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RESUMO

As proteinas do soro de leite tém sido utilizadas na prevencdo
e/ou tratamento de patologias por apresentar  atividade
imunomodulatoria, agcdo antibacteriana e antiviral, agdo anticancerigena,
efeito positivo no combate as infecgdes e processos inflamatorios,
promogao da sintese de glutationa, além de efeito citoprotetor da
mucosa. Os objetivos deste trabalho foram investigar o possivel efeito
do concentrado de soro de leite bovino (CSL) na protecdao da mucosa
gastrica nos modelos de Ulcera gastrica induzida por indometacina,
etanol, estresse por imobilizacdo e frio e por reserpina. No modelo de
ulcera induzida por indometacina e etanol 0s animais receberam
tratamento agudo, repetitivo e subcrénico, e nos modelos por estresse
por imobilizacdo e frio e por reserpina, tratamento agudo e repetitivo.
Para determinar o mecanismo especifico de acao do CSL na citoprotecao
gastrica utilizou-se N-etilmaleimida (NEM), um alquilante dos
grupamentos sulfidrila e sulfoximina de butionina (BSO), um bloqueador
da enzima ry-glutamilcisteina-sintetase que participa da sintese da
glutationa, ambos no modelo de Uulcera induzida por etanol. A
participagdo do CSL na citoprotecao gastrica foi demonstrada nos
modelos de ulcera induzida por indometacina e etanol. A utilizagdao do
NEM revelou que o CSL tem importante participagao nos efeitos
protetores da mucosa gastrica atraveés de grupamentos sulfidrila. Os
experimentos realizados com BSO demonstraram que o CSL participa da
sintese da glutationa que estd envolvida neste processo
antiulcerogénico. Nos modelos de ulcera induzida por estresse por
imobilizacdo e frio e por reserpina o CSL parece nao ter participagao na
protecdo gastrica. Nestes casos, 0s modelos de indugao estdo
envolvidos no estimulo a secregdo acida gastrica. O CSL revelou-se um
importante coadjuvante dietético no tratamento e/ou prevengdao de

Ulceras gastricas, atraveés do mecanismo de citoprotegao.
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ABSTRACT

Milk whey proteins have been suggested for the prevention and/or
treatment of several pathology due to the following actions:
immunomodulation, antiviral and antibacterial activity, anticarcinogenic
and antiinflamatory activity, stimulation of glutathione synthesis and
mucosal citoprotection. The objective of this investigation was to search
for the protective effects of a bovine milk whey protein concentrate
(WPC) on gastric mucosa by induced models of gastric ulcer using
indomethacin, ethanol, immobilization and cold and reserpine as
ulcerogenic agents. For indomethacin and ethanol induced ulcer the rats
were submited to acute, repetitive and subchronic treatments. For the
ulcers induced by stress, immobilization in the cold and resepine, acute
and repetitive treatments were applied. Specific mechanism of action
was explored by the use of N-ethylmaleimide (NEM) a sulphydryl
alkylating agent and buthionine sulfoximine (BSO) an inibitor of gamma-
glutamylcysteine synthetase, an enzyme indispensable for glutathione
synthesis. Both blocking agents were tested for the ethanol induced type
of ulcer only. The effectiveness of protection for the WPC was
demonstrated for indomethacin and ethanol induced models of gastric
ulcers. The utilization of NEM revealed that WPC act as inhibitor of
gastric ulcerative lesions (ULI) through active sulphydryl (SH)
compounds. On the other hand, the BSO experiment revealed the
participation of glutathione in the gastric mucosa ulcerative lesion
protection. No significant action of the WPC in the protection of gastric
mucosa against immobilization and cold stress and reserpine as was
observed these models are involved in the gastric acid secretion.
Therefore WPC constitutes important dietetic adjuvant for the
prevention or treatment of certain types of stomach ulcers, mainly

through a cytoprotection mechanism.
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INTRODUCGCAO E JUSTIFICATIVA

1 Introducdo e Justificativa

Muitas pesquisas demonstram o efeito protetor da nutricdo contra
algumas patologias (Woodward, 1998).

Recentes avancgos cientificos tém demonstrado um importante
aumento do numero de pesquisas que relacionam a interacdo entre

patologias e o estado nutricional dos individuos.

Os recentes achados nas areas de bioquimica nutricional e
biomédica, que contribuem para desvendar as complexas relagdes
existentes entre nutricdo e doengas, sugerem que proteinas dos
alimentos e peptidios delas derivados podem desempenhar fungoes
importantes na prevengdo, tratamento ou controle de algumas
condicbes patoldgicas. Alguns dos agentes funcionais derivados destes
nutrientes poderiam ser importantes na melhoria da saude, na
promocao do bem-estar e no aumento da longevidade (Brink, 1996;
Sgarbieri, 2000).

Estudos comprovam a eficacia das proteinas do soro do leite na
atividade imunomodulatoria, anticancerigena, antibacteriana e antiviral,
além de estimular a absorcao e funcao intestinal (Bounous &
Kongshavn, 1985; Bounous et al., 1989a; Bounous et al., 1993; Brink,
1997; Parodi, 1998; Brink, 1999; Sgarbieri, 1999).

O concentrado proteico do soro de leite (CSL) possui elevada
concentragdo de aminoacidos sulfurados como a cisteina e a metionina,
que parecem ser responsaveis pelo aumento da sintese de glutationa,
molécula que possui efeito desintoxicante e antioxidante, capaz de

proteger o organismo de determinadas doengas como cancer,
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imunossupressao e processos infecciosos (Bounous & Gold, 1991:
Baruchel et al., 1995; Parodi, 1998; Sgarbieri, 1999; Walzem, 1999).

Sabe-se que o estado nutricional tem influéncia direta na maior ou
menor incidéncia de patologias como Ulcera, cancer gastrico e intestinal,
aléem de outros processos inflamatérios, que tém seus fatores
determinantes agravados por situagdes comuns na realidade atual,
como o estilo de vida, dieta, estresse, além da predisposicdo genética,
gue somadas, elevam o potencial agressivo, ou reduzem 0s processos
de defesa do revestimento mucoso do estdmago (Brunton, 1996; Pontes
et al., 1998; Walzem, 1999; Rang et al., 2001).

Estudos experimentais de ulcera gastrica induzida em ratos
sugerem que esse processo podera ser minimizado na presenca de
substancias sulfidrila que participem da protecdo da mucosa
(Dias et al., 2000). A partir disto, e baseado na participacdo das
proteinas do soro do leite em estimular o aumento da sintese e da
concentracdo da glutationa intracelular, acredita-se que esse mecanismo

possa resultar em inibigao ou diminuigao das lesdes gastricas.

Com isto, propde-se neste trabalho, a utilizagdo do CSL visando
atraves de sua funcionalidade, diminuir os efeitos da Ulcera gastrica
induzida por diferentes agentes, visto que, em resultados preliminares
deste projeto, obteve-se uma aparente inibicdo das lesdes induzidas,
sugerindo que haja uma interacao importante entre o CSL e a

diminuigdo das agressées na mucosa gastrica em ratos.

Procurou-se investigar também a atividade antiulcerogénica do
CSL em modelos de ulcera induzida por etanol, indometacina e estresse
em ratos. Além disto, objetivou-se testar esta atividade antiulcerogénica

do CSL em tratamento com dose-unica, doses repetitivas e tratamento
2
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subcrénico, nos diferentes modelos de inducdo de Ulcera, e por fim,
avaliar o mecanismo de agao antiulcerogénica do CSL na capacidade de

estimular a sintese de glutationa.
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2 Revisdo Bibliogrifica

Propriedades funcionais das proteinas de concentrado de soro de
leite bovino (CSL)

O avanco dos conhecimentos cientificos, a inter-relacdo entre
dieta e o processo saude/doenca, 0s custos da salude publica e
interesses economicos, beneficiaram o surgimento de novos produtos,
cujas fungdes pretendem ir além do conhecido papel nutricional e
sensorial dos alimentos. Hoje, se admite que certos componentes da
dieta ndo servem apenas para evitar uma deficiéncia nutricional, mas
para ajudar na reducao de riscos de futuras doencas (Lajolo, 2000;

Borges et al., 2001).

Neste contexto, tem havido um crescente interesse nos alimentos
que apresentam componentes ou substancias funcionais, ou seja,
agueles que estimulam ou modulam o sistema fisioldégico do organismo
de modo a promover a saude e reduzir os custos de assisténcia a saude
(Park et al., 1997; Hasler, 1998). O consumo de alimentos funcionais
aumentou drasticamente nas ultimas décadas, em virtude dos beneficios
a saude, principalmente para auxiliar pacientes de grupo de risco como

idosos e individuos imunodeprimidos (Walzem, 1999; Novartis, 2001).

O termo alimentos funcionais foi primeiramente introduzido no
Japdo em meados dos anos 80, referindo-se aos alimentos processados
contendo ingredientes que auxiliam fungdes especificas do corpo, além

de serem nutritivos (Hasler, 1998).
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Na década de 90, nos Estados Unidos, esta terminologia comegou
a se difundir a partir de um projeto denominado “Program Designer
Food” realizado pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI), com o intuito
de realizar pesquisas sobre alimentos que apresentassem atividade

anticancerigena e imunomodulatoria (Park et al., 1997).

Os beneficios dos alimentos funcionais tém sido atribuidos a varios
nutrientes conhecidos e utilizados pelo homem ha muito tempo
(McIntosh et al., 1998). O interesse por alimentos que apresentem
caracteristicas funcionais vem sendo desenvolvido desde a antiguidade,

na chamada medicina tradicional popular, em paises da Europa e Asia.

Nos ultimos anos tem-se observado um importante crescimento
tanto nas pesquisas, quanto na producao destes alimentos funcionais.
Nos Estados Unidos, percebe-se interesse nao apenas pelo meio
académico, mas pelas industrias alimenticias, impulsionando uma
crescente demanda desses alimentos no mercado mundial. O Brasil,
devido aos amplos recursos naturais e pela sua biodiversidade, pode
oferecer a possibilidade de descobertas de novos alimentos funcionais,
bem como dos seus componentes, trazendo beneficios para a saude da
populagdo brasileira, além de ser importante em termos econdmicos
(Park et al., 1997).

A expectativa € que dentro de poucos anos, as prateleiras dos
supermercados estejam repletas de produtos com propriedades
funcionais (Salgado, 2000). Estes novos ingredientes dos alimentos irao
trazer uma outra dimensao para a consciéncia de saude no século XXI e
certamente outro paradigma em nutricdo. O mercado mundial de

alimentos funcionais atingiu US$ 70 milhdes em vendas em 1999, e
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cerca de 100 milhdes no final de 2001, o que representa 5% da

alimentacdo humana comercializada no mundo (Novartis, 2001).

O aumento das doencas cronico-degenerativas no Brasil e no
mundo, dentre elas, doengas cardiovasculares, cancer, diabetes,
obesidade, entre outras, tem sido relacionado as modificagbes no
padrao alimentar e no estilo de vida das pessoas. Dados da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) mostram que estas doencas sdo responsaveis
por 70-80% da mortalidade nos paises desenvolvidos e 40% naqueles
em desenvolvimento. As principais causas de morte no mundo, segundo
a OMS, foram por doengas que poderiam ser prevenidas ou controladas
através da dietoterapia. Estes dados tém contribuido para o rapido
progresso cientifico e industrial ocorrido nas ultimas décadas (Salgado,
2000).

As recentes descobertas nas areas da bioquimica nutricional e
biomédica, que tém contribuido para desvendar as complexas relacoes
existentes entre nutricdo e doencas, sugerem que proteinas dos
alimentos e peptidios delas derivados podem desempenhar funcdes
importantes na prevencao ou controle de algumas condigdes
patologicas. Alguns dos agentes funcionais derivados destes nutrientes
poderiam ser importantes na melhoria da saude, na promogdo do bem-

estar e no aumento da longevidade (Sgarbieri, 2000).

As proteinas foram as primeiras substancias a serem reconhecidas
como parte vital dos tecidos vivos. As proteinas da dieta participam na
sintese de tecidos e outras funcbes metabdlicas especiais. No
anabolismo fornecem aminoacidos necessarios para a construgdo e
manutencdo dos tecidos corpdreos. Desempenham papel estrutural ndo

apenas em todos os tecidos do corpo, mas também na formacgao de
6
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enzimas, hormoénios e varios fluidos e secrecdes corpéreas, além de
estar envolvidas nas fungbes do sistema de defesa do organismo
(Mahan & Arlin, 1995; Dutra-de-Oliveira & Marchini, 1998).

A importancia da modulagdo da sintese protéica tem sido
investigada. O envelhecimento ou algumas patologias pode causar
declinio na sintese de proteinas e, consequentemente comprometer o
desempenho de suas fungdes organicas, com isto, influenciando nos

processos fisiologicos e patologicos (Brink, 1999).

Nas ultimas duas décadas, tém sido relatados novos estudos sobre
o efeito da utilizagdo de fontes alimentares protéicas para induzir maior
ativagao dos processos imunes e diminuicdo dos processos patolégicos
(Bounous & Gold, 1991; Bounous et al.,, 1993; Brink, 1996;
Sgarbieri, 1996).

O leite bovino tem sido reconhecido como uma importante fonte
de alimento funcional por causa de suas fragdes protéicas. Somente nas
ultimas décadas incentivaram-se pesquisas sobre a utilizacdo do leite na
promogao da saude. Ha evidéncias de que o leite bovino contem
inumeros componentes com atividades bioldgicas que potencializam o
efeito sobre a resposta imune e a resisténcia dos individuos as infecgbes
(Bounous & Kongshavn, 1985; Bounous et al., 1988; Bounous & Gold,
1991; Brink, 1999; Walzem, 1999; Sgarbieri, 1999).

Tem sido sugerido que algumas propriedades funcionais das
proteinas ou peptidios do leite bovino possam ser utilizados no
tratamento e/ou na prevengdo de importantes condicbes patoldgicas
(Dial & Lichtenberger 1987, Mclntosh et al., 1998; Parodi, 1998;
Sgarbieri, 1999; Matsumoto et al., 2001). Ha referéncias na literatura

7



REVISAO BIBLIOGRAFICA

italiana do seéculo XVII de que este alimento era utilizado por muitas
culturas e sociedades para prevenir e tratar doencas, afirmando sua

funcionalidade fisiologica (Mclntosh et al., 1998).

Na industria de leite e seus manufaturados muitas fracoes
protéicas, como caseinas e soro de leite, tém sido utilizadas por
possuirem varias propriedades funcionais tecnoldgicas importantes
(Walzem, 1999; Usdec, 2001). Desde a década de 80, a utilizagdo
destes produtos derivados do leite, aumentou significantemente por
representarem importante acréscimo a economia das indUstrias leiteiras
(Usdec, 2000).

O soro de leite € formado por um grupo heterogéneo de proteinas
com caracteristicas especiais (Parodi, 1998). Apresenta uma rica e
variada mistura de proteinas com propriedades quimicas, fisicas e
funcionais tecnoldgicas e fisioldégicas (McIntosch et al., 1998). Estas
propriedades dependem, em parte, da concentragdo em aminodacidos
sulfurados (cisteina e metionina) nas proteinas do soro de leite, as quais
representam aproximadamente 20% do total de proteinas do leite
bovino. Os outros 80% sdo caseinas (Fonseca et al., 1999; Borges et
al., 2001).

Efeitos bioldgicos e fisioldgicos das proteinas do soro de leite sdo
atribuidos as fragbes «-lactoalbumina, p-lactoglobulina, soroalbumina,
lactoferrina, lactoperoxidase, imunoglobulinas, além de uma pequena
quantidade de substancias bioativas, incluindo hormodnios, fatores de
crescimento celular e citocinas, que estdo presentes em concentragdes
que podem ser consideradas significativas para beneficios ao organismo.

Estas fracdes protéicas tém sido implicadas em inumeros efeitos
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biologicos observados em estudos com humanos e animais (MclIntosh,
1998; Parodi, 1998).

Baruchel et al. (1998), revelam quais as concentracbes dos
componentes do soro de leite que sao citados como responsaveis pelas
propriedades funcionais fisioldégicas deste produto. Na molécula da
albumina do soro bovino encontram-se 17 residuos de cisteina e 6
sequéncias de acido glutamico-cisteina. Na lactoferrina ha 17 residuos
de cisteina e 4 sequéncias de acido glutdmico-cisteina. Na
a-lactoalbumina ha 4 residuos de cisteina e na p-lactoglobulina, 2
residuos de cisteina. Este estudo evidencia as fragbes que contém
aminoacidos sulfurados, julgados responsaveis pela funcionalidade

fisiolégica do soro de leite bovino.

Pesquisas realizadas em diferentes modelos experimentais
(animais, humanos e células in vitro) utilizando a proteina do soro de
leite tém comprovado a eficacia deste produto na fungdo organica,
incluindo aumento da capacidade imunomodulatoria, acdo antibacteriana
e antiviral, estimulo da absorcdo e funcdo intestinal, aumento da
absorcdo de minerais, aumento da sintese de hormonios, acdo
anticancerigena, aumento no combate as infeccbes e processos
inflamatorios, promocgao da sintese de glutationa, além do efeito
citoprotetor da mucosa gastrica (Bounous & Kongshavn, 1985;
Bounous et al., 1989b; Bounous & Gold, 1991; Bounous et al., 1993;
Kennedy et al., 1995; Brink, 1996, Parodi, 1998; McIntosh et al., 1998;
Fonseca et al., 1999; Brink, 1999; Sgarbieri, 2000;
Rosaneli et al., 2001; Matsumoto et al., 2001).
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Ulcera gastrica e seus fatores determinantes

O estilo de vida e sua influéncia nos hdabitos alimentares
aumentaram a exposicao dos individuos a fatores agressivos a mucosa
gastrica. A incidéncia da Ulcera gastrica tem aumentado devido
prinCipalmente ao estresse, ingesta de bebidas alcodlicas, abuso de
antiinflamatorios e a presenga de varias bactérias, entre elas, a mais
Citada e estudada, Helicobacter pylori (Dias, 1997; Silva et al., 1997;
Bighetti, 1999).

Calcula-se que 15 entre 1000 individuos sofram desta afeccdo,
sendo maior a ocorréncia em mulheres entre 40 e 70 anos de idade.
Aléem de sua elevada incidéncia, os custos de suas complicacdes,
particularmente hemorragias e perfuracdes, constituem pesado Onus

para o individuo e para os sistemas assistenciais (Penteado, 2001).

Modelos experimentais com animais, servem para reproduzir a
acao dos causadores de Ulceras gastricas, para avaliar a atividade de
importantes agentes com atividade antiulcerogénica, além da finalidade
de determinar a atividade de drogas frente a diferentes agentes

ulcerogénicos (Dias, 1997).
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Mecanismos de protecao da mucosa gastrica

Como porta de entrada de diversos agentes no organismo, o
estbmago desenvolveu diversos mecanismos de protecao. Os
mecanismos citoprotetores e os mecanismos de secrecdo acida gastrica,
que aumentam a resisténcia das células e limitam o acesso dos agentes

agressores a elas (Allen et al., 1993).

O estdbmago é dividido em quatro regides anatdmicas, cardia,
fundo, corpo e antro, que sdo revestidas pela mucosa géstrica
constituida de uma série de depressdes e glandulas. Nas depressdes
estdo as células epiteliais superficiais, enquanto que as glandulas sdo
constituidas por trés tipos distintos de células. As parietais que sdo
responsaveis pela secrecdo do acido cloridrico, as exdcrinas pela
secrecdo de muco e as principais que secretam o pepsinogénio
(Rang et al., 2001).

Em relagdo a secrecdo acida gastrica, esta € controlada por
mecanismos complexos e interativos que atuam nos niveis periférico,
central e celular. O sistema nervoso central participa da iniciacdo do
processo secretorio, pois alguns fatores emocionais e mentais
desencadeiam a secrecdo. As principais substancias que participam

deste processo sao a histamina, acetilcolina e gastrina (Dias, 1997).

O acido liberado na mucosa géstrica € produzido e excretado pelas
células parietais, através da estimulacdo de alguns receptores
localizados em sua superficie (Hirschowitz et al., 1995). A acetilcolina
age diretamente sobre as células parietais do estdbmago, estimulando a
secregao acida. Ela também é co-estimuladora da gastrina e histamina

que regulam a secregao acida (Schubert, 1994).
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Na citoprotecdo gastrica entre os principais fatores de protecao
estao os secretados no limen, incluindo &cido, muco, bicarbonato e
substancias antibacterianas. Ainda que o 4&cido cloridrico tenha o
potencial de causar injuria @ mucosa gastrica, sua funcdo é proteger
esta mucosa de microorganismos agressores (Wallace & Chin, 1997;
Bighetti, 1999).

As prostaglandinas sdao produtos do acido aracquiddnico e s3o
sintetizadas em todo o trato gastrointestinal sendo os principais agentes
endogenos responsaveis pela citoprotegdo géstrica. Além de possuirem
efeitos anti-secretorios, as prostaglandinas estimulam a secrecao de
muco e bicarbonato e aumentam o fluxo sanguineo da mucosa,
possibilitando a remogdo mais rapida de substdncias toxicas, além de
aumentar, consequentemente, a oferta de oxigénio e nutrientes para as
células (Felix et al., 1986; Konturek et al., 1997; Dias, 1997).

As prostaglandinas controlam a producdo basal de acido cloridrico
e a secregao de pepsina em resposta a alimentagdo, estimulacdo vagal
ou administracdo de histamina ou pentagastrina. As propriedades
antiulcerogénica das prostaglandinas estdo relacionadas com receptores
especificos localizados na membrana plasmatica das células parietais
gastricas, juntamente com os receptores para histamina (Alarcon de la
Lastra, et al., 1999).

O bicarbonato é secretado pelas células superficiais do estdbmago e
pelo duodeno em resposta a varios estimulantes, como as
prostaglandinas, peptidios gastrointestinais e contato com o &cido
cloridrico (Bighetti, 1999). Ele permanece em grande parte abaixo ou na
camada mucosa. Deste modo, a superficie mucosa estd em contato com

um liguido com pH mais elevado do que o observado na luz do
12
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estbmago. Em condigBes normais, o bicarbonato neutraliza os ions HT,
engquanto se difunde através da camada de muco, estabelecendo um
gradiente de pH entre a luz e as células epiteliais superficiais
(Smedfors & Johansson, 1986; Hojgaard et al., 1996).

Existem basicamente dois tipos de muco no estémago. O muco
luminal que pode ser facilmente removido e que néo apresenta
propriedades citoprotetoras especificas, participando somente como
lubrificante, protegendo a mucosa contra forcas mecéanicas do processo
de digestdo. Ja o muco aderido a mucosa, € constituido por uma
camada de glicoproteina em forma de gel, denominada mucina. Esta
camada € insoluvel em agua e protege a mucosa do contato direto com
acido cloridrico e a pepsina (Sellers et al.,, 1986; Dias, 1997;
Bighetti, 1999).

O oxido nitrico tem sido objeto de estudos intensos que procuram
esclarecer seu papel na defesa da mucosa gastrica (Elliot et al., 1995).
Foi demostrado que esta substancia tem influéncia sobre a secrecio de
muco, fluxo sanguineo, bem como sobre a resisténcia da mucosa a
injuria gastrica (Wallace & Chin, 1997). Seu efeito citoprotetor se da
pela promogdo de vasodilatagdo, com consequentemente aumento do
fluxo sanguineo da mucosa gastrica, proporcionando uma retirada mais
acelerada dos ions H™ nocivos a esta e ainda aumenta o suporte de

nutrientes para a mesma (Konturek et al., 1995, Kato et al., 1998).

13



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Agentes ulcerogénicos da mucosa gastrica

A indometacina, introduzida nos anos 60 como agente
antiinflamatorio, comporta indicagdes clinicas limitadas por causa de sua
toxidade, alem da formacdo de espécies reativas de oxigénio que
formam lesdes gastricas. Pelo uso abusivo ou doses cronicas de
antiinflamatodrio, a acdo das prostaglandinas na protecdo da mucosa
gastrica € afetada, tornando a lesdo mais agressiva (Silva et al., 1997).

O modelo de Uulcera induzida por indometacina é considerado um
dos mais completos, pois afeta simultaneamente os mecanismos de
citoprotegdo, atraves do blogueio a sintese de prostaglandinas, e da
secregao acida gastrica, principalmente pelo estimulo & producdo de
histamina e gastrina (Konturek & Pawlik, 1986; Morimoto et al., 1991;
Katori & Majima, 1997; Bighetti, 1999).

O etanol € um agente irritante local da mucosa gastrica, é capaz
de destruir a camada estacionaria formada pelo muco e bicarbonato
para proteger o estdmago contra o suco gastrico e outros agressores
quimicos (Bighetti, 1999; Rang et al., 2001). Este agente indutor é
ainda descrito na literatura para definir a participacdo de substancias
inibidoras das lesdes ocasionadas pelo bloqueio da citoprotecdo gastrica,
através de precipitacao protéica, ocasionando um aumento de radicais
livres toxicos para as celulas (Robert, 1979; Szabo, 1981; Dias, 1997).

O etanol diminui significativamente o conteudo de grupamentos
sulfidrila da mucosa gastrica. Estes efeitos lesivos sdo produzidos por
radicais livres acumulados nas células (Szabo, 1981;
Loguercio et al., 1993; La Casa et al., 2000). Estudos mostram que o

mecanismo de citoprotecdo € mediado pelas prostaglandinas e
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substancias sulfidrila da mucosa, que impedem o aumento da
permeabilidade vascular, e ainda bloqueiam a acdo dos radicais livres

toxicos sobre a mucosa (Takeuchi et al., 1989; Martin et al., 1998).

O suco gastrico normal € uma mistura de secrecao parietal (acido
cloridrico e fator intrinseco) e de secregdes ndo-parietais (muco,
bicarbonato, Na, K, pepsinogénio). Trés mediadores quimicos
enddgenos, a acetilcolina, a gastrina e a histamina, estimulam a

producgdo do acido cloridrico (Bighetti, 1999).

A acetilcolina age diretamente sobre as células parietais,
estimulando fatores que aumentam o calcio intracelular, importante
mensageiro no processo de secregao gastrica (Dias, 1997). Por outro
lado, a acetilcolina induz a liberagdo da histamina que também é
responsavel pela estimulacdo da secrecdao acida, além de estimular a
secrecao de gastrina, que induzira a inibicdo do acido pelas células
parietais (Schubert, 1994; Hirschowitz et al., 1995).

Varias causas fisicas e fisiologicas causam Uulceras em humanos e
animais experimentais. O aumento da motilidade gastrica, diminuicao do
fluxo sanguineo na mucosa, diminuigao dos niveis de prostaglandinas
durante condicoes de estresse estao envolvidos na lesdao gastrica
atuando sobre o sistema nervoso central e este desencadeando

aumento na secrecdo gastrica (Das & Banerjee, 1993).

O estresse tambeém gera importantes conseqiéncias na geracao
de radicais livres e estes na peroxidacao lipidica das membranas. Isto
tem sido demonstrado em algumas formas de estresse induzido em

animais por exercicio intenso, frio, imobilizagdo ou imersdo em agua.
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A reserpina utilizada em altas concentracbes promove danos
gastricos através da deplegdo de catecolaminas, e para compensar esta
estimulagdo adrenérgica ocorre uma descarga vagal, com conseqiiente
liberagao de acetilcolina, um dos mediadores da secrecdo acida gastrica,

como escrito no modelo por estresse (Gupta et al., 1974).

A reserpina causa deplecao das reservas de catecolaminas nas
terminagdes nervosas simpaticas pos-ganglionares e no sistema nervoso
central. A deplecdo é seguida de uma relativa incapacidade em
armazenar catecolaminas. A deplecao de catecolaminas resulta na
inibicdo da transmissdo do impulso nervoso nas placas terminais do
sistema nervoso simpatico, levando ao decréscimo do ténus simpatico
mas, sem prejudicar a atividade do sistema nervoso parassimpatico.
Portanto, a reserpina reduz a pressao arterial elevada, e a frequéncia
cardiaca, enquanto exerce um efeito sedativo através do sistema
nervoso central (Sanihelp, 2001).

A reserpina também causa deplecdo de outros transmissores e co-
transmissores, inclusive serotonina, dopamina, neuropeptidio e

adrenalina nos neurdnios centrais e periféricos (Gupta et al., 1974).
Drogas antiulcerogénicas

Os inibidores da bomba de protons (H'/K'-ATPase), inibem
acentuadamente a secregdo do 4acido gastrico tanto basal quanto
estimulada (Rang et al., 2001). No ambiente acido do estomago, estes
inibidores sdao convertidos num composto que reage com 0sS
grupamentos sulfidrila presentes na molécula de cisteina que fazem

parte da H'/K"-ATPase, enzima responsavel pela etapa final da secre¢do
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acida gastrica. As drogas mais utilizadas com esta finalidade s3o o

omeprazol, lanzoprazol e pantoprazol (Dias, 1997; Rang et al., 2001).

Uma das classes de antisecretérios mais utilizada atualmente para
0 tratamento de Ulceras sdo os bloqueadores de receptores H, Eles s3o
capazes de reduzir a secrecao acida através de um mecanismo
competitivo no receptor H, da histamina, localizada na membrana

basolateral da célula parietal (Silva et al., 1997).

A cimetidina e a ranitidina sdo as drogas mais recomendadas para
prevenir ulcera provocada pela secrecdo acida por ter eficicia de 60-
85% dos casos (Brunton, 1996; Silva et al., 1997; Rang et al., 2001).

A carbenoxolona, € uma droga antiulcerogénica, obtida a partir
das raizes e rizomas do alcaguz (Glycyrrhiza glabra). O mecanismo de
acao desta droga esta relacionado com o aumento dos niveis de
prostaglandinas na mucosa gastrica através da inibicdo das enzimas que
promovem o catabolismo das prostaglandinas, além da inibicdo da
secrecdo da pepsina. Para tanto, esta droga é recomendada para
modelos de ulcera gastrica que estejam envolvidos com a citoprotecdo
gastrica (Brunton, 1996; Dias, 1997).

A atropina € uma importante droga utilizada para promover a
inibicdo da secrecdo acida gastrica, atuando através de receptores
muscarinicos localizados na célula parietal da mucosa estomacal,
participando do blogueio neurogénico da secrecdo acida gastrica, além
disso, diminui a motilidade gastrica retardando o esvaziamento do
conteddo estomacal (Gupta et al., 1974; Silva et al., 1997; Bighetti,
1999).
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Participacao de substancias sulfidrila na citoprotecdo gastrica

Estudos recentes tém demonstrado que a existéncia de
substancias sulfidrila na mucosa tem envolvimento direto com o
mecanismo de citoprotecao gastrica. O modelo de indugdo de Ulcera por
etanol tem sido o mais sugerido para determinar este envolvimento,
pelo fato do etanol participar diretamente do bloqueio das substancias
protetoras da mucosa gastrica, resultando numa agressdo direta desta
mucosa (Szabo, 1981; Robert et al., 1984; Takeuchi et al., 1989:
Loguercio et al., 1996; Altomare et al., 1998).

Para avaliar a participacao de substancias sulfidrila na citoprotecdo
gastrica, animais sdo tratados previamente com N-etilmaleimida (NEM),
gue € um composto que promove alquilagdo dos grupamentos sulfidrila,
presentes na mucosa gastrica, inativando-os (Takeuchi et al., 1989;
Rastogi et al., 1998; Bighetti, 1999).

Outro mecanismo também pode avaliar a participacdo das
substancias sulfidrila, através de inibidores da sintese da glutationa. A
utilizagao de sulfoximina de butionina (BSO), um potente inibidor da
enzima y-glutamilcisteina-sintetase, que promove a sintese da
glutationa, demonstrou que o bloqueio desta enzima, induz severos
danos na mucosa  gastrica  (Martensson et al., 1990;
Yamagushi et al., 1998; Hultberg et al., 1999), visto que a glutationa
tem uma fungao antioxidante importante na defesa da mucosa gastrica
contra agentes ulcerogénicos (Hiraishi et al., 1994;
Wakulich & Tepperman, 1997; Yamaguchi et al., 1998).
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Importancia da glutationa

Desde sua descoberta em 1888, a glutationa tem sido pesquisada
por sua variada funcao biolégica. Em 1929, Hopkins & Rendall
descobriram que a glutationa era uma molécula multifatorial, composta
por trés aminoacidos, cisteina, glicina e glutamato, formando o
tripeptideo  L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, que exerce sua atividade
bioquimica através do grupamento sulfidrila de sua estrutura
(Meister, 1991; Cotgreave & Gerdes, 1998).

A glutationa é encontrada em todas as células do organismo,
sendo que sua sintese intracelular ocorre a partir de seus precursores,
porem a cisteina € fator limitante para sua formacgdo. Minimas
quantidades de cisteina sdo encontradas em alimentos como clara de
Ovo crua, leite, carnes, porém sao suficientes para que o organismo

utilize-a para a sintese da glutationa (Meister, 1991).

A glutationa tem um papel central na protecdo contra os efeitos
danosos de bactérias, virus, poluentes e radicais livres. E essencial na
manutengao dos grupos tidis das proteinas e outros componentes, esta
envolvida no transporte de aminoacidos e participa da iniciacdo e
progressdo de ceélulas de defesa do sistema imune. Sem a glutationa,
importantes antioxidantes como vitamina C e E ndo poderiam
desempenhar suas fungoes biologicas. Além de interagir com varias
drogas, participa também como cofator das enzimas formaldeido
desidrogenase, maleilactoacetato isomerase, glioxalase, prostaglandina
endoperoxidase isomerase e outras enzimas similares (Meister, 1991;
Bounous, 1997; Anderson, 1998; Bulger & Helton, 1998).
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A presenca de um importante agente antioxidante natural na
mucosa gastrica tem sido freqlentemente reportada (Martin et al.,
1998; Rosaneli et al., 2001). Sabe-se que a glutationa esta distribuida
nas células da mucosa gastrointestinal de animais e do homem em
elevadas concentracbes. Estas concentragbes estdo intimamente
relacionadas com a citoprotegao gastrica por impedir a acdo nociva de
radicais livres toxicos sobre as células da mucosa, sendo uma possivel
mediadora das defesas contra injurias, mas o exato papel de como este
antioxidante protegeria a mucosa do estdmago ndo estd esclarecido
(Boyd et al, 1981; Szabo, 1981; Robert et al., 1984;
Victor et al., 1991; Szabo et al., 1992; Hiraishi et al., 1994;
Smith et al.,, 1996, Bighetti, 1999; Loguercio & Di Pierro, 1999;
Ovrebo et al., 1999).

Das & Banerjee (1993), mostraram que a administracdo
intraperitoneal de glutationa antes da inducdo de ulcera por estresse

promoveu uma maior protecdo da mucosa gastrica.

Espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na patogénese da
Ulcera induzida pelo etanol. Estudos mostram que a utilizagdo de
bloqueador da sintese da glutationa foi capaz de danificar ainda mais a
mucosa gastrica, uma vez que, a glutationa ndao consegue exercer seu
efeito  antioxidante neste tecido (Loguercio et al.,, 1993;
Smith et al., 1996; Loguercio et al., 1996; Wakulich & Tepperman,
1997; Altomare et al., 1998; Hiraishi et al., 1999).

Verhulst et al. (2000), demonstraram que ha uma relagao inversa
entre cancer gastrointestinal e a atividade da glutationa e enzimas

associadas na mucosa gastrica. Segundo Parodi (1998), a glutationa
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pode ter participado da inibigdo de tumores gastricos ou processos

ulcerativos em ratos.

Evidéncias de estudos in vivo e in vitro comprovaram que as
proteinas do soro de leite parecem ser um Importante recurso para
viabilizar uma melhor defesa para as células gastricas, tanto nos
processos patologicos, como no efeito preventivo, e que sdo capazes de
induzir a sintese da glutationa, oferecendo subsidios através da
dietoterapia para uma resposta mais eficiente, garantindo assim, uma
melhora da qualidade de vida para pacientes com Ulcera gastrica

(Dial & Lichtenberger, 1987; Matsumoto et al., 2001).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Obtengao do concentrado protéico do soro de leite (CSL)

Os processamentos para obtencdo do CSL foram realizados no

Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL.

O CSL foi preparado a partir de leite bovino tipo B, desnatado e
pasteurizado (72°C, 20 segundos). Em seguida, realizou-se a
coagulagao enzimatica (quimosina + pepsina) utilizando-se codgulo
comercial. A separagao do soro do coagulo de caseina foi feita por
decantacao e filtracao.

Para concentrar o produto foi utilizado um sistema de ultrafiltragéo
e diafiltracdgo em membranas, peso molecular de corte de 10 Kda.
Posteriormente, realizou-se o congelamento e liofilizagao para obtencao
de um concentrado protéico desidratado (Borges et al., 2001; Jacobucci,
1999). O esquema geral para obtencdo do CSL é ilustrado no

Fluxograma 1.

A partir de 1000 litros de leite pasteurizado e desnatado obteve-se
aproximadamente 5,5 Kg do produto liofilizado, contendo cerca de 83%

de proteinas.
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leite bovino, tipo B, desnatado, pasteurizado

coagulagao enzimatica

proteina do soro de leite caseina

ultrafiltragédo

diafiltracdo

congelamento

liofilizagao

Fluxograma 1. Obtengdao de um concentrado proteico de soro de leite

bovino desidratado.

3.2 Testes para avaliar a atividade antiulcerogénica do CSL na
mucosa gastrica em ratos

Os experimentos realizados para determinar a atividade
antiulcerogénica do CSL foram desenvolvidos na Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldégicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).
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3.2.1 Animais

Para a realizacao dos experimentos foram utilizados ratos Wistar
machos, com média de peso corporal entre 300-400g. Os animais foram
adquiridos do Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP e utilizados
nos experimentos apos periodo minimo de sete dias de adaptacdo ao
biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente
de 20°C, com agua e ragao comercial ad libitum, até realizacdo dos

testes, quando foram submetidos a jejum previo.

Todas as drogas e substancias administradas foram baseadas no
peso corporeo do animal, com excegao do etanol absoluto, cuja

dosagem foi um volume fixo (1 mL).

3.2.2 Testes do efeito protetor do CSL em diferentes modelos de

inducdo de ulcera gastrica em ratos
« Ulcera induzida por indometacina
o Modelo agudo

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 300-400g
divididos em grupos de 5 animais. Apos jejum de 24 horas, com livre
acesso a agua, cada grupo de animais recebeu, via oral por gavagem, o
tratamento correspondente. Tratou-se um dos grupos com solugao de
NaCl a 0,9 % (solugdo salina) no volume de 10 mL/kg de peso corpéreo,
pc, (controle negativo), outro grupo com suspensao aquosa de
cimetidina (agente antiulcerogénico) na dose de 100 mg/kg pc (controle
positivo) e o ultimo grupo recebeu o CSL (substancia teste) na dose de
1000 mg/Kg pc, dissolvido em 10 mL de solugao salina.
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Apos 30 minutos dos tratamentos, cada animal recebeu injecao
subcutanea de suspensdo aquosa de indometacina, na dose de

30 mg/kg pc, segundo metodologia descrita por Morimoto et al. (1991).

Quatro horas apds a administragdo da suspensdo aquosa de
indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
0s estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados em solugao salina, para realizagdo de contagem e avaliacdo das

lesbes produzidas.

O protocolo seguido para o modelo agudo de indugdo é ilustrado

no fluxograma 2.
o Modelo repetitivo

No modelo repetitivo 0s animais receberam duas doses de seus

respectivos tratamentos.

Os grupos controle negativo, positivo e teste, apds jejum de 24
horas receberam seus tratamentos respectivos (salina, cimetidina e
CSL). Em seguida foram alimentados por 8 horas, recebendo racao e
agua ad libitum, e ap0s jejuados por 16 horas antes da segunda
administracdo dos tratamentos. Apos o segundo tratamento,
prosseguiu-se com o mesmo protocolo do modelo agudo de indugdo de

ulcera por indometacina.
o Modelo subcronico

Neste modelo, 0s animais receberam seus respectivos tratamentos
por 10 dias consecutivos, nos quais foram submetidos a ciclos
alternados de alimentacao (8 horas) e jejum (16 horas) antes de cada

novo tratamento.
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No décimo dia os animais dos diferentes grupos (controle positivo,
negativo e teste) foram tratados conforme protocolo para modelo agudo

de indugao de ulcera por indometacina.

grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jejum 24 horas jejum 24 horas
salina cimetidina GSle
10 mL/Kg pc 100 mg/Kg pc 1000 mg/Kg pc
30 minutos

administracdo subcutdnea de indometacina 30 mg/Kg pc

4 horas

Sacrificio dos animals e remocdo dos estémagos

avaliagdo das lesoes e célculo do indice de lesdes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 2. Modelo agudo de inducdo de ulcera por indometacina

em ratos.
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O Indice de LesBes Ulcerativas (ILU) foi calculado através da
somatoria dos parametros abaixo, de acordo com a metodologia descrita
por Gamberini et al. (1991).

Até 10 petéquias 1 ponto
Até 20 petéquias 2 pontos
Até 30 petéquias 3 pontos
Ulceras de até 1 mm *n x 2
Ulceras maiores que 1 mm *n x 3
Hemorragia 1 ponto
Perda de pregas 1 ponto
Perda da coloracao 1 ponto
* n = niamero de lesdes encontradas

Para a determinacdo da porcentagem de inibicdo do ILU
apresentados pelos grupos tratados em relagdo ao grupo controle

negativo, foi utilizada a seguinte férmula:

% de inibicdo do ILU - média controle negativo — média amostra x 100

media controle negativo
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» Determinacao dose efetiva (DEso) do CSL em modelo de ulcera

induzida por indometacina.

A dose efetiva (DEsg) que produz o efeito farmacolégico da
substancia a ser investigada em 50% da populagdo em estudo, foi
realizada atraveés da construgdao de uma curva dose-efeito, utilizando-se
0o modelo agudo de dulcera induzida por indometacina, conforme

metodologia descrita anteriormente.

Os animais foram tratados oralmente com doses crescentes do
CSL de 100, 300, 500 e 1000 mg/Kg pc.

O valor da DEsg foi obtido por calculo de regressdo linear,

utilizando-se a equacgao da reta (y = ax +b).
« Ulcera induzida por etanol

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 300-400 g,
divididos em grupos de 5 animais. Apos jejum de 24 horas, com livre
acesso a agua, cada grupo de animais recebeu, via oral por gavagem, o
tratamento correspondente. Tratou-se um dos grupos com solugao
salina no volume de 10 mL/kg pc (controle negativo), outro grupo com
solugdo aquosa de carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg pc (controle
positivo) e o ultimo grupo recebeu CSL (substancia teste) na dose de

1000 mg/Kg pc, dissolvido em 10 mL de solugao salina.

Apos 30 minutos dos tratamentos, 0os animais receberam por via
oral 1,0 mL de etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita
por Robert (1979).

Apos 1 hora da administracao do etanol absoluto, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, 0os estdomagos foram
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retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados com solucdo
salina, para realizagdo de contagem e avaliagdo das lesdes produzidas.
O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o esquema de
Gamberini et al. (1991), descrito anteriormente.

O protocolo seguido para o modelo agudo de inducdo é ilustrado

no fluxograma 3.
o Modelo repetitivo

No modelo repetitivo os animais receberam duas doses de seus

respectivos tratamentos.

Os grupos controle negativo, positivo e teste, apds jejum de 24
horas receberam seus tratamentos respectivos (salina, carbenoxolona e
CSL). Em seguida, os ratos foram alimentados por 8 horas recebendo
ragdo e agua ad /ibitum, seguindo-se 16 horas de jejum antes da
segunda administragdo dos respectivos tratamentos. A partir do
segundo tratamento prosseguiu-se com o0 mesmo protocolo do modelo

agudo de inducdo de Ulcera por etanol.
o Modelo subcrénico

Neste modelo, 0s animais receberam seus respectivos tratamentos
por 10 dias consecutivos, nos quais foram submetidos inicialmente a
jejum de 24 horas, seguindo ciclos alternados de alimentacdo (8 horas)

e jejum (16 horas) até o ultimo tratamento.

No decimo dia 0s animais dos diferentes grupos (controle positivo,
negativo e teste) foram tratados conforme protocolo para modelo agudo

de indugao de ulcera por etanol.
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grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jeum 24 horas jejum 24 horas
salina carbenoxolona CSL
10 mL/Kg pc 200 mg/Kg pc 1000 mg/Kg pc
30 minutos

administracao oral de etanol absoluto 1 mL/animal

1 hora

Sacrificio dos animais e remocao dos estémagos

avaliacao das lesGes e calculo do indice de lesdes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 3. Modelo agudo de inducao de ulcera por etanol em

ratos.

« Determinacdao da dose efetiva (DEsp) do CSL em modelo de

ulcera induzida por etanol.

A DEsg do CSL no modelo agudo de ulcera induzida por etanol, foi
determinada atraveés da construcao de uma curva dose-efeito, conforme

metodologia descrita anteriormente para este modelo.

Os animais foram tratados oralmente com doses crescentes do
CSL de 250, 500, 750 e 1000 mg/Kg pc.

O valor da DEsg foi obtido por calculo de regressdo linear,

utilizando-se a equacgao da reta (y = ax +b).
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« Ulcera induzida pelo estresse por imobilizacao e frio

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 300-400 g
divididos em grupos de 5 animais. Apos jejum de 24 horas, com livre
acesso a agua, cada grupo de animais recebeu, via oral por gavagem, o
tratamento correspondente. Tratou-se um dos grupos com solucdo
salina no volume de 10 mL/kg pc (controle negativo), outro grupo com
suspensao aquosa de cimetidina, na dose de 100 mg/kg pc (controle
positivo) e o ultimo grupo recebeu o CSL (substancia teste) na dose de

1000 mg/Kg pc, dissolvidos em 10 mL de solugdo salina.

Apos 30 minutos dos tratamentos, os animais tiveram as patas
traseiras e dianteiras imobilizadas com fitas de esparadrapo, e
posteriormente, colocados no interior de contensores. Estes contensores
foram colocados em camara fria a uma temperatura de 4°C por 2 horas,
segundo metodologia descrita por Levine et al. (1971). Este método é

capaz de avaliar o efeito do estresse sobre a secregdo gastrica.

Apos este periodo, o0s animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os estdbmagos foram retirados, abertos ao longo
da maior curvatura e lavados em solugao salina, para realizacao de
contagem e avaliagao das lesGes produzidas. O ILU foi calculado
posteriormente, de acordo com 0 esquema de Gamberini et al. (1991),

descrito anteriormente.

O protocolo seguido no experimento agudo € ilustrado no

fluxograma 4.

Para este mesmo modelo de inducdo de Ulcera também foram
realizados tratamentos repetitivos (tratamento dos diferentes grupos um
dia antes do experimento e no dia do experimento).
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Apos jejum de 24 horas o0s animais receberam o primeiro
tratamento como no tratamento agudo. Seguiu-se 8 horas de
alimentagdao com ragao comercial e 16 horas de novo jejum, quando foi
administrado o segundo tratamento. A partir deste ponto seguiu-se o

protocolo do fluxograma 4.

grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jejum 24 horas jejum 24 horas
salina cimetidina CSL
10 mL/Kg pc 100 mg/Kg pc 1000 mg/Kg pc
30 minutos

imobilizacdo dos animais e manutengdo a 4° C

2 horas

Sacrificio dos animais e remocdo dos estémagos

avaliacdo das lesOes e célculo do indice de lesGes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 4. Modelo agudo de indugao de ulcera pelo estresse em

ratos.

32



MATERIAIS E METODOS

« Ulcera induzida por reserpina

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 300 - 400g,
0s quais foram divididos em grupos de 5 animais. Apds jejum de
24 horas, com livre acesso a agua, cada grupo de animais recebeu, por
via oral, o tratamento correspondente. Um dos grupos foi tratado com
solugao salina no volume de 10 mL/kg pc (controle negativo), outro
grupo com solugao aquosa de atropina, na dose de 10 mg/kg pc
(controle positivo) e o ultimo grupo recebeu CSL (substédncia teste) na

dose de 1000 mg/Kg pc, dissolvido em 10 mL de solugdo salina.

Apos 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via
intraperitoneal solucao aquosa de reserpina, na dose de 10 mg/kg pc,

segundo metodologia modificada de Gupta et al. (1974).

Decorridas 20 horas de laténcia apds a administracao de
reserpina, 0os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os
estbmagos foram retirados, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados em solucdo salina, para realizacao de contagem e avaliagao das
lesdes produzidas. O ILU foi calculado posteriormente, de acordo com o

esquema de Gamberini et al. (1991), descrito anteriormente.
O protocolo geral deste experimento € ilustrado no fluxograma 5.

Para este mesmo modelo de indugdao de ulcera também foram
realizados tratamentos repetitivos (tratamento dos diferentes grupos um

dia antes do experimento e no dia do experimento).

Apos jejum de 24 horas, 0S animais receberam o primeiro
tratamento, como no experimento agudo. Seguiu-se 8 horas de

alimentacdo com ragdo comercial e dgua ad /ibitum e 16 horas de jejum,
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quando em seguida, foi administrado o segundo tratamento. A partir

deste ponto, seguiu-se o protocolo do fluxograma 5.

grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jejum 24 horas jejum 24 horas
salina atropina CSL
10 mL/Kg pc 10 mg/Kg pc 1000 mg/Kg pc
30 minutos

administracao intraperitoneal de reserpina 10 mg/Kg pc

20 horas

Sacrificio dos animais e remogao dos estémagos

avaliac@o das lesbes e calculo do indice de lesbes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 5. Modelo agudo de indugao de ulcera por reserpina em

ratos.

3.2.3 Determinacdao do mecanismo de acgao especifica do CSL nos

processos de protecao da mucosa gastrica

o Participacdao das substancias sulfidrila na citoprotegao

gastrica

Para estudar a possivel participacdo de substancias sulfidrila sobre
a citoprotecdo gastrica utilizou-se o modelo agudo e repetitivo de

indugao de Ulcera por etanol.
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No modelo agudo foram utilizados ratos Wistar machos, pesando
entre 300-400g, divididos em grupos de 5 animais. Apos jejum de
24 horas, com livre acesso a agua, todos estes grupos receberam
tratamentos prévios com uma solugdo aquosa de N-etilmaleimida (NEM)
na dose de 10 mg/kg pc, por via subcutédnea, com excecdo de um
grupo, que somente recebeu solugdo salina no volume de 10 mL/kg pc
(controle negativo), de acordo com metodologia descrita por Szabo
(1981).

Apos 30 minutos cada grupo de animais recebeu, por via oral, o
tratamento correspondente. Dois grupos foram tratados com solucgdo
salina no volume de 10 mL/kg pc (controle positivo e negativo) e o
outro grupo recebeu CSL (amostra teste) na dose de 1000 mg/Kg pc,
dissolvidos em solugao salina.

Decorridos 30 minutos, 0s animais de todos 0s grupos, receberam
por via oral 1,0 mL de etanol absoluto, de acordo com a metodologia
descrita por Robert (1979).

Apds 1 hora da administragdo do etanol, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estdmagos foram retirados,
abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para
realizagdo de contagem e avaliagao das lesdes produzidas. O ILU foi
calculado posteriormente, de acordo com o esquema de Gamberini et al.

(1991), descrito anteriormente.

O protocolo para modelo agudo de Ulcera induzida por etanol

seguido neste experimento € mostrado no fluxograma 6.
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o Modelo repetitivo

Para o modelo repetitivo os animais receberam seus respectivos
tratamentos (1 grupo com CSL e 2 grupos com salina) apés jejum de
24 horas. Em seguida os ratos foram alimentados com racdo comercial
e agua ad libitum por 8 horas, seguido de 16 horas de jejum, quando
receberam o segundo tratamento. A partir deste ponto seguiu-se o

protocolo do fluxograma 6

grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jejum 24 horas jejum 24 horas

administracdo subcutdnea de NEM (10 mg/Kg pc)

30 minutos

salina salina CSL
10 mL/Kg pc 10 mL/Kg pc 1000 mg/Kg pc

30 minutos 30 minutos

administragao oral de etanol absoluto 1 mL/animal

1 hora

Sacrificio dos animais e remocdo dos estdomagos

avaliacdo das lesGes e calculo do indice de lesGes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 6. Administragao subcutanea de NEM em modelo agudo

de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos.
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» Participagao da glutationa na citoprotecao gastrica

Para avaliar o envolvimento do CSL no estimulo a sintese da
glutationa como antioxidante e protetora do processo ulcerativo,
utilizou-se sulfoximina de butionina (BSO), que blogueia a sintese da
glutationa através da inibicao da enzima y-glutamilcisteina sintetase
(Baruchel et al., 1995).

No modelo agudo foram utilizados ratos Wistar machos, pesando
entre 300-400g, divididos em 3 grupos de 5 animais. Apos jejum de
24 horas o0s animais de 2 grupos receberam administracdao
intraperitoneal de BSO de 4 mmol/Kg pc, 4 horas antes de receberam os
respectivos tratamentos (salina como controle positivo e negativo e CSL

como amostra teste).

Trinta minutos apos o0s tratamentos o0s grupos reberam
administracao oral de etanol absoluto, e decorrida uma hora os animais
foram sacrificados conforme protocolo descrito para modelo agudo de

Ulcera induzida por etanol.

O protocolo geral para este experimento € mostrado no

fluxograma 7.
o Modelo repetitivo

Para o modelo repetitivo 0s animais receberam seus respectivos
tratamentos (1 grupo com CSL e 2 grupos com salina) apos jejum de 24
horas e submetidos posteriormente ao ciclo alternado de alimentacao
(8 horas com ragdao e agua e 16 horas em jejum), antes de serem
submetidos ao tratamento com o BSO. A partir deste ponto seguiu-se o

protocolo como descrito no fluxograma 7.
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grupo controle grupo controle grupo
negativo positivo teste
jejum 24 horas jejum 24 horas

administragao intraperitoneal de BSO (4 mmol/Kg pc)

4 horas

salina salina CSL
10 mL/Kg pc 10 mL/Kg pc 1000 mg/Kg pc

30 minutos 30 minutos

administragao oral de etanol absoluto 1 mL/animal

1 hora

Sacrificio dos animais e remogdo dos estdmagos

avaliacdo das lesGes e cadlculo do indice de lesGes ulcerativas
(Gamberini et al., 1991)

Fluxograma 7. Administracao intraperitoneal de BSO em modelo

agudo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos.

3.3 Analise estatistica

Todos os resultados dos experimentos com a participagao do CSL
na protecdo da mucosa gastrica foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e Teste de Duncan para os quais foi utilizado como critério de

significancia estatistica o nivel critico de 5% de probabilidade (p<0,05).

UNICAMP
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4 Resultados

4.1 Composicao aminoacidica do CSL

A composicdo em aminoacidos do CSL ¢é ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil de aminoacidos do CSL

aminoacidos g/100g amostra g/100g

(CsL) proteina
Asparagina 9,55 11,39
Treonina 6,40 7,63
Serina 5,14 6,13
Glutamato 16,56 19.75
Prolina 2,55 6,61
Glicina 1,66 1,98
Alanina 4,42 8.27
Cisteina 2,28 2,71
Valina 5,04 6,01
Metionina 2,29 2,73
Isoleucina 5,29 6,30
Leucina 9,81 11,70
Tirosina 2,92 3,48
Fenilalanina 3,20 3,81
Lisina 9,27 11,05
Histidina 5,15 6,14
Arginina 1,45 173

Na composicdo de aminodcidos do CSL destacam-se os
aminoacidos: acido glutdmico, aminoacidos sulfurados como metionina,
cisteina, leucina e lisina.
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4.2 Avaliacao da atividade antiulcerogénica
« Ulcera induzida por indometacina

No modelo agudo de ulcera induzida por indometacina o SL.
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, ndo apresentou
atividade antiulcerogénica estatisticamente significativa, com uma
porcentagem de inibigdo do indice de lesdes ulcerativas (ILU) de apenas
23,3%, enquanto que a droga antiulcerogénica (cimetidina) utilizada
como controle positivo, administrada pela mesma via, na dose de
100 mg/kg pc, foi capaz de reduzir o ILU em 74,4%. Os resultados,
expressos como meédia + desvio padrdo da média do ILU, estdo

apresentados na Figura 1.

60 +-
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ILU (média + dpm)
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Tratamento (mg/kg pc)

Figura 1. Efeito do tratamento agudo do CSL e da cimetidina, em
modelo de dulcera induzida por indometacina. (ANOVA Fi; 14 = 8,9

p<0,01. Teste de Duncan **p<0,01 em relacdo a salina).
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No modelo repetitivo de Ulcera induzida por indometacina o CSL,
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, apresentou
atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicao do indice
de lesdes ulcerativas (ILU) de 50,1%, enquanto que a droga
antiulcerogénica (cimetidina) utilizada como controle positivo,
administrada pela mesma via, na dose de 100 mg/kg pc, foi capaz de
reduzir o ILU em 86,2%. Os resultados, expressos como media £ desvio

padrdo da média do ILU, sdo apresentados na Figura 2.
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Salina Cimetidina CSL
100 1000

Tratamento (mg/kg pc)

Figura 2. Efeito do tratamento repetitivo do CSL e da cimetidina, em
modelo de Ulcera induzida por indometacina. (ANOVA F14) = 87,5

p<0,001. Teste de Duncan ***p<0,001; **p<0,01 em relagdo a salina).
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No modelo subcrénico de ulcera induzida por indometacina o CSL,
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, apresentou
atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicdo do indice
de lesGes ulcerativas (ILU) de 44,0% enquanto que a droga
antiulcerogénica  (cimetidina) utilizada como controle positivo,
administrada pela mesma via, na dose de 100 mg/kg pc, foi capaz de
reduzir o ILU em 72,1%. Os resultados, expressos como media + desvio

padrdo da média do ILU, sdao mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Efeito do tratamento subcrénico do CSL e da cimetidina, em
modelo de Ulcera induzida por indometacina. (ANOVA F(:5y = 15,1

p<0,001. Teste de Duncan ***p<0,001; **p<0,01 em relagdo a salina).
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» Determinacao da dose efetiva 50% (DEsp) no modelo de

ulcera induzida por indometacina

O efeito antiulcerogénico apresentado pelo CSL no modelo de
ulcera induzida por indometacina, quando administrado oralmente em
doses agudas de 300, 500, 1000 mg/kg pc, apresentou uma DEsg,
calculada por regressdo linear, de 756,23 mg/kg pc. Os resultados,
expressos como media + desvio padrdo da média do ILU e a
porcentagem de inibicao deste, sao apresentados na Tabela 2 e o valor
numerico da DEsp foi calculado pela equacdo da reta demonstrado na

Figura 4.

Tabela 2. Curva dose efetiva do CSL no modelo de ulcera induzida por

indometacina.

tratamento dose ILU (média £ dpm) % inibicao ILU
salina 10 mL 71,8 £ 16,6 --
cimetidina 100 mg/Kg pc 16,6 £ 8.3 *** 76,9
CSL 300 mg/Kg pc 58,0 £ 11,4 18,2
CSL 500 mg/Kg pc 34,2 £ 21,5 ** 52,4
CSL 1000 mg/Kg pc 40,5 £ 23,99 *** 74,4

ANOVA F420) = 12,59 p<0,001. Teste de Duncan: ***p<0,001; **p<0,01 em

relagdo a salina.
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DESU= 756,23 mg,.l"l-(g;’pc

Inibicao do ILU (%)
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Figura 4. Curva dose efetiva do CSL em modelo de ulcera induzida por
indometacina (y= 0,058X + 5,80 e r= 0,903).

+ Ulcera induzida por etanol

No modelo agudo de Uulcera induzida por etanol o CSL,
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, apresentou inibigao
do indice de lesdes ulcerativas de 40,7%, enquanto que carbenoxolona,
administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg pc, utilizada como
controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em 87,1%. Os resultados,
expressos como meédia + desvio padrdao da media do ILU, sao

apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Efeito do tratamento agudo do CSL e da carbenoxolona, em
modelo de ulcera induzida por etanol. (ANOVA F14) = 49,5 p<0,001.

Teste de Duncan ***p<0,001; **p<0,01 em relacdo a salina).

No modelo repetitivo de Ulcera induzida por etanol, o CSL
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, apresentou
atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicdo do indice
de lesbes ulcerativas (ILU) de 73,1%, enquanto que a droga
antiulcerogénica (carbenoxolona) utilizada como controle positivo,
administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg pc, foi capaz de
reduzir o ILU em 86,5%. Os resultados, expressos como média + desvio

padrao da meédia do ILU, estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito do tratamento repetitivo do CSL e da carbenoxolona, em
modelo de ulcera induzida por etanol. (ANOVA F 14y = 87,5 p<0,001.

Teste de Duncan ***p<(0,001 em relagdo a salina).

No modelo subcronico de Uulcera induzida por etanol, o CSL
administrado por gavagem, na dose 1000 mg/kg pc, apresentou
atividade antiulcerogénica, com uma porcentagem de inibicdo do indice
de lesbes ulcerativas (ILU) de 64,2% enquanto que a droga
antiulcerogénica (carbenoxolona) utilizada como controle positivo,
administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg pc, foi capaz de
reduzir o ILU em 87,5%. Os resultados, expressos como meéedia £ desvio

padrdo da média do ILU, sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Efeito do tratamento subcrdénico do CSL e da carbenoxolona,
em modelo de dUlcera induzida por etanol. (ANOVA Fp,:17) = 88,3

p<0,001. Teste de Duncan ***p<0,001 em relagdao a salina).

e Determinacao da dose efetiva 50% (DEsp) no modelo de

ulcera induzida por etanol

O efeito antiulcerogénico apresentado pelo CSL no modelo de
ulcera induzida por etanol, quando administrado oralmente em doses
agudas de 250, 500, 750 e 1000 mg/kg pc, apresentou uma DEsp,
calculada por regressao linear, de 1310,0 mg/kg pc. Os resultados,
expressos como média * desvio padrdo da média do ILU e a
porcentagem de inibicao deste, estao ilustrados na Tabela 3 e na

Figura 8.
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Tabela 3. Curva dose efetiva 50% do CSL no modelo de Ulcera induzida
por etanol.

tratamento dose ILU (média £ dpm) % inibicao ILU
salina 10 mL 112,0 £ 14,51 --
carbenoxolona 200 mg/Kg pc 16,8 &5, 36%** 76,9
CSL 250 mg/Kg pc 80,6 £ 7,23* 28,0
CSL 500 mg/Kg pc 90,6 & 15,33* 19,1
CSL 750 mg/Kg pc 44,33 + 14,56%** 60,4
CSL 1000 mg/Kg pc 42,33 +£ 11,88*** 62,2

ANOVA Fs5.6 = 149,84 p<0,001. Teste de Duncan ***p<0,001; *p<0,05 em

relacao a salina.

DEsy = 1310,0 mg/kg/pc

> Y
—8— Y previsto

Inibigdo do ILU (%)

0 250 500 750 1000 1250

Dose (mg/Kg pc)

Figura 8. Curva dose efetiva 50% do CSL no modelo de ulcera induzida
por etanol (y=0,025X + 17,25, r: 0,84).
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« Ulcera induzida pelo estresse por imobilizacao e frio

No modelo de ulcera induzida pelo estresse por imobilizacdo e frio
o CSL, administrado na dose de 1000 mg/kg pc, via oral por gavagem,
nao apresentou atividade antiulcerogénica significativa, inibindo apenas
16,7% das lesbes ulcerativas, enquanto que carbenoxolona, agente
antiulcerogénico, administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg
pc, utilizada como controle positivo, foi capaz de reduzir o ILU em
52,1%. Os resultados, expressos como média + desvio padrdo da média
do ILU, estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Efeito do tratamento agudo do CSL e da cimetidina, em
modelo de ulcera induzida por estresse por imobilizacao e frio. (ANOVA
Fi213y = 14,7 p<0,001. Teste de Duncan ***p<0,001 em relagdo a

salina).
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No modelo repetitivo de dlcera induzida pelo estresse por
imobilizagdo e frio, o CSL administrado por gavagem, na dose
1000 mg/kg pc, nao apresentou atividade antiulcerogénica significativa,
com uma porcentagem de inibicdo do indice de lesdes ulcerativas (ILU)
de 22,1%, enquanto que a droga antiulcerogénica (carbenoxolona)
utilizada como controle positivo, administrada pela mesma via, na dose
de 200 mg/kg pc, foi capaz de reduzir o ILU em 52,1%. Os resultados,
expressos como meédia = desvio padrdo da média do ILU, estdo

demonstrados na Figura 10.
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Figura 10. Efeito do tratamento repetitivo do CSL e da cimetidina, em
modelo de ulcera induzida por estresse por imobilizagdo e frio. (ANOVA

Fi212) = 8,9 p<0,01. Teste de Duncan ***p<0,001 em relagao a salina).
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« Ulcera induzida por reserpina

No modelo agudo de ulcera induzida por reserpina o CSL
administrado na dose 1000 mg/kg pc, por gavagem, ndo apresentou
atividade antiulcerogénica, inibindo apenas em 23,8% as lesdes
ulcerativas, enquanto gue atropina, administrada pela mesma via, na
dose de 10 mg/kg pc, utilizada como controle positivo, reduziu o ILU em
53,2%. Os resultados, expressos como meédia + desvio padrdo da média

do ILU, estdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11. Efeito do tratamento agudo do CSL e da atropina em modelo
de ulcera induzida por reserpina. (ANOVA F,14) = 6,23 p<0,05. Teste

de Duncan **p<0,01 em relagdo a salina).
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No modelo repetitivo de ulcera induzida por reserpina o CSL
administrado na dose 1000 mg/kg pc, por gavagem, ndo apresentou
atividade antiulcerogénica, inibindo apenas 19,4% as lesdes ulcerativas,
enquanto que atropina, administrada pela mesma via, na dose de 10
mg/kg pc, utilizada como controle positivo, reduziu o ILU em 53,2%. Os
resultados, expressos como media + desvio padrdo da média do ILU,

estdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Efeito do tratamento repetitivo do CSL e da atropina em
modelo de Ulcera induzida por reserpina. (ANOVA F(214) = 5,47 p<0,05.

Teste de Duncan **p<0,01 em relacao a salina).
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« Estudo da participacdo das substancias sulfidrila na

citoprotecao gastrica

No modelo agudo e repetitivo de Ulcera induzida por etanol, com
administragao prévia de N-etilmaleimida (NEM) na dose de 10 mg/kg pc,
por via intraperitoneal, o CSL na dose de 1000 mg/kg pc, por gavagem,
ndo apresentou atividade antiulcerogénica significativa. Os resultados,
expressos como media + desvio padrao da média do ILU, sdo mostrados

na Figura 13.
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Figura 13. Efeito do tratamento agudo e repetitivo do CSL em modelo de
Ulcera induzida por etanol em ratos tratados previamente com NEM.
(ANOVA F325) = 4,53 p<0,05. Teste de Duncan *p<0,05 em relacdo a
salina+NEM).
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» Participacao da glutationa na citoprotecao gastrica

No modelo agudo e repetitivo de Ulcera gdstrica induzida por
etanol, com administragao prévia de BSO 4 mmol/Kg pc, por via
intraperitoneal, o CSL na dose de 1000 mg/kg pc, por gavagem,
apresentou atividade antiulcerogénica inferior a protecdo oferecida sem
0 tratamento com o BSO, mas superior a protecdo apos tratamento com
NEM (Figura 13). Os resultados, expressos como meédia + desvio padrdo

da média do ILU, sao mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Efeito do tratamento agudo e repetitivo do CSL em modelo de
Ulcera induzida por etanol em ratos tratados previamente com BSO.

(ANOVA F(3,20) = 15,30 p<0,001. Teste de Duncan **p<0,01 em relagao

a salina+BSO0).
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5 Discussdo

A Ulcera gastrica tem se revelado um dos problemas mais comuns
de saude publica. Cerca de 50% dos individuos adultos sadios
queixam-se de queimagdes gastricas, indicativo para lesdes e formacdes
de ulceras na mucosa, decorrentes de uma ma-alimentacdo e estresse
adicionado ao estilo de vida da populagdo (Al Moutaery & Tarig, 1997;
Rang et al., 2001; Penteado, 2001).

Por muito tempo acreditou-se que a hipersecrecdo de acido
gastrico era o fator principal e dominante no aparecimento e
permanéncia da ulcera e que outros fatores externos como estresse,
alimentagao, bebidas alcodlicas e medicamentos pudessem apenas ser

os fatores estimulantes (Hojgaard et al., 1996; Bighetti, 1999).

Hoje, ha clareza nos fatores que ocasionam esta patologia. Ha
muitas drogas de potente efeito para o tratamento que, associado a
dietoterapia, parecem ser de grande importancia para a area clinica e
qualidade de vida dos pacientes (Usdec, 2001).

Através de alguns estudos tém-se demonstrado que proteinas do
leite tém importante papel em potencializar a defesa da mucosa

gastrointestinal (Dial & Lichtenberger, 1987; Matsumoto, et al., 2001).

Este trabalho objetivou estudar os efeitos de um concentrado
protéico de soro de leite bovino na inibicdo de lesbes ulcerativas,
através de diferentes modelos de indugao da ulcera gastrica.

Para triagem da atividade antiulcerogénica do CSL foi utilizado o

modelo de ulcera experimental induzida por indometacina (Morimoto
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al., 1991). Este modelo de indugdo foi escolhido por tratar-se de um dos
modelos mais completos afetando simultaneamente os mecanismos de
citoprotecdo e de secrecdo acida gdstrica (Konturek & Pawlik, 1986:
Morimoto et al., 1991; Katori & Majima, 1997; Bighetti, 1999).

A indometacina € um antiinflamatério ndo esteroidal, inibidor da
cicloxigenase, enzima que converte ao acido aracquiddonico em
prostaglandinas, sendo esta a classe de substancias mais importante no
processo de citoprotegdo gastrica (Konturek & Pawlik, 1986: Morimoto
et al., 1991, Katori & Majima, 1997; Bighetti, 1999).

Nesta triagem o CSL promoveu uma redugdo no indice de lesdes
ulcerativas (ILU) de 23,3%, um indice estatisticamente ndo significativo
comparado com a cimetidina, agente antiulcerogénico utilizado para
este modelo experimental e que administrada por via oral em dose
unica, inibiu 74,4% do ILU.

Portanto, havia a necessidade de testar o CSL em outros
tratamentos, que por ser um alimento, poderia provocar efeito

cumulativo em doses repetidas.

Para tal, quando administrado em duas doses, o CSL promoveu
uma reducao do ILU de 50,1%, estatisticamente significativo (p<0,001),
comparado com a cimetidina que foi de 86,2%, indicando que o CSL
tem participagao e efeito benéfico na protecdo da mucosa gastrica para

este agente lesivo, no tratamento repetitivo.

O resultado positivo das doses repetitivas motivou a realizagdo de
um experimento subcronico. Portanto, realizou-se um tratamento

durante 10 dias utilizando o CSL e a cimetidina como controle positivo.
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O CSL reduziu o ILU em 44,0%, significativo no nivel de 99% (p<0,01)
e a cimetidina em 72,1%, (p<0,001).

Com estes resultados pode-se observar que o CSL teve uma
importante participagdo na protecdo da mucosa gastrica, comparada a
droga antiulcerogénica especifica utilizada, que promove a reducdo da
secrecdo acida através de um mecanismo competitivo no receptor H- da
histamina, localizada na membrana basolateral da célula parietal. Além
disto, o CSL no modelo de ulcera induzida por indometacina apresentou
melhor atividade antiulcerogénica a partir de tratamento repetitivo e

esta atividade ndao aumentou com doses sucessivas.

Matsumoto et al. (2001) relataram que uma proteina isolada do
soro de leite bovino, a a-lactoalbumina, no modelo de Ulcera induzida
por indometacina, foi capaz de diminuir significativamente a lesao na
mucosa gastrica, sugerindo que parte desta fungdo protetora poderia ser
através do estimulo que esta proteina € capaz de promover a sintese
das prostaglandinas, importante agente protetor da mucosa gastrica

contra diferentes agressdes no estdmago.

Segundo Baruchel et al. (1998) o CSL possui importantes
concentracbes de o-lactoalbumina. Este mecanismo pode estar
relacionado ao seu efeito protetor no modelo de inducdo de Ulcera por
indometacina (Matsumoto et al., 2001). Neste trabalho nao foi usada a
a-lactoalbumina isolada, ndo sendo possivel atribuir o efeito protetor a

essa proteina.

Em fungdo da agao antiulcerogénica promovida pelo CSL, buscou-
se neste mesmo modelo, definir sua dose efetiva 50% (DEsp). Para esta

finalidade diferentes doses foram testadas e por regressadoc linear,
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determinou-se que a DEso € de 756,23 mg/kg de peso corpdreo para o
rato.

A andlise comparativa do efeito do CSL e da cimetidina, uma
droga antiulcerogénica comercialmente utilizada, sugere que o CSL
poderia ser utilizado como um coadjuvante dietético no controle e/ou
tratamento de JUlcera gdstrica provocada por antiinflamatérios ndo
esteroidais, provavelmente como um mecanismo de protecdo & mucosa

gastrica.

Procurou-se também determinar se a atividade antiulcerogénica
estaria presente em outros modelos de indugdo, avaliando sua possivel
participagdo em mecanismos de citoprotegdo ou de secrecdo 4cida

gastrica.

O modelo de indugdo de ulcera por etanol foi utilizado para definir

a participagao do CSL na citoprotecdo gastrica.

Segundo Matsumoto et al. (2001), a injuria causada pelo etanol
pode levar a uma falta na difusdo de ions hidrogénio para a barreira
protetora que o muco € capaz de formar contra este agente lesivo. Além
disto, mediadores da inflamacdo como leucotrieno e fator necrose
tumoral, podem estar comprometidos por causa deste processo

agressivo @ mucosa.

A carbenoxolona, droga antiulcerogénica utilizada como controle
positivo para este modelo de Ulcera induzida, participa da citoprotecdo
da mucosa alterando a composigdo e aumentando a quantidade de
muco, acentuando portanto, a barreira mucosa ao 4acido cloridrico
(Brunton, 1996). No modelo agudo de Ulcera induzida por etanol, esta
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droga demonstrou uma redugéo do ILU em 87%, enquanto que o CSL

reduziu o ILU em 40,7%, estatisticamente significativo (p<0,001).

No tratamento repetitivo observou-se uma reducdo no ILU de
73,1%, (p<0,001) para o CSL e de 86,5% para a carbenoxolona. Estes
dados demonstram que o CSL foi eficaz em promover a protecdo da
mucosa gastrica neste modelo de Ulcera induzida através dos

mecanismos de citoprotegao contra a agressao provocada pelo etanol.

No tratamento subcrénico a redugdo do ILU para o CSL foi de
64,2% e para a carbenoxolona de 87,5%, resultado significativo
(p<0,001) e quando comparado com 0 modelo repetitivo seu efeito

protetor foi igualmente eficaz.

Os dados sugerem que o mecanismo de acdo do CSL pode estar
relacionado com a citoprotecdo gastrica, por apresentar indices
significativos de inibicdo das lesdes gastricas comparados a droga

antiulcerogénica especifica utilizada como controle.

A DEso do CSL para o modelo de inducdo por etanol foi de
1310,0 mg/kg de peso corporeo. Se esta dose for comparada com a
DEsg do CSL para ulcera induzida por indometacina, percebe-se que
para o etanol € maior porque este modelo € muito mais agressivo a
mucosa, necessitando assim, de concentragdes maiores para haver um

efeito do CSL na protecao da mucosa gastrica.

O modelo de estresse pela imobilizagao e frio reproduz importante
efeito lesivo na mucosa gastrica, por isto, tem sido um dos mais
descritos na literatura para modelos de indugao de Ulcera por estresse,

por desencadear o mecanismo de acdo da secregao acida gastrica.
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Portanto, este modelo foi utilizado para verificar a participacao do CSL

neste processo fisioldgico.

No modelo de ulcera induzida por estresse causado por
imobilizagao e pelo frio (Levine et al., 1971), a cimetidina reduziu o ILU
em 52,1%, enquanto que o CSL em tratamento agudo e repetitivo n3o
reduziu o ILU de forma significativa, ndo evidenciando uma participacao
importante em promover a inibicdo das lesdes ulcerativas quando
provocadas pelo mecanismo de agdo que envolve o estresse, a secrecao

acida gastrica, via acdo colinérgica com produgdo de acetilcolina.

No modelo de Ulcera induzida por indometacina e estresse, a
cimetidina, agente antiulcerogénico utilizado, participa do bloqueio dos
mecanismos de secrecao acida gastrica e promove a citoprotecdo,
bloqueando os receptores H, das células parietais, inibindo a agdo da
histamina e promovendo a agdo das prostaglandinas que protegem a
mucosa gastrica (Rang et al., 2001).

O modelo de indugdo de ulcera gastrica por reserpina foi utilizado
para avaliar a agdo do CSL na secregao acida gastrica, como no modelo
de estresse, servindo para reafirmar a hipotese do ndo envolvimento do

CSL na protegdo da mucosa neste modelo de ulceragdo gastrica.

A atropina utilizada como controle neste modelo de Ulcera
induzida, € uma droga que participa do blogueio neurogénico da
secrecao acida gastrica, além disso, diminui a motilidade gastrica
retardando o esvaziamento do conteudo estomacal. Esta droga foi capaz
em reduzir o ILU em 53,2%, enquanto que o CSL ndo reduziu de forma

significativa o ILU, para tratamentos agudo e repetitivo, reforcando a

60



DISCUSSAO

hipétese do ndo envolvimento do CSL com os mecanismos de secrecdo

acida gastrica.

Os mecanismos que induzem a secregdo do acido cloridrico pelas
células parietais envolvem AMPc como mediador da secregdo estimulada
pela histamina, enquanto a estimulagdo da acetilcolina é facilitada pela
entrada do calcio (Bighetti, 1999). Por isto, a atropina é indicada para

tratamento de ulcera induzida por reserpina.

O CSL demonstrou uma importante participagao na protecdo da
mucosa gastrica em modelos que estdo envolvidos com a citoprotecao.
Para avaliar esta participacdo e demonstrar o envolvimento das
substancias sulfidrila presentes no CSL e descritas na literatura como
capazes de promover, através do aumento da sintese da glutationa,
protecdo desta mucosa, os animais foram tratados previamente com
sulfoximina de butionina (BSO), na dose de 4 mmol/Kg de peso
corpdreo, no modelo agudo e repetitivo de Ulcera induzida por etanol. O
etanol € capaz de diminuir significativamente o conteldo de
grupamentos sulfidrila da mucosa gastrica (La Casa et al., 2000). Alguns
autores demostraram a importancia da glutationa na protecdo da
mucosa gastrica (Martensson et al., 1990; Yamagushi et al., 1998;
Hultberg et al., 1999).

Observou-se no modelo agudo de ulcera induzida por etanol com
tratamento prévio com BSO que o CSL apresentou uma inibicdo do ILU.
Quando comparados com os resultados do CSL no modelo de etanol sem
a utilizacao do BSO, os dados demonstram que o CSL apresentou uma
diminuicdo da sua capacidade de inibicao do ILU no tratamento agudo
de 40,7% para 35,1% (p<0,01), e para o repetitivo de 73,1% para
51,8% (p<0,01).
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Estes resultados sugerem gue o mecanismo antiulcerogénico do
CSL esta envolvendo a sintese de glutationa, e esta, participa auxiliando
0 processo de citoprotecao da mucosa gastrica, como citado em estudos
utilizando BSO, em ulceras induzidas por etanol em roedores (Dial &
Lichtenberger, 1987; Matsumoto et al., 2001).

Elevadas concentragbes de substancias sulfidrila sdo encontradas
na mucosa gastrica e sabe-se que a presenca destas substancias esta
intimamente relacionada com o mecanismo de citoprotegdo, por impedir
um aumento da permeabilidade vascular e ainda bloquear a acdo dos
radicais livres toxicos para as células desta mucosa (Szabo, 1981;
Martin et al., 1998).

Para avaliar a participagdo do CSL no mecanismo que envolve
substancias sulfidrila na protegdo da mucosa gastrica, utilizou-se
N-etilmaleimida (NEM), no modelo de ulcera induzida por etanol, sendo
este um composto capaz de promover a alquilagdo dos grupamentos

sulfidrila, inativando-os.

Para o modelo agudo o CSL ndo reduziu de forma significativa o
ILU, sugerindo que o mecanismo de acao antiulcerogénica do CSL possa
envolver a participagdao de substancias com grupamentos sulfidrila

ativos, das quais a glutationa é uma delas.

No modelo repetitivo o CSL também ndo apresentou indices
significativos de protegdao da mucosa quando se fez o tratamento prévio
com NEM, tendo-se assim mais uma evidéncia do envolvimento de
substancias com grupamentos sulfidrila participando da citoprotecao

gastrica, visto que, quando alquilados, deixaram de exercer seu efeito
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protetor, anulando a protegdo oferecida pelo CSL sem pré-tratamento
com NEM..

Nos modelos experimentais utilizados neste trabalho, o CSL inibiu
significativamente o indice de lesdes ulcerativas nos modelos repetitivos
de ulceras induzidas por indometacina e etanol. Estes dois modelos
estdo relacionados com o mecanismo de citoprotecdo da mucosa

gastrica.

Neste mecanismo de acgao, as substancias sulfidrila e outros
agentes antioxidantes da mucosa, como a glutationa, parecem ser
imprescindiveis para a defesa das células. Esta protegdo oferecida a
mucosa pelo CSL deve estar na dependéncia tanto do estimulo a sintese
de glutationa como da elevada concentragao de aminoacidos sulfurados,
particularmente cisteina, limitante para a sintese da glutationa,
presentes neste concentrado protéico. O estimulo a sintese de
prostaglandinas, particularmente pela a-lactoalbumina, também deve

ser considerado, segundo Matsumoto et al., 2001.

Deste modo, o CSL podera ser uma alternativa importante na
dietoterapia para a prevencao de lesdes ulcerativas, garantindo
melhores condicdes fisioldgicas, possivelmente diminuindo a morbidade

de pacientes com ulceras gastricas.
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6 Conclusoes

Os resultados desta pesquisa permitem concluir:

* O concentrado de soro de leite bovino (CSL) utilizado no tratamento
prévio dos animais foi capaz de reduzir as lesdes gastricas produzidas
nos modelos de ulcera induzida por indometacina e por etanol, o que
demonstra um possivel envolvimento deste produto protéico no

mecanismo de citoprotegao.

e Os tratamentos repetitivos e subcrénicos para os modelos de Ulcera
induzida por indometacina e etanol foram os que apresentaram melhor
protecao da mucosa gastrica, demonstrando que este efeito protetor
parece ser mais eficaz a partir de duas doses e que este efeito parece
estabelecer um nivel maximo de protegdo proximo com o tratamento

subcroénico.

» Nos estudos do mecanismo de agdao da secregao acida gastrica nos
modelos de ulcera induzida pelo estresse por imobilizacdo e frio e por
reserpina, o CSL ndo apresentou reducgao significativa do ILU, o que
demonstra que a atividade antiulcerogénica deste produto parece nao

ser mediada por este mecanismo.
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e No estudo do mecanismo de agdo do CSL através da promogdo da
sintese da glutationa foi utilizado sulfoximina de butionina (BSO),
bloqueador da sintese da glutationa, em modelos agudo e repetitivo de
ulcera induzida por etanol, o qual demonstrou que o CSL foi capaz de
inibir parcialmente as lesGes desta mucosa, evidenciando a participagdo
da glutationa na citoprotegdo gastrica, embora outros mecanismos

devam estar envolvidos nesta protecao.

e A utilizagao do N-etilmaleimida (NEM), alquilante dos grupamentos
sulfidrila envolvidos no mecanismo da citoprotegdo, nos modelos agudos
e repetitivos de Ulcera induzida por etanol demonstrou-se uma
eliminacao da acao protetora do CSL, indicando que as substancias

sulfidrilas sdo responsaveis pela protecdo da mucosa gastrica.
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