram efeito anti-inflamatério (IBIRONKE e AJYBOYE, 2007;
PEREIRA, 2009; GRASSI et al., 2013; GONCALVES-FILHO, 2013), analgésico
(IBIRONKE e AYBOIE, 2007; SOUSA et al., 2012; GRASSI et al., 2013) e
cicatrizante (PINEIRO-NETO et al., 2005; SERVIO et al. 201 1; GRASSI et al, 2013).
Tais propriedades abrem perspectivas no sentido de tornar Chenopodium
ambrosioides uma alternativa terapéutica eficaz em incrementar o processo de

cicatrizagdo vesical.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico (EHA) das folhas
de Chenopodium ambrosioides (mastruz) na cicatriza¢do de bexigas urindrias em

ratos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar as alteracdes macroscOpicas encontradas em modelos cirirgicos na
bexiga urindria de ratos tratados com EHA de Chenopodium ambrosioides.

Avaliar as alteracOes histopatoldgicas encontradas na bexiga urindria de ratos
tratados com EHA de Chenopodium ambrosioides.

Investigar as alteracdes na expressdo de a-actina de musculo liso na bexiga
urindria de ratos tratados com EHA de Chenopodium ambrosioides por meio de
andlise imunohistoquimica.

Investigar o efeito sisttmico do tratamento do EHA de Chenopodium
ambrosioides em modelos cirtirgicos na bexiga urindria de ratos por meio da
contagem diferencial de leucdcitos no peritonio.

Avaliar o efeito anti-inflamatério do EHA de Chenopodium ambrosioides

sobre a producdo ex-vivo de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico.
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4 MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunofisiologia (LIF) do
Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CCBS) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e no Laboratério de Fitofarmacos, do

Departamento de Farmécia do CCBS da UFMA.

4.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia Mammalia) da
linhagem WISTAR, adultos, machos, com idade aproximada de 60 dias, pesando
entre 200 e 250 g. Os ratos foram mantidos em 9 gaiolas de 0,15m” com 4 animais
por gaiola, recebendo dgua e racdo padrio para espécie, sendo adaptados em
condi¢des ambientes de temperatura e umidade, em ciclo claro-escuro de 12 horas.
Passaram por uma fase de adaptacdo prévia de uma semana até o inicio do
experimento. O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo, sob protocolo 23115-012975/2008-43 (Anexo
01).

4.2 Preparacao do extrato de folhas de Chenopodium ambrosioides

Foram coletadas folhas da parte aérea de uma mesma planta Chenopodium
ambrosioides do  Horto Medicinal Prof* Dr" Berta Lange de Morretes, UFMA,
armazenadas em saco pldstico e, em seguida, levadas ao Laboratério de Fitofarmacos
da UFMA. O material foi identificado e ficou catalogado no Herbdrio Atico Seabra da
UFMA (S3o Luis, MA) sob exsicata n° 1148.

As folhas de C. ambrosioides, depois de limpas, foram secas em estufa a
39°C. Depois de trituradas em moinho de facas, obtendo pé com granulometria entre
250 e 710 pm, resultando em 594g de matéria prima pulverizada, estas foram
percoladas em uma solug@o hidroalcéolica a 70%, com hidromédulo de 1:5. O

processo de percolacdo e repercolagdo ocorreram durante uma semana, sendo em
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seguida submetida a filtracdo e concentragdo em rota evaporador, para obtencdo do
extrato seco. Posteriormente, o extrato seco foi pesado para o célculo do rendimento.
(Neiva et al., 2011). Foi obtido um rendimento de 16,03% em relacdo as folhas secas

trituradas.
4.3 Delineamento do experimento

Os 36 animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos (12 animais /
cada) apds o término da cirurgia inicial (cistotomia e rafia vesical), denominados
grupo Controle, grupo Mastruz e grupo Piroxicam. Quatro animais por grupo foram
sacrificados no 3°, 7° e 14° dias pds-operatérios (DPO). O delineamento experimental

obedeceu aos passos descritos na Figura 5.

Cistotomia!
e! ' |
Cistorrafia! Sacrificio! | Sacrificio! Sacrificio!

y | | |

Tratamento!(VO)!

Figura 5 — Fluxograma do experimento.

4.3.1 Procedimento cirirgico

Os ratos foram mantidos em jejum por 6 horas prévias ao procedimento
cirdrgico. Os animais foram pesados e submetidos a anestesia, por aplicacdo
intramuscular de 50 mg/Kg de cloridrato de ketamina (Dopalen® - SESPO) e 10
mg/Kg de cloridrato de xilazina (Kensol® - KONINGLAB), na face posterior da coxa
do animal. A anestesia foi considerada eficaz apds o animal estar inconsciente, sem
movimentos voluntarios e sem reagdo a0 manuseio cirdrgico.

Apoés a anestesia, foram realizadas: epilacdo da metade inferior do abdome;

anti-sepsia da regido abdominal com solucio degermante de clorexidina 4% (Hioex® -
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Rioquimica); colocagdo de campo fenestrado estéril sobre o animal, expondo o sitio
operatorio; incisdo mediana infraumbilical de 2 cm, com bisturi de lamina n°® 11,
interessando pele, aponeurose e peritonio, expondo-se a cavidade abdominal.

Foi realizada a abertura da bexiga urindria com perfuracdo da cipula vesical
com o bisturi, introdu¢do de uma das metades de uma tesoura e a seccao da parede
ventral, respeitando o limite de um cm (marcacdo feita previamente na tesoura),
seguida do fechamento vesical com fio de poliglactina 910 5-0 (Safil® - B. Braun),
com agulha cilindrica de 1,7 cm, em plano dnico total, transfixando a parede da
bexiga, com quatro pontos distantes 2 mm entre si € da borda incisional.

A sintese da parede abdominal foi realizada com fio de nylon 5-0 (Mononylon
Ethilon® - Ethicon/Johnson & Johnson), com agulha cortante de 2,0 cm, em dois
planos, musculo-aponeurdtico e cutaneo, com sutura continua. A ferida foi limpa com
gaze embebida em solucio de cloreto de sodio a 0,9% (HalexIstar).

Ao fim do procedimento, os animais foram distribuidos por sorteio, para

comporem 0s grupos e subgrupos.

4.3.2 Tratamento dos animais

Os animais foram avaliados diariamente no periodo pds-operatdrio, verificando-
se o peso, as condi¢des da ferida operatéria e as possiveis complicagdes, utilizou-se
ficha de acompanhamento especifica (apéndice A).

Os animais do grupo controle receberam 1 mL/kg de solucio PBS; os do
grupo mastruz, 5 mg/kg de solucdo de EHA de Chenopodium ambrosioides, a 5
mg/mL e os do grupo piroxicam, 0,3 mg/kg de solucdo piroxicam (Feldene® - Pfiser),
na concentragdo de 0,3 mg/mL. A aplicacdo das substancias iniciou-se no pos-
operatdorio imediato, apds o animal estar recuperado da anestesia, por via oral,
utilizando-se sonda de gavagem metdlica, e foi repetida mais duas vezes, com

intervalos de 24 horas.
4.3.3 Sacrificio dos animais e coleta de material para analise
O sacrificio dos animais foi realizado no 3°,7°, 14° dias de pGs-operatério, de

acordo com o grupo a qual pertenciam. Os animais receberam anestesia

intramuscular, com cloridrato de xilazina e cloridrato de ketamina, em doses
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progressivas até a morte, caracterizada pela auséncia de reflexos e parada respiratoria.
Foram sacrificados 4 animais em cada subgrupo, totalizando 12 animais por data de
sacrificio.

ApOs a morte, os animais foram exanguinados por uma puncao cardiaca para-
esternal obliqua, com agulha 21G (gauge) e aspiracdo de sangue com seringa de 20
mL. O abdome foi epilado completamente e procedeu-se ao lavado peritoneal: uma
puncdo com agulha 21G foi feita no flanco direito do animal, instalado 5 mL de
solucdo PBS, o abdome foi agitado com a borda de uma pinca de disseccdo, nova
puncdo foi feita no flanco contralateral e aspirado o liquido previamente infundido
contendo células peritoneais. O liquido do lavado peritonial foi acondicionado em
tubo estéril de polipropileno de fundo conico, para contagem celular e andlise de
espécies reativas de oxigénio.

Foi realizada a abertura da parede abdominal. Duas incisdes longitudinais
lateralmente eram continuadas por uma incisdo transversa infracostal, permitindo o
levantamento do retalho da parede abdominal. Prosseguiu-se a isso, a lise de
aderéncias, quando estas estavam presentes, retirada da bexiga urindria por sec¢iao do
colo vesical com bisturi 1dmina n° 11. A bexiga urindria era seccionada lateralmente
para abertura do 6rgdo e fixada com agulhas estéreis em placas de isopor e depois
imersas em recipiente com solucdo de formalina tamponada a 10%, de modo que a
superficie do suporte contendo o espécime cirtrgico ficasse em contato com o liquido.

O colon do animal foi retirado por meio de sec¢do com tesoura, expondo a
cadeia linfonodal iliaca bilateralmente. Um linfonodo da cadeia iliaca externa,
distando aproximadamente 01 cm inferiormente da bifurcacdo da artéria aorta foi
retirado, pesado e processado para andlise bioquimica. Outro linfonodo da cadeia
mesentérica foi escolhido aleatoriamente e retirado, pesado e passou pelo mesmo

processo do primeiro.

4.4 Avaliacao macroscopica

ApOs o sacrificio dos animais e aberta da parede abdominal foi realizado um
inventdrio a procura de infecgdes, aderéncias peritoneais e entre os 6rgaos, deiscéncia
da sutura vesical, formacao de cdlculos e fistulas urindrias. Neste tempo, os achados

macroscOpicos foram anotados e foi realizada a documentagdo fotografica (Firura 6).
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/

Figura 6 — Procedimento de sacrificio: lavado peritoneal (A) e identificacdo de
aderéncias (B) (Fonte: arquivo préprio).

Quando encontradas aderéncias, estas foram classificadas pelo escore de

NAIR (NAIR, BHAT e AURORA, 1974) (Quadro 1).

Quadro 1. Escore de Adesao Peritoneal de Nair (Fonte: NAIR, BHAT e AURORA,
1974).

ESCORE
ACHADO
(grau)

0 Sem adesdo

1 Adesao tnica entre dois 6rgaos ou entre um 6rgio e a parede abdominal

2 Duas adesdes entre 6rgaos ou um 6rgdo e a parede abdominal

3 Mais de duas adesdes entre 6rgdos ou uma massa de ades@o generalizada do intestino
sem aderir a parede abdominal

4 Aderéncias generalizadas entre 6rgaos e a parede abdominal ou aderéncia macica
entre todos os 6rgaos

4.5 Analise microscopica da bexiga

4.5.1 Analise histologica

As bexigas dos animais foram fixadas em formol a 10% tamponado, quando
entdo foram colocadas em cdpsulas para histotécnica e lavadas em dgua corrente por
15 minutos para retirada do excesso de formol do tecido. Depois, no autotécnico,
sofreram desidratacdo em dlcool etilico a 70%, 80%, 90% e posteriormente

diafanizacdo em xilol, impregnacdo por parafina a 58% com formagao de blocos.
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Para cada bloco de parafina foram preparadas 03 laminas de fragmentos da
bexiga, envolvendo a linha de sutura e os bordos da ferida. Os cortes foram realizados
por micrétomo SPENCER® 820, regulado para 5 um, conforme técnica descrita por
Bancroft e Stevens (2012). A primeira lamina foi corada pela técnica de hematoxilina-
eosina (HE), para verificacdo do processo de reparo tecidual, avaliando-se os
parametros: inflamacdo aguda, necrose isquémica, reacdo gigantocelular tipo corpo
estranho, reepitelizacdo, coaptacdo das bordas da sutura, extensao do infiltrado celular
de parede, neoformacgdo capilar e inflamagdo cronica (Apéndice B) (Figura 7). A
segunda 1amina foi corada pela técnica de tricromio de Masson (TM) para avaliacdo

da proliferacdo fibroblastica e colagenizacao (Apéndice B) (Figura 8).
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Figura 7 — Aspectos histoldgicos da bexiga urindria de ratos coradas com

hematoxilina e eosina. Seta menor — infiltracdo de células polimorfonucleares. Seta
maior — congestdo vascular (Fonte: arquivo préprio).

Foi realizado estudo microscépico do tecido vesical dos animais em
microscépio éptico binocular (OLYMPUS® EX-41). O avaliador desconhecia o grupo
do animal correspondente a lamina estudada. Foram estudados todos os campos da
lamina com objetivas de 4 x, 10 x e 40 x e ocular de 10 x. As fotomicrografias foram
obtidas utilizando-se camera digital (Nikon® COOLPIX S100) acoplada ao

microscopio.
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Figura 8 — Aspectos histoldgicos da bexiga urindria de ratos coradas com Tricromio
de Masson. Seta — fibras coldgenas coradas em azul (Fonte: arquivo préprio).

Os parametros de inflamacdo aguda, extensdo do infiltrado celular de parede,
necrose isquémica e neoformacdo capilar foram analisados nos animais sacrificados
no 3° dia pds-operatérios. Os pontos referentes a reepitelizagdo, coaptagdo das bordas
da sutura e reacdo gigantocelular tipo corpo estranho foram estudados nos animais
sacrificados no 7° dia pds-operatério. Os quesitos referentes a inflamagdo cronica,
proliferacdo fibrobldstica e colagenizacdo foram analisados nos animais sacrificados
no 14° dia pds-operatério. O escore histoldgico atribui a cada quesito estudado um
valor numérico permitindo quantificar o processo cicatricial € a comparacio entre 0s

grupos, modificado de Ramzi (1999).

4.5.2 Analise imuno-histoquimica

Para as reacdes de imuno-histoquimica foram utilizados cortes histolégicos de
bexiga obtidos dos blocos de parafina e anticorpos para a-actina de musculo liso, da
marca Sigma®. Os clones utilizados foram 1A4, monoclonal, na titulagdo de 1:200. A
recuperagao antigénica foi realizada por 04 minutos em soluc¢do de 4cido citrico 10
mM (pH 6.0), seguida por tratamento com PBS. A incubacdo com o anticorpo
primdrio anti-a-actina de misculo liso deu-se por 18h a 4°C. Os anticorpos
secunddrios foram conjugados ao sistema estreptoavidina-biotina-peroxidase por 30

minutos seguidos da aplicacdo de 3, 3'- diaminobenzidina (DAB) como cromégeno.
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As laminas foram montadas com Bdlsamos do Canadd e analisadas no microscépio

OLYMPUS® EX-41 (Figura 9).

Figura 9 — Aspectos histolégicos da bexiga urindria de ratos coradas pela técnica
imuno-histoquimico com anticorpo anti oa-actina de musculo liso. Seta —
miofibroblastos de formato fusiforme com nicleo de coloracdo azulada e citoplasma
acastanhado (Fonte: arquivo préprio).

Para a leitura das laminas, elaborou-se um protocolo de andlise imuno-

histoquimica (Apéndice C), considerando-se a distribuicio e a intensidade da

expressdao em todos os campos. A leitura das 1aminas foi realizada de forma cega.

4.6 Contagem total e diferencial de células no peritonio

As células peritoneais foram obtidas por lavagem do peritdnio com PBS
estéril, 5 mL, gelado imediatamente apds o sacrificio dos animais. Para determinacao
do numero total de células, 90 pL da suspensao celular foram fixadas e coradas em 10
uL de solucdo de cristal violeta 0,05% dissolvidos em &cido acético 30% e contadas
sob microscopio 6ptico de luz comum com auxilio de camera de Neubauer. Para a
realizacdo da contagem diferencial, foi feito um ajuste de células para 4 x 10°
células/mL. Desse rendimento, uma aliquota de 200uL foi colocada em spin para a
preparacdo de laminas com células peritoneais que foram posteriormente coradas e

contadas em microscopio de luz comum.
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4.7 Obtencao e contagem das células dos linfonodos

Os linfonodos iliacos (colhidos a uma distancia de 1 cm da bifurcacdo da
artéria aorta, a nivel da artéria iliaca) e mesentéricos (colhidos aleatoriamente da
cadeia mesentérica inferior) foram macerados com 1 mL de solucio PBS. As
suspensdes celulares destes 6rgdos passaram por processo de dilui¢do (9 partes/1
parte) em solucdao a 0,05% de cristal violeta em 4cido acético a 30% e a contagem

celular foi feita em camara de Neubauer.

4.8 Avaliacao da secrecao de peroxido de hidrogénio (H,0,)

A determinagdo da liberacdo de H,O,; foi realizada pelo método de vermelho
de fenol dependente de peroxidase (NASCIMENTO et al., 2003). As células
peritoneais foram quantificadas e ressuspensas em solucdo de vermelho de fenol. Para
o preparo desta solucao foram feitas 3 solugdes diferentes, da seguinte forma: Solucdo
A: 40g de NaCl, 1g de KCl, 5,75g de Na,HPO4, 1g de KH,PO4 em 400 mL de dgua
deionizada. Solugdo B: solugdo de CaCly:H,O a 1,3% (p/v) em &dgua deionizada.
Solucao C: solucao de MgCl,:6H,0 a 2,1% (p/v) em agua deionizada. A solucdo final
foi constituida de 0,8 mL da solucdo A, 0,1 mL da soluc¢do B, 0,1 mL da solugdo C, 1
mL da solugdo de glicose a 1% (p/v) em dgua deionizada, 0,1 mL de meio vermelho
de fenol a 10% (p/v) em 4gua deionizada, 0,1 mL de peroxidase de raiz forte tipo II
(Sigma) numa concentra¢do de 0,5 mg/ml de PBS e 7,8 mL de dgua destilada.

As aliquotas de 100 pL de suspensdo celular (2x10° células/mL) de vermelho
de fenol foram transferidas para cada poco da placa de 96 pocos de cultura. Os
ensaios foram feitos em duplicatas. A placa foi incubada a 37°C em estufa contendo 5
% de CO, e atmosfera umida por 1 hora. Apds esse periodo, a placa foi centrifugada e
o sobrenadante transferido para outra placa. A reacdo foi interrompida pela adicao de
10 uL de NaOH 1N por poco. A absorbancia foi mensurada a 620 nm em leitor de
microplacas (Titertek—Multiscan®). Os resultados obtidos em densidade Optica (D.O.)
foram transformados em pM de H,O, mediante equacdo linear com base em uma
curva padrdo feita com concentragdes conhecidas de peréxido de hidrogénio (5, 10,

20 e 40 uM de H,0»,).
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4.9 Avaliacao da producao de éxido nitrico (NO)

As células linfonodais foram quantificadas e ressuspensas em meio RPMI
1640 (Sigma®) completo. Aliquotas de 100 pL de suspensdo celular (2 x 10°
células/mL) em meio RPMI completo foram adicionadas a cada pogo da placa de 96
pogos de cultura. Os ensaios foram feitos em duplicata. A placa foi incubada a 37°C
em atmosfera imida contendo 5% de CO, por 48 horas.

A producdo de NO foi determinada pela concentracio de nitritos presentes no
sobrenadante de culturas de células linfonodais, conforme protocolo proposto por
Ding et al. (1988). Para isso, 50 uL do sobrenadante da cultura de células linfonodais
foram incubados com mesmo volume do reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1%
naftilenodiamina dihidroclorido e 2,5% dacido ortofosférico), por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Absorbdncia das amostras em 540 nm foi determinada em
espectrofotometro (Titertek-Multiscan®). Os resultados foram expressos como uM de
nitrito (NO;’), fundamentado em curva padrdo obtida a partir de concentragdes

conhecidas (5- 60 uM) de nitrito de sédio (NaNO,) diluido em meio RPMI.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrao (£ DP) dos 04 animais
de cada subgrupo. As varidveis foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wally seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn. O nivel de
significancia (p) adotado para se rejeitar a hipotese da nulidade foi de 5% (p < 0,05).

Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 5.0.
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S RESULTADOS

5.1 Escala de aderéncias peritoneais

Nao houve diferengas no nimero de aderéncia peritoneais entre os diferentes
grupos de animais no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatério de cistotomia e cistorrafia
(Tabela 1). A aderéncias quando presentes se deram principalmente entre a bexiga e o

mesentério e a bexiga e o peritonio parietal ou a ambos.

Tabela 1. Escala de aderéncias de animais tratados com solu¢do PBS (CONTROLE),
ImL/Kg, solucdo de piroxicam (PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato hidroalcodlico
de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ), 5Smg/Kg, por via oral a cada
24 h, durante os trés primeiros dias apos cirurgia de cistotomia e cistorrafia, e
sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatdrio.

POS-OPERATORIO GRUPOS
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
3°DIA 1,5 + 06 1,7 + 0,5 22 £ 0,9
7°DIA 1,7 + 06 23 = 06 20 £ 1,0
14°DIA 1,0 + 0,0 1,5 + 1,0 1,5 + 06

5.2 Achados histopatologicos

Os animais tratados com EHA de C. ambrosioides mostraram em menor grau
necrose isquémica e neoformacgdo vascular quando comparados aos do grupo controle
no 3° dia pés-cirtrgico. O grupo de animais tratados com piroxicam obteve menor
extensdo do infiltrado celular na parede vesical € menos neoformacdo capilar em
relac@o ao grupo controle no mesmo periodo (Tabela 2) (Figura 10).

No 7° dia pés-operatdrio os animais que receberam PBS, Piroxicam e EHA de
C. ambrosioides nao diferiram nos quesitos reepitelizagdo, coaptacdo de bordos e
reacdo gigantocelular tipo corpos estranho (Tabela 2) (Figura 10).

Quando avaliados os quesitos inflamacao cronica, proliferacao fibroblastica e
colagenizacdo os animais que receberam EHA de C. ambrosioides mostraram
resposta menos acentuada, nos trés quesitos avaliados, quando comprados ao grupo
controle. Em nenhum parametro avaliado, considerando os trés momentos pos-

cirurgicos, o grupo mastruz diferiu do grupo Piroxicam (Tabela 2) (Figuras 10 e 11).
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Tabela 2. Avaliacdo histopatoldgica das bexigas de animais tratados com solu¢do PBS
(CONTROLE), ImL/Kg, solu¢do de piroxicam (PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ), Smg/Kg, por
via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de cistotomia e
cistorrafia, e sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatorio.

Varidveis histolégicas Escore Histol6gico
3° DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Inflamacdo aguda 2,50 +£ 0,54 2,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00
Extensao do infiltrado celular 3,50+ 0,54 2,75 +0,46* 3,00 +£ 0,00
Neoformacao capilar 2,75 £0,46 2,00 += 0,00* 2,00 = 0,00*
Necrose isquémica 2,50 + 0,53 2,00 + 0,00 1,50 £ 0,53*
7° DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Reepitelizacao 1,33 +£0,52 1,67 +0,52 1,33 £ 0,52
Coaptacgdo de bordas 1,67 £0,52 1,33+ 0,52 1,00 + 0,00
Reacdo gigantocelular 3,33 +0,52 3,33 +£0,52 3,33 +£0,52
14° DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Inflamagdo cronica 3,0+0,89 2,25 +0,46 2,00 = 0,00*
Proliferacdo fibroblastica 3,0 +£0,89 2,25 +£0,46 1,25 + 0,46*
Colagenizacado 3,00 + 0,89 2,25 +£0,46 1,25 £ 0,46*

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (teste de Kruskal-Wallis com pds-teste
de Dunn).
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Pl ROXI CAM

Figura 10 — Aspectos histopatoldgicos das bexigas urindrias de ratos, coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina, tratados com solu¢do PBS (CONTROLE — A, D e
G), ImL/Kg, solucdo de piroxicam (PIROXICAM - B, E e H), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ — C, F e 1),
Smg/Kg, por via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de
cistotomia e cistorrafia, e sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pés-operatorio.

Figura 11 — Aspectos histopatolégicos das bexigas urindrias de ratos, coradas pela
técnica de Tricromio de Masson, tratados com solu¢gdo PBS (CONTROLE — A),
ImL/Kg, solu¢do de piroxicam (PIROXICAM - B), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ — C), Smg/Kg,
por via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de cistotomia e
cistorrafia, e sacrificados no 14° dias de pés-operatdrio.
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5.3 Achados imuno-histouimicos

Para avaliarmos a intensidade de atividade dos miofibroblastos utilizamos um
escore imuno-histoquimica para anticorpo anti-a-actina de musculo liso, um forte
marcador para este tipo de célula. Os grupos de animais testados ndo diferiram entre
si, nos trés momentos pds-cirdrgicos estudados. Apesar disso, houve uma tendéncia a
maior expressdo de o-actina de musculo liso no grupo tratado com EHA de C.

ambrosioides em relagdo ao grupo controle no 3° dia pés-operatério (Figura 12 e 13).
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Figura 12. Avaliacdo da atividade miofibrobléstica pela expressdo de a-actina de
musculo liso em bexiga de animais tratados com solu¢cdo PBS (CONTROLE),
ImL/Kg, solucdo de piroxicam (PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato hidroalcodlico
de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ), 5mg/Kg, por via oral a cada
24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de cistotomia e cistorrafia, e
sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatdrio.
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Figura 13 — Aspectos imuno-histoquimicos (anticorpo 1A4 anti-o actina de musculo
liso) das bexigas urindrias de ratos tratados com solucdo PBS (CONTROLE — A, D e
G), ImL/Kg, solugdo de piroxicam (PIROXICAM - B, E e H), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ — C, F e 1),
Smg/Kg, por via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de
cistotomia e cistorrafia, e sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatorio.

5.4 Contagem celular total e diferencial no peritonio e niveis de H,O, no

peritonio e NO nos linfonodos iliacos e mesentéricos

Nao houve diferencas na migragcdo de células para cavidade peritoneal entre os
diferentes grupos de animais no 3° e 7° dias de pés-operatério de cistotomia e
cistorrafia (Figuras 14A e 14B). Entretanto, no 14° dia pés-cirtirgico, houve um
aumento no nuimero de células no grupo mastruz quando comparado ao grupo
controle, o qual foi predominantemente constituido por linfécitos (Figura 14C).

Os niveis de H,O; no peritonio dos ratos submetidos a cistotomia e cistorrafia
ndo diferiram entre os grupos controle, piroxicam e mastruz no 3° dia pés-operatério e
se mostraram indetectdveis ou muito reduzido nos momentos pds-cirirgicos

seguintes, 7° e 14° dias pds-operatérios (Tabela 3).
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Figura 14. Contagem celular total e diferencial no lavado peritoneal. Os animais
foram submetidos a cistotomia e cistorrafia e tratados com solu¢cdo PBS
(CONTROLE), ImL/Kg, solu¢ao de piroxicam (PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ), Smg/Kg, por
via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia. Os animais foram
sacrificados apds 3 (A), 7 (B) e 14 (C) dias e o lavado peritoneal realizado. *p<0,05
quando comparado ao grupo mastruz (teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de
Dunn).
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Tabela 3. Concentracdo de per6xido de hidrogénio no liquido peritoneal, em uM, de
animais tratados com solu¢do PBS (CONTROLE), ImL/Kg, solu¢do de piroxicam
(PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato hidroalcodlico de folhas de Chenopodium
ambrosioides (MASTRUZ), 5Smg/Kg, por via oral a cada 24 h, durante os trés
primeiros dias apds cirurgia de cistotomia e cistorrafia, e sacrificados no 3°, 7° e 14°
dias de pds-operatdrio.

POS-OPERATORIO Concentragdo de H,O,, em uM, no peritdnio
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
3°DIA 14 = 00 1,3 = 00 1,2 £ 00
7°DIA 0,0 £ 00 0,0 = 00 0,0 £ 00
14° DIA 01 £+ 00 01 = 0,1 0,1 + 0,1

Os niveis de NO nos linfonodos iliacos dos ratos submetidos a cistotomia e
cistorrafia detectados no 3° dia pds-operatério ndo diferiram entre os grupos
estudados. No 7" dia pés-cirdrgico os animais do grupo mastruz mostraram niveis de
NO em linfonodos iliacos mais reduzidos do que os encontrados no grupo piroxicam,
porém sem diferenga em relagdo aos do grupo controle. No 14° dia pds-operatério,
nao foi identificado NO nos linfonodos iliacos em nenhum dos grupos de animais

estudados (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo de oOxido nitrico no sobrenadante de células linfonodais
iliacas e mesentéricas, em puM de NO,, de animais tratados com solu¢do PBS
(CONTROLE), 1mL/Kg, solucdo de piroxicam (PIROXICAM), 0,3 mg/Kg, e extrato
hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides (MASTRUZ), Smg/Kg, por
via oral a cada 24 h, durante os trés primeiros dias apds cirurgia de cistotomia e
cistorrafia, e sacrificados no 3°, 7° e 14° dias de pds-operatorio

Sitio Linfonodal Concentracdo de NO, em uM de NO,
3°DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Linfonodos ilfacos 1,1 £ 23 1,6 + 1,7 1,2 + 1,2
Linfonodos mesentéricos 1,5 = 0,00 1,5 + 0,0 1,5 + 0,0
7°DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Linfonodos iliacos 6,8 + 22 12,7 + 54 2,7 + 2,1%
Linfonodos mesentéricos 04 + 0,6 34 £ 53 0,0 = 0,0
14°DIA
CONTROLE PIROXICAM MASTRUZ
Linfonodos iliacos 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00

Linfonodos mesentéricos 1,56 + 0,00 1,56 + 0,00 1,56 + 0,00
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*p<0,05 quando comparado ao grupo piroxican (teste de Kruskal-Wallis com pds-
teste de Dunn).

A concentracdo de NO nos linfonodos mesentéricos dos ratos submetidos a
cistotomia e cistorrafia detectados no 3°, 7° e 14° dias pds-operatério nio diferiram
entre os grupos tratados com PBS, Piroxican e EHA de Chenopodium ambrosioides

(Tabela 4).

O nimero de células obtidas do processamento dos linfonodos iliacos e
mesentéricos ndo diferiram entre os grupos testados nos trés momentos pds-cirdrgicos

estudados (dados ndo mostrados).
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6 DISCUSSAO

A resposta inflamatéria pds-cirdrgica envolvendo a bexiga urindria §é
caracterizada por particularidades decorrentes do contato do tecido com urina e seus
constituintes, da necessidade de uso de materiais de sutura absorviveis e de cateteres
intravesicais (RATLIFF et al., 1995; LAURENCE et al., 1997; DRINKA et al., 2006;
BORIN et al., 2008; BILBAO et al., 2014). No periodo pds-operatorio, esses fatores
alteram o padrdo inflamatério e influenciam o processo de cicatrizacdo da bexiga

urinaria.

Substancias anti-inflamatorias sdo usadas quase que rotineiramente apos
procedimentos cirdrgicos, no intuito de reduzir a dor pds-operatdria € resposta
inflamatéria. Essas drogas afetam a inflamacdo e a resposta imune local, que sdo
necessdrias para promover um adequado reparo tecidual no periodo peri-operatorio,
podendo contribuir para os surgimento de complicacdes pOs-cirdrgicas indesejaveis.
Tais complicacdes incluem deiscéncia de feridas, infec¢do e retardo na sintese de

coldgeno, resultando em atraso no reparo tecidual (BUSTI et al., 2005).

Algumas espécies vegetais s@o ricas em compostos fenodlicos, flavonois e
alcaloides, capazes de agir por via inibitéria das enzimas ciclooxigenase e 5-
lipoxigenase, interferindo no metabolismo das prostaglandinas e do é&cido
araquidonico, promovendo efeitos anti-inflamatérios (CALIXTO et al., 2003). Além
da acdo sobre as prostaglandinas, os flavondis parecem ter efeito parcial sobre o
sistema antioxidante, com a¢do sobre os radicais de oxigénio, superproducdo de NO,
que também desempenha um importante papel em diversos modelos de inflamacao
(CUZZOCREA et al.,, 1998). Outro grupo quimico envolvido no efeito anti-
inflamatoério de plantas medicinais € o dos terpenos. Sua acdo anti-inflamatdria se

deve a inibicao das prostaglandinas (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

A avaliacdo fitoquimica dos extrato etandlico de Chenopodium ambrosioides
mostrou a predominancia de compostos terpé€nicos, alcaloides, taninos condensados,
saponinas e flavonoides. Extrato hidroalcodlico (EHA), etanol a 70%, das folhas de
Chenopodium ambrosioides obtidos por método de percolacdo na relacdo de
hidromédulo de 1:5 apresenta resultado mais expressivo destes constituintes quimicos

(NEIVA et al., 2011).



48

Os componentes do Chenopodium ambrosioides demonstraram efeito anti-
inflamatério agudo e cronico em modelos experimentais (IBIRONKE e AJIBOYE,
2007; PEREIRA et al., 2009; GRASSI et al., 2012; GONCALVES-FILHO, 2013).
Mostrou também efeito cicatrizante em pesquisas desenvolvidas por Grassi et al.
(2012) em modelos de cicatrizagao de feridas cutaneas e por Pinheiro-Neto (2005)
utilizando modelos de cicatrizacdo dssea. A dose oral de 05 mg/kg de peso, por via
intra-peritoneal, foi suficiente para mostrar acao anti-neopldsica em modelos de tumor
de Erlich em camundongos (NASCIMENTO et al., 2006) e efeito anti-inflamatério
em modelos de granuloma de corpo estranho em ratos, quando usada a mesma dose

por via oral (PEREIRA, 2009).

O modelo de cistotomia seguido de cistorrafia se mostrou eficaz em permitir o
estudo da atividade anti-inflamatdria e cicatricial sobre a bexiga urindria de ratos
(LUCENA et al., 2006; FERREIRA et al., 2006; GONCALVES-FILHO et al., 2006;
BILBAO et al., 2013). O EHA de Chenopodium ambrosioides foi testado no pOs-
operatorio de cirurgia de cistotomia em ratos e comparado a um grupo placebo que
recebeu solugdo tampao fosfato e um grupo controle positivo que recebeu piroxicam,
um conhecido agente anti-inflamatério ndo hormonal. O Piroxicam age inibindo a
enzima cicloxigenase, reduzindo a conversio de acido araquidonico em

prostaglandinas (OLIVEIRA JUNIOR, 2007).

Os animais se comportaram de maneira similar durante o pds-operatdrio de
cistotomia e cistorrafia, ndo sendo evidenciado complicacdes relacionadas a ferida
operatéria abdominal, que deu acesso ao procedimento vesical. O EHA de
Chenopodium ambrosioides, na dose de 05mg/Kg de peso do animal, ndo se mostrou
capaz de alterar achados macroscOpicos como escalas de aderéncias peritoneais

quanto comparado aos animais do grupo controle e piroxicam.

Lucena et al. (2006) estudando o efeito de Schinus terebinthifolius Raddi,
Aroeira, sobre a cicatriza¢do de bexiga de ratos, evidenciou maior nivel de aderéncias
peritoneais no grupo tratado com extrato hidroalcodlico de Aroeira, na dose de
100mg/Kg, por via peritoneal, quando comparado ao grupo placebo, que recebera
solucdo salina. As aderéncia foram unicas e se deram principalmente entre a bexiga
urindria e o mesentério ou o peritonio da parede abdominal. A administragdo intra-

peritoneal das substincias pode contribuir para a formagao de aderéncias, tanto pelo
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fato de invadir a cavidade peritoneal, como pelo efeito irritante dessas substancia
sobre a membrana peritoneal. A op¢ao pela via de administracio oral das substancias

afasta esse viés relacionado a violacdo da cavidade peritoneal.

Resultados como os obtidos por Patricio et al. (2008) mostram que, a depender
da via de administragcdo e o tipo de inflamacgado, pode-se obter dados bem diferentes.
Eles mostraram que camundongos com patas infectadas com Leishmania amazonensis
apresentavam aumento de sua espessura quando tratados por via intra-peritoneal com
extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de C. ambrosioides na dose de Smg/kg. No
entanto, quando tratados por via oral havia diminui¢do do tamanho da espessura da
pata, mesmo nao estando relacionado a carga parasitaria presente, sendo o resultado

dependente da via de administracao.

Em nosso experimento, o EHA de Chenopodium ambrosioides nao mostrou
efeito anti-inflamatorio capaz de alterar o padrio celular no peritonio, nem os niveis
de produg¢do de H,O, pelas células peritoneais. Em apenas um momento, 7° dia-pds
operatério de cistotomia, os animais que receberam EHA de Chenopodium
ambrosioides apresentaram niveis de NO produzidos pelas células linfonodais
menores que os do grupo controle. Portanto, 0 EHA de Chenopodium ambrosioides
ndao mostrou resultados consistentes em reduzir aos niveis de NO quando utilizada a

dose de 05 mg/kg, por via oral em modelos cirdrgicos de bexiga em ratos.

Extrato etandlico bruto (EEB) de Chenopodium ambrosides mostrou efeito
anti-inflamatério em modelos de edema de orelha, edema de pata e granuloma de
corpo estranho em camundongos, nas doses de 150, 300 e 500 mg/kg, por via oral.
EEB de C. ambroioides nas doses de 300 e 500 mg/kg também foi capaz de reduzir
os niveis de NO e TNF-a (GRASSI et al., 2013), importantes mediadores da resposta

inflamatoria.

Em estudos com modelos de cistite induzida por ciclofosfamida, Gongalves-
Filho (2013) verificou efeito anti-inflamatério do EBH de Chenopodium ambrosides
em ratos, com doses de 50 mg/kg, por via oral. O EBH de Chenopodium ambrosides
foi capaz de inibir a inflamacdo vesical aguda e reduzir os niveis de NFkp,
importante fator de transcri¢do nuclear para mediadores inflamatérios. A dose de

EHA de Chenopodium ambrosioides testada em nosso experimento, 5 mg/kg, bem
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menor que a avaliada por outros autores, parece explicar a auséncia de efeito anti-

inflamatério agudo.

A resposta inflamatdria aguda secunddria ao trauma tecidual € o gatilho inicial
para a cicatrizacdo da ferida, ela € marcada por intensa migracio celular e producao
de mediadores inflamatérios locais que modulam a atividade de células responsdveis
pela defesa local e revitalizacdo de tecido necrético, num ambiente caracterizado por
edema e intensa congestdo vascular (METCALFE e FERGUNSON, 2005;
FIRESTEIN, 2012).

A andlise histolégica da bexiga dos animais sacrificados no 3° dia pos-
cirirgico, ndo mostrou alteracdo do quesito inflamacdo aguda que levava em
consideragdo a celularidade do tecido, o edema e a congestdo vascular, embora o uso
de C. ambrosioides tenha promovido menor grau de neoformacdo vascular e necrose

isquémica quando comparadas ao grupo controle.

O uso de EHA de Chenopodium ambrosioides nao foi capaz de promover
alteracdes histoldgicas considerdveis em relacdo ao grupo controle, quando se
avaliaram os quesitos reepitelizacdo, coaptacdo de bordos e reagdo giganto celular no
7° dia pos-cistotomia e cistorrafia. A sintese meticulosa da bexiga promove uma boa
coaptacdo dos bordos da ferida vesical ja por volta do 6° dia pds-operatorio (BILBAO
et al., 2014). O uso de sutura poligalactina 910, 5-0, contribue para uma menor reacao
tecidual e uma rdpida epitelizacio (HOLMES, JAMES e WHITFIELD, 1992;
OOSTERLINK et al., 1993; HANKE et al., 1994). A cicatrizacdo parece sofrer forte
influéncia de fatores relacionados a técnica cirtirgica empregada, assim como ao tipo
de material utilizado na sutura, o que pode repercurtir em maior ou menor resposta

inflamatoria.

Durante a fase proliferativa que tem seu pico entre 6 e 10 dias apds a lesao,
surgem os fibroblastos que se multiplicam e produzem componentes do tecido
conjuntivo, tais como fibronectina e coldgeno. Este é a proteina mais abundante do
tecido conectivo em fase de cicatrizacdo. As vdrias diferencas na composi¢do quimica
do coldgeno determinam as suas fungdes bioldgicas. A rica presenca de glicina e
prolina € necessdria para que a molécula de coldgeno assuma a estrutura de tripla
hélice. O tecido de granulacdo, caracteristico da fase prolifrativa da cicatriacdo,

expressa 30 a 40 % de colageno tipo III, sendo considerado imaturo (WITTE e
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BARBUL, 1997). Nesta fase, também se observa o surgimento de células conhecidas
como miofibroblastos que possuem semelhancas morfolégicas com fibroblastos; mas
que, por conterem uma quantidade aumentada de filamentos de actina e de miosina,
possuem atividade contratil, participando assim da reducao do tamanho da ferida apds

a lesdo (HINZ, 2007; CAMPOS, BORGES- BRANCO e GROTH, 2007).

As alteracdes histoldgicas observadas nas bexigas urindrias dos animais do
14° dia pds-operatdrio de cistostomia e cistorrafia mostraram efeito anti-inflamatério
cronico do EHA de C. ambrosioides. Observou-se reducdo nos parametros
inflamacdo cronica, proliferacdo fibroblastica e colagenizacdo, em relagdo aos
animais do grupo controle. Chenopodium ambrosioides ndo foi capaz de influenciar a
expressdo de a-actina de musculo liso por miofibroblastos, importante marcador da

atividade deste tipo celular.

A reorganizagdo da nova matriz extracelular € um processo importante na
cicatrizagdo. O balanco entre a sintese de novo coldgeno e sua degradacdo vai
influenciar a qualidade da restauracdo tecidual. O padriao de resposta imune tipo Tyl
promove a regeneragdo tecidual, enquanto o tipo Ty2 favorece a ativacdo de

fibroblastos, producao de colageno e fibrogénese (SIME e O’REILLY, 2001).

As colagenases sdo responsdveis pela degradacdo do coldgeno e sofrem
influencia das citocinas liberadas por células inflamatdrias, endoteliais, fibroblastos e
queratindcitos (CAMPOS, BORGES- BRANCO e GROTH, 2007). Espécies reativas
de oxigénio afetam vias de sinalizagdo para a ativacdo de fatores de transcricdo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, 6 e TNF- o), quimiocinas e enzima proteolitica
como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e serinas proteases (EMING, KRIEG e
DAVIDSON, 2007). A finalizacdo do processo inflamatério € essencial para a
restauragdo das proteinas estruturais da matriz extracelular. O quadro contrario é

responsavel por feridas cronicas (HINZ, 2007).

Ibironle e Ajiboyie (2007) e Grassi et al. (2013) observaram efeito anti-
inflamatério crénico do Chenopodium ambrosioides em modelos experimentais de
granuloma de corpo estranho. Pereira (2009) também comprovou efeito anti-
inflamatério cronico do EHA de Chenopodium ambrosioides com dose de 05 mg/Kg

de peso, em modelos de granuloma de corpo estranho em ratos.
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Sérvio et al. (2011) avaliando o efeito topico do extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides a 1,3%, em modelos de cicatriza¢do cutdnea em dorso de
ratos, observou efeito anti-inflamatério semelhante ao da solug@o salina a andlise
histologica, apesar de constatarem maior concentracdo de fibroblastos no sitio

cirdrgico a andlise histolgica e maior contracao das feridas.

Avaliando a cicatrizacdo cutdnea em ratos, Grassi et al. (2013) testaram
pomadas a base de polietilenoglicol associada a extrato etandlico de C. ambroioides,
nas concentragdes de 1, 3 e 5%, apenas a formulagdo de maior concentragdo mostrou

reduzir a drea de cicatriza¢do, quando aplicadas topicamente.

Apesar do EHA de Chenopodium ambrosioides, na dose testada de 05 mg/kg,
por via oral, ndo ter mostrado resultados consistentes em reduzir os parametros
inflamatoérios agudos em modelos cirurgicos de bexiga urindria em ratos, ele
promoveu menos inflamacdo cronica, proliferacdo fibroblédstica e deposicdo de
coldgeno, contribuindo para a finalizacdo adequada do processo cicatricial, evitando

assim a formacao de tecido fibrético excessivo e de lesdes cronicas.

Tais dados suportam a hipétese de que o EHA de Chenopodium ambrosioides
apresenta efeito anti-inflamatdrio cronico, em doses tdo baixas quanto 05 mg/kg
(PEREIRA, 2009), e que a capacidade de inibir a inflamacdo aguda requer doses
maiores, a partir de 50 mg/kg (IBIRONKE e AJIBOYE, 2007; GONCALVES-
FILHO, 2013; GRASSI et al. 2013).

Dentre os fatores limitantes do nosso estudos estdo o reduzido numero de
animais por grupo, o emprego de uma unica dose teste para o EHA de Chenopodium
ambrosioides e a avaliac@o histologica por microscopia simples, método subjetivo e
sujeito a variagOes dependentes da experiéncia do examinador. Estudos futuros serdao
necessdrios para melhor esclarecimento do efeito do C. ambrosioides sobre a
cicatrizacdo vesical e quais substancias constituintes do extrato sdo responsaveis por

seus efeitos anti-inflamtorio cronico e anti-fibrético.
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7 CONCLUSAO

O EHA de Chenopodium ambrosioides apresenta atividade sistémica anti-
fibrética e anti-inflamatéria cronica em modelos de cicatrizacdo de bexiga urindrias
em ratos, ao ser capaz de reduzir os parametros histolégicos:

r==1

I.  necrose isquémicaisgp!

II.  neoformagdo capilarits!
III.  proliferacdo fibroblastica
IV.  colagenizagaoists!

V. inflamacio cronica.

O EHA de folhas de Chenopodium ambrosioides ndo apresenta atividade

sobre os seguintes fatores envolvidos na cicatrizacdo de bexiga urinéria de ratos:

I.  acelularidade total e diferencial do peritdneo
II.  os niveis de H,O, no liquido peritoneal
III.  os niveis de NO no sobrenadante de cultura de células linfonodais iliacas
e mesentéricas
IV. inflamacgdo aguda

V.  atividade miofribrobléstica.

As evidéncias da atual investigacdo indicam que o Chenopodium
ambrosioides pode se constituir em alternativa terapéutica futura no pds-operatério de
cirurgias vesicais, com potencial atividade anti-inflamatéria cronica e anti-fibrotica.

Estudos futuros serdo necessdrios para melhor entendimento dos efeitos do
Chenopodium ambrosioides sobre a cicatrizacdo de bexigas urindria e quais
substancias constituintes do extrato sdo as responsaveis por seu efeito anti-

inflamatdrio cronico e anti-fibrético.
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Apéndice A — Ficha protocolo de procedimentos cirdrgicos e sacrificio

DROGA PESQUISADA: EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Chenopodium ambrosioides

RATO N°: TIPO DE MARCACAO:
SACRIFICIO: () 3 Dias . ( )7 Dias ( )14 Dias
COMPLICACOES ANESTESICAS: ( ) Sim ( ) Nio

GRUPO: ( ) C. ambrosioides ( ) Controle () Piroxicam
PESO INICIAL.: g
DOSE DO C. ambrosioides: ml
ATO OPERATORIO:
Data: /]

Complicacdo intraoperatéria: ( )sim ( ) ndo
Tipo de complicagdo:
Fotografia n°:
QUADRO 1 - EVOLUCAQ DIARIA

59

EVOLUCAO (condicdes
DPO* PESO comportamentais e o aspecto da ferida DP EVOLUCAO (condicdes comportamentais e o
operatoria) O aspecto da ferida operatéria
01 08
02 09
03 10
04 1
05 12
06 13
07 14

*DPO: dia de pds-operatério
OBITO: ( ) Sim ( ) Ndo
DIA DO OBITO: ____ DPO
CAUSA MORTE:
SACRIFICIO: ( ) ANESTESIA ( ) EXSANGUINACAO
Infeccdo de sitio operatério: () Sim () Ndo
Deiscéncia de ferida operatéria: ( ) Total () Parcial () N@o houve
Deiscéncia de bexiga: () total () parcial () ndo houve
Abscesso intra-abdominal: ( ) Sim () Nao
Fistula vesicocutinea: ( ) Sim ( ) Nao
Hematoma: ( ) Sim ( ) Néo
Formacao de cdlculos ( ) Sim ( ) Nao
Aderéncias: ( ) Sim () Nao
Grau de adesao de NAIR:
Orgio aderido:
Exame da pega cirtrgica:
COLETA DE LIQUIDO PERITONEAL: () SIM () NAO () ACIDENTE

RETIRADA DE ORGAOS , PESO (g): FIGADO __, BACO __,RIMDIR __,RIMESQ __, LINFIL __, LINF

MESENT __, y
QUADRO 2 - ESCORE DE ADESAO DE NAIR
ESCORE ACHADO
(grau)
0 Sem adesdo
1 Adesdo tnica entre dois 6rgios ou entre um 6rgéo e a parede abdominal
2 Duas adesdes entre 6rgdos ou um 6rgdo e a parede abdominal
3 Mais de duas adesdes entre 6rgdos ou uma massa de adesdo generalizada do intestino
sem aderir a parede abdominal
4 Aderéncias generalizadas entre 6rgdos e a parede abdominal ou aderéncia macica
entre todos os 6rgaos

FONTE: (NAIR, BHAT, AURORA, 1974




Apéndice B — Ficha protocolo de andlise histoldgica

RATO

Lamina N°: ;

1) Inflamagdo Aguda:

PROTOCOLO DE ANALISE HISTOLOGICA

Fotografia N° : ;

(1) Somatdério O (auséncia de inflamagdo aguda)
(2) Somatoério 1 ou 2 (inflamagdo aguda discreta)
(3) Somatoério 3 ou 4 (inflamagdo aguda moderada)
(4) Somatoério 5 ou 6 (inflamagdo aguda acentuada)

Os critérios aplicados encontram-se no Quadro abaixo:
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Data: / /

QUADRO 1 — CRITERIOS APLICADOS PARA AVALIACAO DA INFLAMACAO AGUDA

CRITERIOS SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2
NEUTROFILOS ausentes presente, em menos de 50% do presente, em mais de 50% do campo
campo
CONGESTAO presente, em menos de 50% do .
VASCULAR ausente campo presente, em mais de 50% do campo
EDEMA ausente E;:;I:e’ em menos de 30% do presente, em mais de 50% do campo

2) Reepitelizacdo:

(1) Ausente (4rea de sutura sem proliferagdo das células epiteliais)
(2) Parcial (processo de reepitelizagio evidente nas bordas da sutura, mas sem unido entre as margens)

(3) Completa (drea de sutura era totalmente recoberta pela proliferacdo epitelial)
3) Coaptagdo das bordas da sutura:

(1) Ausente (bordas da sutura nao apresentavam coincidéncia)

(2) Parcial (apenas uma parte de uma das bordas coincide com outra borda)

(3) Completa (coincidéncia das bordas da sutura)

4) Extensio do Infiltrado na Parede:

(1) Até a mucosa
(2) Até a submucosa
(3) Até a muscular
(4) Até a serosa

5) Neoformacdo Capilar:

(1) Ausente (auséncia de vasos neoformados)

(2) Discreta(pequena quantidade de vasos neoformados)
(3) Moderada(moderada quantidade de vasos neoformados)
(4) Acentuada(grande quantidade de vasos neoformados)

6) Necrose Isquémica:

(1) Ausente (ndo existe focos de necrose isquémica junto ao fio de sutura)

(2) Discreta (ocasionais focos de necrose junto ao fio de sutura, sem envolve-los totalmente)
(3) Moderada (necrose envolve toda a circunferéncia do fio de sutura)
(4) Acentuada (necrose estende-se além do fio de sutura)

7) Reagdo Gigantocelular tipo corpo estranho ao redor do fio de sutura:
(1) Ausente (ndo existe reagdo gigantocelular ao redor do fio de sutura)

(2) Discreta (pequena quantidade de reacdo gigantocelular ao redor do fio)
(3) Moderada (moderada quantidade de reagdo gigantocelular ao redor do fio)

(4) Acentuada (intensa reagdo gigantocelular ao redor do fio de sutura)

8) Proliferacao Fibroblastica:

(1) Ausente ( ndo existe fibroblastos proliferados no campo de sutura)
(2) Discreta (esparsos fibroblastos proliferados em meio ao tecido conjuntivo frouxo)
(3) Moderada (pequenos feixes multidirecionais de fibroblastos)
(4) Acentuada (fibroblastos constituindo feixes compactos arranjados multidirecionalmente)

9 Fibrose (colagenizacdo):

(1) Ausente (ndo exite fibras coldgenas depositadas)
(2) Discreta (deposi¢ao de fibras colagenas de pequena intensidade, caracterizada por esparsas fibras depositadas em
meio aos fibroblastos proliferados)
(3) Moderada (fibras de coldgeno depositadas formam feixes espessos eosinofilicos, intercaladas com éreas de tecido
conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados)
(4) Acentuada (grande deposi¢do de fibras colagenas com feixes espessos e compactos em meio a fibroblastos
proliferados e sem areas de tecido conjuntivo frouxo).

10) Inflamagdo Cronica:

(1) Ausente (ndo existe leucdcitos mononucleares)
(2) Discreta (leucécitos mononucleares isolados e esparsos)
(3) Moderada (leucécitos mononucleares agregados atingindo parcialmente a drea de sutura)
(4) Acentuada (leucdcitos mononucleares agregados e confluentes atingindo todo o campo da sutura)




Apéndice C — Ficha protocolo de andlise imuno-histoquimica
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Lamina N°: : Fotografia N° : : Data: /
CRITERIOS DE ANALISE
ESCORE DISTRIBUICAO INTENSIDADE
Ausente Ausente
1 Em até 1/3 dos campos Leve
Em mais de 1/3 e menos Moderada
de 2/3 dos campos
3 Em mais de 2/3 dos Intensa
campos
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Universidade Federal do Maranhao
Proé-Reitoria de Pg.squisa e Pos-Graduacao
Comité de Etica em Pesquisa

\

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROJETO DE PESQUISA Ndmero do Protocolo 23115-012975/2008-43
PROJETO DE INICIAGCAQ CIENTIFICA Data de entrada no CEP ~ 15/04/2009
x  TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Data da assembléia 01/06/2009

I - Identificagdo:

Avaliacao imunofarmacol6gica de espécies vegetais com potencial de
uso profilatico e terapé

Prof2. Dr? Flavia Raquel Fer des do Nasci to

Titulo do projeto:

ico para Leish se

Identiﬁcagéo do Pesquisador
Responsdvel: ;

Profe. Dr2 Flavia Raquel Fernandes do Nascimento, Andréa Pires, Izabel

Identiﬁcag_éo ,‘!"’ Eqaipe executom. Bogéa, Jeamile Bezerra e Wanderson Pereira

Instituicdo onde serd realizado: ~ Universidade Federal do Maranhao
firea temitica: II | Multicéntrico: Nio | Data de recebimento: 05/05/2009
Cooperagdo estrangeira: Néo Patracinador: R Nao Data de devolucdo : 18/05/2009

II - Objetivos:
Geral:

1. Avaliar as agdes anti- ou pré- inflamatérias dos extratos e fracdes Tephrosia cinerea, Julocroton triqueter,
Chenopodium ambrosioides em ensaios pré-clinicos utilizando camundongos

-

Especificos:

1. Avaliar a atividade pré/anti-inflamaté-ria dos extratos, fragdes e/ou substancias isoladas em ensaios biolégicos
" de piritonite, bolsdo inflamatdrio, granuloma, edema de prata e cicatriazagdo.

III - Sumario do projeto:

A proposta, submetida pela pesquisadora responsével desta instituicdio, Profa. Dra. Flavia Raquel Fernandes do
Nascimento, trata-se de um projeto de pesquisa, que foi anteriormente aprovado em Edital do CNPgq (Jovem
Pesquisador, processo n® 562248/2008-0), fato este que j& pressupde seu mérito cientifico, além do que em seu
corpo técnico existem alunos de cursos de pés-graduagdo stritu senso, em nivel de mestrado (2) e doutorado (2)
trabalhando nesse projeto suas dissertacdes e teses, respectivamente, 0 que demonstra também o seu cardter
académico. O aumento do niimero de notificagdes dos casos de Leishmaniose no Brasil, tém despertado o interesse
da biotecnologia no sentido de desenvolver alternativas profildticas e terap8uticas mais vidveis. O tratamento da
Leishmaniose & feito preferencialmente com medicamentos 3 base de antimoniais pentavalentes que foram
descritos ainda na década de 40, os quais até o presente ndo demonstraram sua efetividade em todas as espécies
de Leishmania, além de serem de alto custo e possuirem efeitos colaterais bastante graves, desde nefrotoxicidade,
arritmias graves e morte sibita, dentre outros. Além disso, j& estdo descritos casos de resisténcia do parasito a
estas drogas, principalmente por conta da administragdo de doses inadequadas e tratamentos descontinuos. As
plantas s3o importantes fontes de matéria-prima para sintese de novos farmacos. Embora mais da metade dos
medicamentos com efeitos antiparasitarios, antitumorais, antibacterianos e antivirais, j& comercializados, ou em
fase de testes clinicos, sejam de origem natural, quando se tratam de plantas com efeito medicinal cientificamente
comprovado, existe apenas uma pequena porcentagem que estd sendo de fato estudada em nossa regido,
caracterizada pela grande diversidade de espécies vegetais utilizadas popularmente como medicamentos, que
ainda ndo possuem gqualquer COMpProvagas cientifica desta natureza. Assim, a presente proposta visa a
identificacdo e o desenvolvimento de bioprodutos derivados de algumas espécie vegetais, com potenciais de uso

nras

profilatico e/ou terapéutico para as infecgbes por Leishmania sp.
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IV - Comentarios do relator:

Abordado e a possibilidade do desenvolvimento de terapia para o seu tratamento e cura, num grau maior
acessibilidade da populagdo e com potencial menos tdxico para seus usudrios. Possui, portanto, tanto relevéncia sot
quanto cientifica, conforme preconiza a Res 196/96-111.1d.0 projeto foi aprovado pela Assembléia Departamenta
origem do propositor-pesquisador.A metodologia deixa clara a pertinéncia dos objetivos a serem alcancados.

O cronograma permite ser seguido nos prazos estabelecidos. O orgamento encontra-se perfeitamente detalhar
conforme preconiza a Res. 196/96-VI.2.], o que torna vidvel a realiza¢gdo da pesquisa proposta. Cremos ser importai
a justificativa para o fato de que o presente projeto jé foi iniciado antes de ter sido aprovado por este Comité, em fe
de que algumas dissertagdes de mestrado e teses de doutorado estdo sendo realizadas como parte integrante del
0s respectivos cursos tém prazo para serem cumpridos. Além do mais, a data de abertura do presente processa pi
andlise do CEPUFMA data de 18/12/2009.

V - Pendéncias:
Nenhuma

VI - Recomendagdes:

1. Recomendamos juntar a este processo a copia digitalizada em CD do presente projeto.

VII - Parecer Consubstanciado do CEP:

Deste modo, de acordo com relato acima exposto, o Protocolo 23115-012975/2008-43 |, referente ao Trabalho
Conclusdo de pesquisa sob o titulo “Avaliacdo imunofarmacoldgica de espécies vegetais com potencial

uso profilatico e terapéutico para Leishmaniose” é considerado por este CEP COMO APROVADO

VIII - Data da reunido do CEP: 01/06/2009 —
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,-Prof. Hélder machado Passos

Coordenador
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RELATéRIO PARCIAL 04 (0T (0
RELATORIO FINAL:
NOTA:
1. Anexa folha do Relatério Parcial;
2. Pesquisas com durag8o acima de 6 meses deverdo apresentar relatdrios parciais semestrais;
3. Pesquisas com duracdo acima de 12 meses deverdo apresentar relatorios anuais;
4. ApGs a conclusdo da pesquisa deverd ser apresentado relatdrio final ao CEP/UFMA.



