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RESUMO

0 presente trabalho teve como objetivo estudar uma nova
utilizagio ao tendio bovino, subproduto da indudstyria animal, mais
particularmente 2o colageno tipo I extraido, purificado € recons
tituido na forma de agael, visando sua aplicagdo no tvyatamento de
ulceracdes do trato gastrintestinal ( duodeno ).

Fara se obter o colageno, os tenddes foram colocados em
solucio de dcido acético adicionada de pepsina, seguida de homo
geneizacio por 45 hovas ( 19-129C ), para logo apos ser centrify
gada. 0O materiai nio colagénico 1insoluvel foi1 descartado = 3as
fibras colagenas reconstituidas a partiv do sobvrenadante porv
adigio de NaCl para completa precipitacdo destas fibras.

As lesdes do trato gastrintestinal de ratos Wistar,
faram obtidas pela agio toxica de lectinas, gquando 925 animais
passaram a ser alimentados com dieta contendo fei1jio ( Phasesolus
vulgarszss, cv Aroana ) cru. Esszs feijoes foram moidos & analiss
dos quanto a composigao centesimal, € empregados como unica fonte
protéica na formulagio da dieta, em ensaio vandomizado. Mo perig
do de aclimatacio ( 4 dias ) os animais foram mantidos em dieta
nio~purificada de formula fechada ( DC ) & agua. 0O grupo controle
apds esse periodo, continuou nesta dieta até o final do expery
mento enquanto o grupo a ser testado passou a vreceber a dieta
contendo o feijfo cru ( DU ). 0Os animais foram mantidos em conda
cBes controladas de temperatura e ciclo de luz em gaiolas indivl

duais, e receberam as dietas e agua d lidvifum.
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Apos 09 dias , com a morte de 25% dos ratos, sabendo-se
que desta forma ter—-se—-ia animais lesionados e em estado grave,
foi encerrado o periodo da ocorréncia das lesdes e sacrifica
dos alguns animais dos dois grupos ( controle e lesdao ) e extral
do os duodenos para posterior exame histolodgico. Os animals
restantes foram divididos em dois grupos, sendo um tratado com
gel de coldageno e outro com agua destilada estevilizada pov inty
bagio oro-gastrica nos tempos ¢, 24 e 48 horas, sendo, desta for
ma coletados 0s duodenos para histolégia, em 24, 48 e 72 horas
desde a primeira intubacio. [urante € apos periodo de intubacdo,
as =animais restantes, 4 por tratamento, foram alimentados com
dieta DOC e dgua ad lipifum, por malis 22 dias, m um experimento
de crescimento.

Os resultados obtidos na analise de crescimento pondg
ral mostraram gque os animalis, apos terem tido um ganho de peso de

aproximadamente 30% no periodo de aclimatagio, passaram a perder

it

pPeso quando alimentados com dieta [U, chegando esta pevda sev de

aproximadamente 31i%. Guando retirados desta dieta, tratados com
gel de coldgeno ou dagua e alimentados com dieta DC, esses animals
voltaram a ganhar peso € chegaram aco final dos 33 dias, com O0S
tratados com coligeno nio apresentando diferenga significativa
( p ¢ 2,05 ) gquando comparados aos controles.

Os resultados obtidos do exame histoldgico da mucosa
duodenal dos ratos alimentados com dieta DU apresentaram lesdes
generalizadas, modificando a morfologia tecidual das vilosidades,

glindulas de Lieberkuhn e atingindo ate mesmo a 1Amina propria.



Observou~se que aqueles animais que foram tratados com gel de
coldgeno apresentaram integridade morfoldgica na mucosa duodenal
jia nas primeiras 24 horas apos intubagfo, o mesmo ndo ocorrendo
com os tratados com agua que, mesmo e€m 72 hovas, ainda apresenta
vam lesf0 no adpice das vilosidades. Foi observado tambem, por
teste JIn sSitu, que o colageno adere a superficie do trato gas
trintestinal.

&4 contagem do numero de ce£lulas caliciformes das vilosyi
dades representada pelo material FAS-positivo nas mesmas, mostrou
que em ratos tratados com colageno, em 24 horas, a quantidade
destas células ni3o difere ( p < 98,085 ) dos contvoles; em 48 horas
este numero € maior na metade inferior das vilosidades, e em 72
horas, maior na metade inferior, superior e no total das wvilosi
dades. Estes resultados demonstram nfo haver uma diminuigdo de
celulas caliciformes, mas um esgotamento das mesmas interrompendo
sua producio de muco. Os ratos tratados com agua, somente em 72
horas, e, na metade supevrior das vilosidades, apresentaram quan
t1dade semelhante aos controles.

Os resultados indicaram uma utilizacdo promig
sora do gel de colageno purificado, obtido de tenddes bovinos
( colageno tipo I ), com vistas & recupera¢cido de lesdes do trato

gastrintestinal.



ABSTRACT

The effect of collagen extracted from bovine tendons
( Type 1 collagen J in the recuperation of lesions of duodenal
gpithelium induced by bean ( Fhaseoius wvulgaris ) lectins.

Experimental model 1in the rat.

The present thesis aimed at studying the utilization

of type 1 colilagen +rom bovine tendons, a by-product of animal
industry, in the treatment of gastrointestinal ( duodenum 3
lesions in rats. The collagen was extracted, purified and recons

tituted 1n a gel form.

Tendon collagen was obtained by extraction 1in acetic
acid solution containing pepsin, and lightly homogenization at
10-1i2 ©OC for 48 h, followed by centrifugation. The precipitate,
considered to be insoluble collagen or a non—-collagen material,
was discarded and collagen fibers were reconstituted from the
supernatant by adding NaCl to achieve precipitation.

The lesions of gastrointestinal tract of Wistar rats were

caused by the action of active lectins from raw commom dry beans

( Fhaseolus wvulgaris, cv. Aroana ). Raw commom bean was offered
to the rats in an cothevrwise balanced diet ( U ) as the sale
protein source, in a randomized assay. Another gyoup of rats

( control ) was fed a non-purified diet of closed formula ( DC 7
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during the assay. The rats were caged individually and maintained
on the experimental diets and water ao Jipitum. The temperature
and 1light cycle of the animal laboratory were controlled. Within
9 days of the assay, 25% of the rats receiving raw bean died, and
the surviving rats become seriously ulcerated. The duodenum of
some control and ulcerated rats was dissected at this time for
histological examination. The surviving rats were then divided in
two groups: one received the collagen and other received distil
led water by gastric intubation at time @, 24 and 48 h. At 24, 48
and 72 h after the first intubation, the duodenum of the ratz
were dissected for histological examination. During and after the
intubation procedures, the remaining animals, 4 per treatment,
were fed DC and water ag fipifum for 22 days, in a growth expevrl
ment .

The rats fed DU showed 3i% loss of body w=ight, and =&
subsequent restoration of the normal growth when the toxic effect
of bean lectins have been removed by feeding [DC. Nevertheless,
the rats treated with collagen showed a better weight recovery
than those treated with distilled water, and at the end of the
experiment their weights did not differed ( p ¢ 90,05 ) from con
trol vats.

Histological findings showed ulceration of duodenum
in rats fed DU and in some cases, the lesions reached also the
lamina propria. However, the duodenum of rats treated with col
lagen showed normal morphological characteristics in the first

24 h post cibum, whereas the rats treated with distilled water



still exhibited lesions in the apical portion of the villi 72 h
after intubation.

The counting of duodenum goblet cells was made 1n the
upper half, 1lower half and entire villi, by observation of the
FAS—-positive material. An exhaustion of FAS-positive material of
jJoblet cells was observed in the damaged villi of rats fed DJ.
After 24 h of the first intubation of collagen, the quantity of
these cells did not differed ( p ( 8,95 ) from the control ratsq
whereas those rats treated with distilled water reached the con
trol rats only after 72 k, 1n the uppevy portion of villi.

The data reported in the present research, permitted
drawing the conclusion that the purified collagen gel, extracted
from bovine tendons ( T4ype I collagen ), has a promising ut:iliza
tion 1n the recovery of lesions of the gastrointestinal tract by

gastvyic intubation.



1. INTRODUCAD

0 colageno, um dos principais componentes do tecido con
juntivo ( ASGHAR & HERICKSON, i982; PIEZ, 1984 ), garante a estry
tura extracelular dos animais metazoarios chegando a perfazer no
homem 33% de sua massa protéica ( GRANT =f al:ir, 1979 ). Na in
dustria animal & tratado como subproduto, chegando a producido
brasileira de tenddes ( fonte rica em colageno tipo I ), ligamen
tos e vergalhos, a cifra de 4.874 toneladas { BRASIL, {985 ).

D coldgeno tem sido had muito tempo, por ser uma protel
na de baixo custo, motivo para estudos e controvérsias. Ja no fim
do século 18, a Academia Francesa de Ciféncias nomeou uma comissio
para que estudasse o valor nutritivo deste produto, pois existia
uma recomendacio de usa-lo, na forma de gelatina, como substanciw
bdsica na dieta de populagdes carentes ( SANTOS, 199¢ ). Atual
mente sabe-s£ que o coligeno € deficisnte em alguns aminoacides
essenciails como por exemplo: metionina, lisina e treonina, € PYa
ticamente desprovido de triptofano ( McClain =¢ aliz, 1?71, apud
ASGHAR & HENRICKSON, 1982 ), o aue faz com gque o seu valor nutri
cional seja muito baixo. Entretanto vem sendo muito empregado em
produtos médicos e cirudrgicos ( CHVAPIL «¢ afii, 1973 ), princi
palmente como espuma liofilizada ( VIDAL, i{99{ ) na drea de con
trole de hemorragias ( CHVAFIL & HOLUSA, 1968; HAIT, 1i979;
VIDAL, 1991 ). FPara estes empregos tem—-se obtido coldgeno a par

tir de tenddes, € isto deve—-se ao fato destes serem menos gordy
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rosos e possuirem de 89-90% da proterna ( VIDAL & CARVALHO,
41999 ). Tal uso & possivel por ser o coldgeno um produto de baixa
imunogenicidade ( CHVAFIL =f alii, 1973 ), ter acio quimiostatica
sobre ceélulas ( VIDAL, 1987; viDalL, 1991 ), plaquetas, sendo
que estas apds a adesio se rompem dando inicio ao fenomeno da
hemostasia, e fibroblastos que o invadem a partir de tecidos vA
zinhos, acelerando desta forma, o processo de cicatrizacio
(CHVAPIL £ alii, 1973; VIDAL, 1994). Assim, O coldageno facilita
2 interacio de células com o material extracelular, fungdo e=stz,
4e grande import@ncia durante o evento de manutengio da integrli
dade dos tecidos( KLEINMAN =f 2/:7,1981; YAHADA, 1283 ).

& fatp conhecido as dificuldades existentes na recupP<
ragio de lesBes causadas por doeng¢as do trato gastrintestinal.
Apesar da constante renovagio celular da mucosa, sendo O
“turnover’ para ratos de 2 a 3 dias ( CHENG & LERLOND, {974,
FHENG & BJERKNES, 1982; MAYHEM & CARSON, 1989 ), facilitando
desta forma = cicatriza¢io gquando injuriada (FEIL et alii, 1989},
nas doengas do trato gastrintestinal esta rapida renovagio celd
lar torna-s& muitas vezes prejudicial, como na gastrite croénica
e atrofica, por exemplo, onde glandulas gastricas, parietals,
principais e endocrinas ficam excluidas desta acelerada atividade
mitotica ( WHITEHEAD 3¢ alii, 1972 ). Faz-se necessario uma Camga
da mucdide sobre a mucosa lesada, para zervir de barreira 20
tecido alcalino exudado, na obtencdo de uma rapida e normal res
tituigio ( FEIL ¢ afifi, 1989 ). Sabe-se que © colageno solido

microfibrilar ( Avitene, FHMC Corporation, Frinceton, NJ ) quando
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utilizado na protecio de dlceras estomacais provocadas, demons
trou excelentes resultados de cura ( LINSCHEER ¢ ’/iI,
i982; LINSCHEER =¢ afii, 1988 ).

For isso propde-se, no presente trabalho, o uso do cola
geno de tendBes bovino, purificado e na forma de gel ( VIDAL &
CARVALHO, 1999 ), na recuperacio de lesdes do trato gastrintesti
nal de ratos. Para tanto, logo apds lesionar o trato gastrintes
tinal dos animais por lectinas ativas, alimentando-os com dieta
de feijfio ( FPrassolus vulgaris, cv Aroana ) cru ( KING et alii,
{980; KING et alii, 1986; DURIGAN et alii, 1987; OLIVEIRA et
alii, 1989 ), tratd-los com o gel de coldgeno através de intuba
G320 ovro-gastrica. Durante todo o processo, de ocorvréncia das lg&
s8es e da intubagfo, sacrificar alguns animais e, em tempos dg
terminados, coletar amostras do duodeno para exame histologico
através de microscopia dptica, observando as lesdes ocorvidas
pela agdo das lectinas, a recuperacio da mucosa lesada = a ade-

réncia do coliageno as vilosidades.



2.REVISAO DE LITERATURA :

2.1. Consideragcdes sobre o uso do coldageno como recuperador

de lesdes.

0 coligeno, componente essencial do tecido conjuntivo,
¢ uma das mais antigas proteinas, filogeneticamente, surgida nas
mals antigas sspecies de invertebrados ( PIKKARAINEM &
KULONEN, {969 ). Embora com a =volugdo para formas mais elevadas
da wvida animal, variagSes na guantidade &€ sequéncia de aminoacl
dos da cadeia peptidica do colageno te&nham ocorrido, a COMPOS1GCA0
essencial e a estrutura conformacional, a qual € dnica para esta
proteina, manteve-se preservada ( CHVAFIL =f 217z, 1973 ).

As pesquisas feitas com colageno nos wltimos vwvinte

ANOS, acumulando dados sobre sua estrutura quimica, bioquimica &
biolodgica, COMPrOvVaram a 1mportancia, quase que universal, desta
proteina. 45 Primeiras pesquisas com O colageno foram empreendl

das pelas industrias de cola e couro; os principios de curtimepn
to, contribuiram muito para o entendimento do “"cross—-linking”. De
modo que, a correlagfo entre a degradagao 4o “cross—-linking” e o
poder elastico foi bdsico para o entendimento das propriedades
mecanicas desta proteina fibrilar.

For ser o colageno amplamente distribuido no covpo,
certos tecidos, por ter alto conteudo desta proteina, s&o utila
zados na produgio de produtos médicos € ndo-médicos como POV

exemplo, sutuvras cirdrgicas absorviveis e revestimento de salsi
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chas, ambos feitos de intestinos de carneiro e/ou boi. Vidal
( 1991 ), ressalta que uma das mais antigas utilidades do colageg
no, em uso meédico, tenha sido o "Gelfoam”, o qual nada mais g do
que o colageno desnaturado ( gelatina ) em forma de espuma liofi
lizada. 0 mesmo autor relata ainda que o maior emprego da protel
na tem sido como esponja de colageno na area de controle de
hemorragias.

= sabido que o tecido conjuntivo como um todo forma um
sistema integrado, cujas funcdes principais s3o0 baseadas em inte
ractes entre células, entre células e matriz e entre os tecidos.
Recentemente HMoore ¢ colaboradores ( 1992 ), velataram estudo on
de, usando porcio distal do 1leo de povauinho da india, como mQ
delo fn s5ifu, examinaram os vrequevimentos para a interagio das
células epiteliais @ a membrana basal, durante restitui¢fo das
lesdes epiteliais do intestino. O0s autores observaram uma notavel
habilidade de restituigio do epitélio intestinal, em face das
maiores perturbacdes da matriz essencial. Estes autores, sugeram
que a interagio do colageno enddgeno com as células epiteliais e
de <suma importadncia para esta restituig¢do apods lesiao, € que o
coldgeno & rapidamente produzido no local da les3o permitindo
desta forma, uma restituig¢do normal.

Estudos realizados por Vidal ( 1989 ) ressaltam que 0O
colageno, como integrante da matriz extracelular, interage com as
células por meio de seus receptores e executa varias fungoes,
formando uma unidade com um sistema de realimentagio ( feedback )

que manteém sua homeostasia. 0 autor propde um mecanismo transdug
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tor, dependente da estrutura propria das fibras e/ou feixes de
coldgenos, como o responsavel pela liberacfo de sinais ao nivel
celular. Estes sinais seriam gerados por propriedades piezeletvri
cas do complexo molecular das fibras de coldageno e pelo aparecl
mento de grupos reativos polares gerados por deslocamentos intra
e intermoleculares. 0 autor sugere ainda gque, para que 1SS0 OCOL
ra, ou seja, a comunicacio célula-fibra, € necessdrio que as i
bras tenham uma organiza¢ao ordenada

fiinda segundo trahalhos realizados pelo mesmo aufor
( VIDAL, 1984 ), o coldgeno € uma proteina que pOsSsSUl uma <Con
formagio de alta ordem molecular, como ocorvye com O3S tenddes,
ronsiderados superestruturas altamente hierarquizadas, nas quais
as fibras de colageno se agregam de maneira helicoidal formando
cabos que, por sua vez, se entrelagam formando também uma rede
helicoidal. Us proteoglicanos tem suas cadeias de glicanas
( GABA ) acompanhando as fibras de colageno, ocorvendo paralela
mente a estas. Mais recentemente ( VIDAL, 1989 ), o autor pode
concluir que tambeém o5 residuos de carboidratos do colageno
orientam—se paralelamente ao eixo da molecula de tropocolageno.

Os fatores que propiciam a utiliza¢io do colageno como
recuperador de tecidos vem sendo relatado por diversos autores. 0
coldgeno possui baixa imunogenicidade, isto &, =licita pouca ou
nenhuma formagio Ade anticorpos ( CHVAFIL ¢ alii, 1973 ), fato
comprovado recentemente por Vidal ( 19941 ), analisando o enxerto
de placas ou feltros de colageno puro em seres humanos, especial

mente colageno do tipo I, extraido da pele e tenddes.



0 coldgeno € um excelente agente quimiotdtico, isto €,
possui a capacidade iBnica de atrair substldncias como corptusculos
sanguineos e, até mesmo, células. llesta forma o colageno atrail
fibroblastos e plaquetas, agentes fundamentais na recuperacio te
cidual quando da ocorréncia de lesBes. Além desta agio quimiotad
tica sobre corpusculos e células, o coliageno adere sobre a supeL
ficie dos mesmos, na maioria das vezes através de fibronectinas
( KLEINMAN =f 27ii, 1981i; ENGVALIL &¢ al/ifi & BELL, 1982; YAHADA,
i983 ). Hais recentemente, Ruoslahti e Fierschbacher ( 1987 ),
revisando sobre adesfo de células na matriz extracelular, velata
ram =@ existéncia de receptores na superficie celular, onde recg
nhecem, em componentes da matriz, como fibronectinas, vitronectl
nas, osteopontinas € colagenos, a sequéncia tripeptidica—-RGD
( Arg-Gly-Asp 7.

llesta forma, o colageno age como um excelente indutor
da agregagio plaquetdria ( CHVAFIL & HULOSA, 1968; CHUAFIL =¢
alzs, 1973; HAIT, 1970¢; VIDAL, 1991 ), onde funciona como sitio
de ligagio para as plaquetas. Estas, em resposta, se zalteram img
diata e drasticamente, comegam a 1nchar, tovrnam—se PEJRJOSAS,
sofrem quebra em suas estruturas internas e liberam entre outras
coisas, tromboxana A, ADF e fosfolipides, agentes fundamentails na
vasoconstricgio, na aderéncia de novas plaquetas e na ativacfo da
protrombina em trombina ( GUYTON, 1989 ) tornando-se desta
maneira, um acelerador da coagulagfo sanguinea, pelo mecanismo

intrinsico.



Vidal { 1994 ) ressaltou o fato do colageno,como glicg
proteina, ter a capacidade nSo sO de aderir as células em sua
supeficie, mas também de induzir a diferenciaglo celular. 0 mesmo
autor, para tanto, inseriu esponjas de colageno em musculo da
pantorrilha de ratos, apos interven¢io propositadamente traumati
ca para produzir hemorragia, e detectou aglo hemostatica. Logo no
terceiro dia ja foram encontrados fibroblastos e celulas monony
cleadas gque proliferaram dos tecidos vizinhos, aderiram e invadi
ram o implante colagénico. Até o quarto e quinto dias, as malhas
ancovraram =a fibrina formada & seus espagos encheram-se de neutrg
filos. Fendmenos de remodelagio ocorreram em 21 dias e o0s pro
prios fibroblastos removeram, metabolizaram ou reabsorveram o
coldgeno implantado, fazendo, desta forma, com que a malha cola
gfnica fosse totalmente eliminada. 0 autor alerta que o Curso
descrito depende da extensiio e da massa de material implantado,
pois o0s gfis quando injetados, apesar de apresentarem as meEsmas
caracteristicas, a remodelagio torna-se um pouco mais demorada,
uma vez que os fibroblastos penetram mais lentamente em sua mas
33, Vidal, (1989 ) sugerz a hipdtese de que os residuos de galag
tose e galactose-glicose desempenhariam papel relevante nos feng
menos de reconhecimento—-adesfo e também a agregagiao do pProprio
coldageno, fato comprovado por observagio da diminui¢io do grau de
agregacio das fibras e adesfo das plaquetas ao coldgeno quando da

oxida¢io deste por acido periddico.



2.2. Uso do coldageno como recuperador de lestdes do trato gas

trintestinal.

Uma das principais razfes de ocorréncia das lesdes, da
dificuldade de cura-las, e da manutengio da integridade da mucosa
do trato gastrintestinal, € a falta de um material mucdide que dé
protecio e condigBes da propria célula poder se recuperar ( FEIL,
1989 ). O muco, produzido pelas gldndulas do aparelho digestivo,
juntamente com o bicarbonato, tem como principal fungio a de pro
teger a mucosa do trato gastrintestinal ( FLEMSTRON, {986 ); suas
glicanas-acidas assumem forma filamentar orientada e se ligam a
superficie dos enterdcitos ( VIDAL & MFLLO, 1974 ). Ha semelhancs
entre estas glicanas-acidas e as existentes no tend3o; desta for
ma, & de se esperar que o gel de colageno, obtido de tenddes
( coldgeno tipo I ),em substituicio ao muco, além de agir da
maneira como ja mencionado, tenha uma ag¢io mecanica de prote¢io
%s células da mucosa intestinal.

levido 2a estrutura do coligeno ser formada povy cadeias
de tripla-hélices intramoleculares, estaveis porvr aminoacidos
rigidos prolina e hidroxiprolina, que limitam sua rotaglo, e ain
da ligagBes cruzadas intercadeias entre os residuos de lisina e
hidroxilisina, protegendo-o da acfo de proteases ( HAY, 1981,
ASGHAR & HENRICKSON, 1982; FIEZ, 1984; MURRAY e¢ alii, 1990 ) e
até mesmo da colagenase pancreatica, cuja a¢cio € muito limitada
( SGARBIERI, 1987 ), ¢ também de se esperar que O MESMO PEYMANECA

no intestino o tempo necessario para desenvolver sua agao de re
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cuperador de lesdes.

Linscheer e colaboradores ( 1982 ), utilizando um modelo
com cies, estudaram o efeito do coldageno sdlido microfibrilar
( MC ) Avitene em dlceras estomacais provocadas. Inicialmente os
cZes sofriam laparotomia ( abertura da cavidade abdominal ) e lgo
go apds, usando uma teécnica de biopsiar por sucgdo, eram feitas
24 lceras. Apds a ocorréncia do sangramento espontdneo, metade
das uUlceras, ao acaso, eram enchidas com o MC e este material era
em seguida fixado e coberto por um "spray’” atomizado de trombina
crioprecipitada ( TAC ). 0 estomago entdo era fechado. Um total
de 10 cies foram sacrificados apos 1, 3, &, 14 & 21 dias para €5
tudo de efeito do MC na cura das dlceras por micrvoscopia optica.
Em adigio,em 3 cies, 59% das dlceras eram agravadas por pulveri
zac%o de HC1 ¢ 9,iN ) mais pepsina ( iémg/dL ) apds 3 dias. #A
maior parte dos MC nio se soltaram das ulceras e mostraram—se
excelentes organizadores de fibroblastos. Apds 3 dias, o epitelio
gastrico comegava a crescer sobre as fibras de colageno exdgeno e
estas praticamente desapareciam na completa cura das ilceras apos
3 semanas. Na protegio contra pulverizacio com HCl-pepsina,
somente em torno de 24% das ulceras pré—tratadas sangraram. 0Os
autores concluiram que o coldageno demonstrou ndo atrasar a cura,
nio0 criar corpos estranhos, e vevelou-se ainda, um excelente tam
pio contra o sangramento € um otimo organizador de fibrolastos.
Os autores sugeriram ainda o mesmo processo de tratamento por MC

para ser usado em pacientes usando canal gastroscopico.



Em 1988, Linscheer e colaboradores, em modelo experimen
tal semelhante, compararam a eficiéncia na cura das dlceras entre
o coldgeno sdlido ( CS ), coldageno liquido ( CL ) e sem colidgeno
( NC ). Trés dias apds, as tlceras foram injuriadas com “spray”
de pepsina-dacida com finalidade de provocar um ressangramento.
Avaliaram ainda a necessidade de fixar o coldgeno com TAC, fixan
do somente metade dos garupos CS, CL e NC. For exame histoldgicoa,
0s autores constataram que apenas 25% das ulceras CS sangravam
contra 94,1i% e 83,6% dos tratados com CL e NC, respectivamente e
que a protecio era independente da TAC. Concluindo desta forma,
ser o coldagero, na forma sdlida, um excelente protetor contra o

ressangramento provocado povr pepsina-acida.

2.3. Consideracfes sobre a agao de lectinas de feijio
( PFraseolus wulgaris ) , sobre o trato gastrintestinal de ani
mais.

Em artigo de revisio Tobin e Carpenter ( 1978 ) relatam
que muitas variedades de feijdes da especie Ffhaseolus wvulgarts,
s50 fontes significantes de proteina em largos segmentos popula
cionais do mundo. Oliveira ( 1986 ) comenta o fato do Brasil
estar entre os maiores produtores e consumidores de feijdo
( FPhaseolus vulgaris ) do mundo e que, considerando os alimentos
isolados, constitui a maior fonte protéica consumida em todas as
suas regides. 0 mesmo autor relata ainda que 0s primeiros ensaios

bioldgicos, com vistas a determinar o valor nutritivo das protel



nas do feijio, mais particularmente da faseolina e da farinha in
tegral foram obtidos por Osborne e Mendel, em 1919 , e cedidos
para publica¢cfo a Johns e Finks, em 19290. Aqueles pesquisadores
verificaram que ratos perdiam peso rapidamente e movriam, quando
colocados em dietas contendo faseolina crua como fonte protéica.

Atualmente sabe-se que além da deficiéncia em metioni
na, seu principal aminodcido limitante ( BALDI & SALAMINI,
1973 ), o feijfo possui fatores antinutricionais, como inibidores
de enzimas proteoliticas € lectinas ( hemaglutininas ).

A presenca de hemaglutininas em Fhaseolus wvulgaris foi
reconhecida em 19908 por Landsteiner e Raubistschek, mas evidén
cias diretas de que as mesmas seriam a causa responsével‘pela to
xicidade do feijfo cru foi pioneiramente descrito por Jaffé e co
laboradores, em 1955 apud Liener ( 1986 ), e mais tarde comprova
do por muitos pesquisadores ( KING eg¢ alii, 1989; DURIGAN ~=¢
alii, 1987; OLIVEIRA =¢ alii, 1989 ) de que as lectinas s8o as
maiores responsaveis pelo baixo valor nutritivo destas leguming
sas em sua forma crua.

A proposta original de Jaffé e colaboradores, em 1955
apud Liener ( 1986 ), da toxicidade de dietas contendo lectinas
foi comprovada isolando uma fragfo protéica de feijfo preto, a
qual foi chamada Fhaseolotoxina &; este preparado que tinha atl
vidade aglutinante em eritrdcitos de coelho, foi toxico quando
injetado em camundongo, € inibiu o crescimento de ratos, quando

incorporado as dietas.
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Atualmente, sabe-se que lectinas s3o um grupo de PpPrYQ
teinas ou glicoproteinas, que ocorrem natural e abundantemente
nas plantas, particularmente na familia das leguminosas, € sio
também encontradas em alguns tecidos de invertebrados ( LIENER,
1994 ). O nome lectina deriva do latim "lectio, onis”, que signi
fica escolha, selegio.£ um termo que reflete o fato destas glico
proteinas, de origem nio-imune, ligarem-se a grupos especificos
de carboidratos aglutinando células e/ou precipitando glicoconju
gados ( KING =f alii, 1980; KING =t afii, 1986; GOLDSTEIN &
FORETZ, {9846 ). Esta especificidade por grupos de carboidratos
tem dado as lectinas utilidades como integrante de técnicas his
toquimicas no estudo da composicfo glicidica de compostos celula
res, por exemplo ( FREEMAN ef alii, 1980; FOSEL ¢ alii, 1988;
KIIERNAN, 1999 ).

King e colaboradores ( 1989 ) conduziram uma série de
estudos detalhados que definem e identificam as lectinas como um
dos principais fatores responsiaveis pela toxicidade associada com
o consumo de Fhaseolus wvulgaris, na forma crua. Estes autoves
alimentando ratos, com dietas de feijfo cru &/ou fazendo aplica
¢8es intragastricas com lectinas isoladas, estudaram a agao das
mesmas através de histologia por microscopia dptica e eletrdnica.
0s pesquisadores concluiram que as lectinas apds se ligarem, por
mecanismo ainda nZo conhecido, & superficie das células intestl
nais, acarretam mudangas morfoldgicas na bordadura em escova, com
consequente desenvolvimento anormal das microvilosidades e ainda

ocorrendo ruptura das mesmas. Ressaltam ainda que se estes ani
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mais continuarem sob a a¢io das lectinas por varios dias, ocorre
um crescimento bacteriano na superficie intestinal, aumentando
desta forma, as lesdes nas microvilosidades, e ocasionando um
crescimento no numero de eosindfilos na l&mina propria, sugerindo
desta maneira, uma resposta imunoldgica ( possivelmente involven
do IgE ) a presenga de irritantes na mucosa.

King & colaboradores ( 1986 ) trabalharam na localizagdo
de 1lectinas de feijio, por técnica de marcacdo com ouro coloidal
para microscopia eletrdnica, em células epiteliais de intestino
delgado de ratos. Detectaram estas lectinas na superficie da
mucosa e em outros corpos multivesiculares das regides apicails e
médias dos enterdcitos lesados, e em outvos corpos multivesicula
ves e lisossomas nas regides apical e periféricas do citoplasma
de celulas caliciformes. 0Os autores citam ainda trabalhos reall
zados por Freed ( 1982 ) & Fusztai e Greer ( 1984 ) onde relacig
naram lectinas e outras sementes protéicas de serem estimuladores
da secrecio intestinal de muco, sugerindo desta forma, sem expli
car o mecanismo, aue 1sto ocorra pelo fato das lectinas poderem
ser absorvidas pelas células intestinais. Fusztai e colaboradg
res ( 1986 ) relacionaram que efeitos similares podem, em parte,
explicar o aumento no peso intestinal de ratos alimentados por
feijdo. Consideram ainda a possibilidade das lectinas, apos serem
absorvidas pelas células intestinais, passarem a circulagdo, para
agir toxicamente em outros tecidos. No mesmo tvrabalho os autores
comentam que logo apds a administragfo intragdstrica de lectina

de feij%o cru, cai rapidamente o nivel de insulina no sangue, dg
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monstrando haver uma disfun¢io hormonal.

Rubio € colaboradores ( 1989 ) pesquisando alteragodes
histoldgicas no pancreas e intestinos de galinhas, produzidas por
lectinas proveniente de dieta de feijio cru, notaram hipertrofia
no pancreas, diminui¢3o0 das microvilosidades e hiperplasia de
celulas caliciformes.

Trabalho realizado por Durigan e colaboradores ( 1987 ),
mostrou que o efeito antinutricional das lectinas em ratos e re
versivel, pois apos os animais serem retirados da dieta contendo
feijio cru, como unica fonte protéica, e passando a ser alimenta
dos com dieta contendo como proteina somente caseina, voltam a&
ganhar peso. Weinman e colaboradores ( 1989 ) administrando, por
via intragastrica, lectinas de feijdo cru em ratos, estudaram,
através de microscopia eletrdnica, a recuperagido das microvilosi
dades nos intestinos. Os autores concluiram que as lesfes aparg
ciam logo apds 2 horas, limitando—-se as microvilosidades, rom
pendo £ diminuindo as mesmas, € desaparecendo apOs 20 horas da
aplicagio.

Dliveira e colaboradores ( 1989 ) investigaram O Cresci
mento ponderal e lesdes no epitélio intestinal de ratos alimenta
dos com dieta contendo feijio cru € de ratos intubados, de forma
intragastrica, com lectina isolada ¢ Concanavalina A ). ApOs
ocorréncia das lesBes, os animais foram retirados destes trata
mentos e passaram a ser alimentados com dieta comercial e dieta
contendo caseina como fonte protéica. A seguir, alguns animais de

cada grupo foram sacrificados e dissecados o duodeno e a POrgiao
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medial do jejuno, para analise morfoldgica do epitélio por
microscopia optica. Nos grupos tratados com lectinas foram deteg

tadas solugbes de continuidade na bordadura em escova das celulas

epiteliais, ulceracio e coldpso dos vilos, expondo a lamina pPro
pria e redugio no numero das células caliciformes, que foi
demonstrado pela auséncia de material PAS-positivo, particular
mente nas regides onde ocorriam as principais les8es. Apods 22

dias da retirada dos animais da agio das lectinas estes apresen
taram normalidade na morfologia da mucosa intestinal. 0Os autores
alertaram para o fato do desaparecimento das celulas calicifor
mes, que poderia ser por exaustio das mesmas, mas O MECAanismo
preciso nao foi esclarecido.

Almeida e colaboradores ( 1994 ), estudando o efeito de
diferentes tratamentos por calor na atividade antinutricional de
lectinas de Fhaseolus vuigaris em intestino de ratos, concluiram
que ocorre um processo inflamatorio do epitélio e aderéncia de

hactérias. Os autores comentam, ao contvrario do encontrado por

Oliveira e colaboradores ( 1989 )}, sem explicar a metodologia
usada, que a dencsidade de células caliciformes nas criptas e
vilosidades, & semelhante aquela dos controles, ou seja, nao

ocorreu diminuigcio no numevo de celulas caliciformes quando da

agao das lectinas.
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2.4. Modelos utilizados para estudos de doengas ulcerativas

da mucosa do trato gastrintestinal.

Fara estudar as doengas do aparelho digestivo, partl
cularmente lesdes e cura da mucosa gastrintestinal, existem iny
meros modelos onde se utilizam diferentes animais.

Wallace e MacNaughton ( 1988 ) descrevem um modelo
utilizando ratos onde danificaram o trato gastrintestinal dos
mesmos com um fator de ativagfo plaquetaria ( FAF ). 0Os animails
foram privados de alimentos durante i1i8-22h antes de comegar o
experimento. Apods, os ratos sdo anestesiados com pentobarbital
sddico e a artéria carodtida canulada para medigio da pressdo ar
terial sistémica. Uma agulha de padrio 25 € inserida em uma veia
da cauda do animal para a administragio de 100mg/Kg do FAF, por
20 minutos. Esta dosagem é suficiente para produzir necroses gas
tricas.

Sellers e colaboradores ( 1987 ) wutilizaram—se de
etanol para lesar o epitélio gastrico de ratos e analisar a for
macio de uma base fibrilar gelatinosa no reparo do mesmo. 0Os ani
mais, apos jejum, foram anestesiados com pentobarbital. 0 estd
mago foi exposto e o esé6fago & duodeno ligados, excluindo vasos
sanguineos maiores € nervos. A aplicagdo de etanol 70% por 45 se
gundos foi suficiente para destruir 96% do epitélio superficial.

Rachmilewitz e colaboradores ( 1989 ) induziram
inflamag3oc no cdlon de ratos, administrando por via intraluminar

0,25 ml de etanol S0% contendo 3@ mg de dcido trinitrobenzenosul



fOonico. Esta solugio foi introduzida, via cateter de 3 mm de did
metro, através do anus.

Ilonohue—-Shea e colaboradofes ( 1999 ) descreveram a
utilizagdo do acido acetil salicilico em primatas machos Rhasus
( Macaca mulaftéxs ) para estudar a indugfo de mudangas nas fungdes
gastricas ocasionando destruigfo da mucosa gastrica.

Linscheer e colaboradores ( i982 ), como ja descrito,
usaram c3es para estudar a utilizagio do colageno como recuperi
dor de dlceras. 0Os animais foram anestesiados, sofreram laparotgo
mia e, em seguida, as UWlceras estomacxis eram provocadas atraves
de uma técnica de biopsiar por sucgio. Logo apds a aplicaglo do
colageno, 05 estomagos eram suturados €, no prazo de 3 dias, 0%
animais foram sacvificados.

Rifkin e Fekety ( 1985 ) comentaram a utilizaglo de
antibidticos na indugio de =nterocolites em alguns animals, CoOmMO
hamsters, ratos = coelhos. Oz autores ressaltam também, que este
tipo de técnica pode muitas vezes ocasionar a movte destes anl
mais .

Moore e colaboradorvres ( ig?2 fazendo uso de
?,06-9,09% de Triton X—-10@, um detergente capaz de ocasionar
les3o formando uma cavidade nas vilosidades, estudaram in vitro,
a capacidade de restituigio do epitélio intestinal de porcos.

Dliveira e colaboradores ( 1989 ) estudaram a agao
toxica de lectinas ativas do feijfo ( FhRaseolus wvulgaris Jcru na
mucosa intestinal de ratos. Para tanto os autores alimentaram os

animais com dietas, onde a unica fonte protéica era a proveniente



do feij%o. Foram detectadas lesfes muito caracteristicas como
destrui¢gio de microvilosidades, ulceragio, colapso € sinais de
inflamagio nas vilosidades. Foi detectado ainda que estas lesdes
eram reversiveis, ou seja, apos 0S animals serem retirados desta
dieta e colocados em dieta comercial, apresentavam recuperacao do
crescimento e as lesBes, apds 21 dias, desapareciam, com OS ani
mais, desta forma, apresentando movfologia tecidual semelhantes
Xqueles que permaneceram durante todo o experimento alimentados
com dieta controle.
A decisio de escolher, para o presente trabalho, este
modelo de provocar lesdes na mucosa do trato gastrintestinal de
ratos e apds tratdi-los com gel de coldageno, foi tomada povque O
mesmo apresenta algumas caracteristicas como: lesd8es semelhantes
%s encontradas em estudos histoldgicos de duodenites, como ja
visto por Greenlaw e colaboradores (1989); lesdes reversivels,
facilitando desta forma, a analise da ag3o recuperativa do cola
3ENO; modelo relativamente simples e de facil obtencio do mateg
rial =a ser utilizado, como as dietas ulcerativas, preparadas no
proprio Laboratdrio de Ensaios Hioldgicos do [lepartamento de
Flanejamento Alimentar e Nutrigio da Faculdade de Engenharia de
Alimentos e dos ratos Wistar, que sio produzidos pelo Centro de

Bioterismo da Unicamp.
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3 .MATERIAL E M&TODOS

3.1. Material.

3.1.4. Fonte de lectinas ativas.

Neste trabalho utilizou-se como fonte de lectinas ativas,
grios de feijio-comum ( Fhaseolus vulgaris, L. 3} cru, cultaivar
Aroana 89, procedente do Instituto Agronomico de Camp1inas

( IAC )}, Campinas, SF.

3.4{.2. Fonte de coliageno.

Utilizou—-se tenddes bovinos.

3.1.3. Animais.

Utilizou-se 46 ratos heterogenéticos albinos machos d=a
linhagem Wistar, S.FP.F. 4 estrelas, recem-desmamados, procedentes
do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
originarios de matrizes recebidas em 1987 do Zentralinstitut fur
Versuschtierzucht ( Central Institut for Laboratory Animal
Ereeding, Hannover, Republica Federal da Alemanha ).

0 manuseio com os ratos, obedeceu a Lei n2 6.438, de @8

de maio de 1979, publicada no Diario Oficial da Unido, onde @&

lLegislagio Rrasileira estabelece normas para a pratica diddatico-



~cientifica da vivissecacio de animais e determina outras provi
déncias.

Ao serem recebidos, no Laboratorio de Ensaios BEiologicos
do Departamento de Flanejamento Alimentar e Nutvrigio da Faculdade
de Engenharia de Alimentos-UNICAMF, os ratos tinham 2i-23 dias €
pesavam 55,4%5,1ig. Os animais foram colocados em galiolas de cres
cimento individuais e mantidos durante 4 dias com agua e dieta
nZo-purificada de fdrmula fechada, Nuvilab CRi ¢ Nuvital Nutrien
tes Ltda., Estrada da Ribeira, n8 3091, Km 3, Curitiba, Farana ).
0 1laboratdrio era mantido com temperatura controlada, de 22°C e

criclos de luz e escuro alternados a cada i2 hovas ( NATIOHNAL
ACADEMY OF SCIENCES, 1977 ). Este periodo destinou-se a aclimata
¢%0 dos animais ao laboratdrio, permitindo, desta forma, O cCol
trole de possiveis doengas € que, a0 inicio do ensaio, estivessem

maiores e com pesos semelhantes, de 83,4+4,3g9,

3.2. Fietodos.

W

.2.1. Extracio € reconstituig¢do das fibvras colagenas puras
( gel de colageno ).

Para extracio do coldgeno, os tendSes bovinos foram colg
cados em uma solucio de dcido acético a 2% contendo img/mL de
pepsina ( Merck, 8@ FIF/Ug, 12@0E/g ), seguida de leve homogenel
zagd3o em Ultra-Turrax. Apos 48 horas no refrigerador ( 19-12°C ),

a solugio foi centrifugada ( 15.9000 x g por 39 min. ). 0O precipl



tado, considerado coldgeno insoltdvel ou material nio colagénico,
Foi descartado e as fibras coldgenas reconstituidas a partir do
sobrenadante transparente, por adig¢do de NaCl ( concentragio
final 2,5M ) para completa precipitac¢io das fibras colagenas
( VIDAL & CARVALHO, 1990 ).

0 protocolo para a extragio e reconstituig¢lo das fibras

colagenas, encontra—-se na Figura 1.

3.2.2. Determina¢des quimicas.

3 2. 2.4 .Nitrogénio. Determinado pelo meétodo semi-micro Kieldahtl,
usando sulfato de potassio ( KpSO4 7, sulfato de cobre ( CuSO4 ),
e didxido de titdnio ¢ TiOp ), segundo WIlliams < i973 3y , como
catalizadores da digest3o das amostvas.

3. 2.2.2.Composi¢io centesimal. Foram feitas as seguintes determi
nagtes para o estudo da composigido centesimal:

a) Froteina bruta. For multiplicagdo dos teores de nitrogénio
obtidos pelo fator de conversio 6,25 ( FAULL & SOUTHGATE, 1978 ).

by Lipides totais. Segundo Bligh e Dyer ( 1959 ).

on

b

c? Umidade. For gravimetria, meétodo i4.003 segundo a Associat
of Official Analytical Chemists—-AOAC ( 1989 ).
d) Cinzas ( FPEARSON, 1976 ).

e) Carboidratos, por diferenga.



FIGURA 4. Frotocolo para a extragio e reconstithicﬁo das fibras

coldgenas puras*-:

TENDAO BOVINO

CH3COOH 2% + Fepsina ( img/ml )

Homogeneizagio ( 48h,10-129C )

Centrifugagio ( 15min.,15.9099g por 3¢ min. )

Frecipitado Sobrenadante

NaCl ¢ conc. final 2,95 M)

descartado Fibras colagenas puras

reconstituidas

*s5egundo VIDAL & CARVALHO ( 19990 )
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3.2.3. Ensaio Bioldgico.

3.2.3.1.Freparo das dietas. Como dieta controle ¢ DC ), foi utdi
lizado dieta nio purificada de formula fechada, NUVILAER CR1
( Nuvital Nutrientes Ltda., Estrada da Ribeira, n2 3001, Km 3,
Curitiba, Farand ), autoclavada e seca a temperatura de 65°C. Ja
a dieta ulcerativa ( DU ) foi preparada segundo ACAC ( 1975 ),
onde a dnica fonte protéica foi o feijlo ( Fhassolus vulgaris, cv
Aroana ) cru. Este feij%o foi moido em moinho de facas Ika -
Universal Muhle HM 20 (¢ Ika - Werk 7813 Staufen im Breisgau,
Germany ), até a obtengio de uma granulagio de 60 mesh conferida
por peneira Granutest ( Telastem Feneiras para Andlises Ltda. ).
Ap6s a determinagfo da composigdo quimica centesimal do feij#o,
onde encontrou-se os valores de, 26,38+0,59% ( Nx46,25 ) para pPro
teina; 1,32%+0,09% para lipides totais; 8,56+¢,08% para umidade;

3,84+9,09% para cinzas; e 59,94i% para carboidratos ( por diferen

ca )y, foi preparada uma dieta com i{9% de proteina, representadas
por aquelas existentes no feijao, completando 8% de lipides com

oleo de milho refinado SZo Francisco ( Refinadora de Oleos Brasil
Ltda., Rua Amazonas n277, S&%o Caetano do Sul, S%o Faulo, Brasil
e ainda, 5% de mistura salina ( United States Pharmacopoeia-USF
XIX, ABAC, 1975 ) e 2% de mistura vitaminica ( NUTRITIONAL
BRIOCHEMICALS CORFORATION, 1977/78 ) para fortificacio da dieta.
As formulagBes das misturas salina e vitaminica podem ser vistas
nas Tabelas i e 2, respectivamente. A seguir a dieta foi complg
tada a 100% com carboidratos, sendo 25X como Sacarose, agucar vg

finado Unido ( Companhia Unido dos Refinadores - Agucar e Cafe,



rua Assis Carneiro n2 8¢, Rio de Janeiro, Brasil ) e 75% como
amido de milho Maizena ( Maizena Durya - Refinagdes de Milho

Brasil Ltda., rua Paulo Bueno n2 2935, HMogi Buagu, S3Ao PFaulo,
Brasil ), de forma que as dietas apresentaram-se isoproteicas €
isocaloricas, tendo uma composigio quimica centesimal de,
10,25+0,54% para proteina; 38,31%90,10% para lipides; 7,12+90,11iX%
para umidade; 4,56%9,04% para cinzas; e 69 ,74% para carboidratos.
A formulacio da dieta ulcerativa pode ser vista na Tabela

3, descrita conforme American Institute of MNutrition ( 1984 ).
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TABELA 1. Formulagio da mistura salina* utilizada para o preparo

da dieta.

COMPONENTE FOoRMULA FERCENTAGEM
Carbonato de calcio CaCOg 38,140
Fosfato di-potassico KaHFO4 38,9900
Cloreto de Sodio NaCL 13,939
Sulfato de magnesio FMgS04.7HpO 5,739
Sulfato fervoso FeS04.7Hp0 2,799
Iodeto de potassio KI 2,079
Sulfato de manganés MnS04 . 4HZ0 2,400
Sulfato de zinco ZnS04.7HpP0 9,059
Cloreto de cobalto CoClp.6H20 9,002
Sulfato de cobre CuS04.5Hp0 @,9049

*Conforme USF XIX (A0AC, 192735)
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TARBELA 2. Formulagio da mistura vitaminica* utilizada para o PpPrg

paro da dieta.

...—...-.-—.-..—-—-...—.——.-...—.—..._m.__.....__._....‘—_.._._....--...—_.-—-—.....-..-.—....—......-._..___......___......_........_..-—-——-—-

COMFPONENTE FPERCENTAGEM
Concentrado de vitamina A (200 .9900 UI/g) 2,948
Concentrado de vitamina [ (490.090 UI/g) 9,163
Alfa~-tocoferol 3,276
Acido ascorbico 29,486
Inositol 3,276
Cloreto de colina 49,144
Menadiona 1,474
Acido p—aminobenzdico 3,276
Niacina 2,948
Riboflavina 3,655
Hidrocloreto de pirvidoxina 9,655
Hidrocloreto de tiamina 2,655
Fantotenato de calcio 1,965
Riotina 9,013
Acido folico 9,058
Vitamina Bjgp @,001

....-—_..—.—-.—..———..—._—.-.....—.—.—-.._....—_._-—..——._—.—.—.——.—.——-—.—.——...—....—._.___.._...._..__._.....__.._._..____—.-

* Conforme NRC (i977/78)



TABELA 3. Formulagio da dieta ulcerativa utilizada no ensailo

ldgico.

bio

Feijao comum
dleo vegetal*
Mistura salina*™®

Mistura vitaminica.®

Carboidrato (q.s.p.)““

—.——_....—.....—...-....-.._._........._...._.........._........._....._........-—....—-——.--—-..-.-.-—...-_......-_....._._.__........._....._..._.......-.....—_-—--—--—-

*

** sP XIX ( ADAC, 19735 ).

H NEC (1977/78).

HH Amido de milho "Maizena” e acucar refinado "Unido"” 3:4 p/pP.

de milho "S3%0 Francisco”



3. 2.3.2.Periodo de ocorréncia das lesBes. Apds o periodo de acli
matagfo ( 4 dias ) no Laboratdrio de Ensaios Bioldgicos, 7 ani
mais permaneceram alimentados com dieta [C, formando um grupo
controle do experimento,e 39 animals passaram a SEY alimentados
com a dieta DU, onde a tnica fonte protéica era proveniente do
feijfo cru, com a finalidade de lesionar a mucosa gastrintestinal
dos mesmos ¢ OLIVEIRA =f alii, 1989 ). Fassados 09 dias, com @&
morte de 10 ratos alimentados com a dieta DU, perfazendo assim

25% dos 39 ratos iniciais tinha-se a certeza de que os animais

teriam lesSes graves®. Em seguida foram sacrificados, em atmosfa
ra de eter etilico p.a., e dissecados os duodenos de 3 ratos com

les30 e de 3 ratos controles. O restante dos animais foram nova
mente pesados € aqueles com lesdes divididos em & grupos de i3

ratos cada um.

% MNesse sentido, foi realizado experimento prelimil
nar, cujos resultados foram apresentados no I Congresso de Farma
cia do Cone Sul, Gramado, Rio Grande do Sul, Set. 1991, € publi

cados em Caderno de Farmacia, Forto Alegre, Z :D1i3-015, 1991.



3. 2.3.3.Periodo de tratamento e recuperagdo dos animais. Os 4
ratos do grupo controle, permaneceram sendo alimentados com dieta
OC, ateé o final do experimento. Us 2 grupos de animals ulcerados
foram retirados da dieta DU onde, um grupo foi tratado pov meio
de intubacZo com i,5ml de gel de coldgeno e o outro com i,3ml de
dgua destilada esterilizada ( grupo testemunha ). Estas intuba
cbes foram feitas por via oro-gastrica, atraveés de uma sonda re
tal Ibrasgamma n2 ©4 ( Ibras- CBD Inddstrias Cirdrgicas e opti
cas S.A., Campinas, S&0 Faulo ), adaptada a agulha de uma seringa
hipodérmica de S mbL, usada como reservatorio e medidor de volume
do gel de coldgeno e/ou agua a serem administrados. Os animais no
momento da intubagio foram anestesiados com éter etilico e, logo
apds, permaneceram em jejum duwrante 3 horas, passando a segulir, a
ser alimentados com dieta DC. Apods 24 horas, todos os ratos foram
pesados & 3 de cada tratamento foram sacrificados e dissecado O
duodeno para histologia. Novamente os animais restantes foram in
tubados, repetindo o processo ja descrito anteriormente. Todo ez
se procedimento, pesagem, intubagdo e dissecagio, foi repetido no
dia segquinte completando um terceiro dia de tratamento. No quarto
dia os animais sio somente pesados e dissecados os duodenos de 3
ratos por tratamento, completando, desta forma, amostras histolg
gicas do duodeno para 24, 48 e 72 h apos o primeiro tratamento. O
restante dos animais ( 4 por grupo ) ficaram recebendo dieta ne
durante mais {9 dias, completando assim 35 dias de experimento

para o crescimento ponderal dos ratos.



0 protocolo para o ensaio biologico, ou sej’, dos pe-
vyiodos de aclimatacio, lesfo, tratamento e crescimento ponderal,

pode ser visto na Figura 2.



FIGURA 2. Protocolo para o Ensaio Biologico.

46 ratos
4 dias ( aclimatacdo )
7_DC* 39 nu#
? dias ? dias ( les&o )
27 i9 mortos
3 Sac** 4 3 Sac 26
13 EAT {3 poE*! intubag3do
24h 24h
3 Sac i EA 3 Sac 10 Eq
48h i48h
3_Sac 7 _EA 3 Sac 7 EC
72h 72h
3 Sac 4 EA 3 Sac 4 EC
22 dias 19 dias 19 dias
4 ratos 4 ratos 4 ratos
* nc - dieta nio purificada de formula fechada
# py - dieta de feijdo cru
*+ FA - tratados com agua
*%¥pr - tratados com coldgeno

+tgac~- sacrificados

n



3 p 4. Teste in situ. Visualisacfo da aderéncia do coldageno 2as
vilosidades.

apds sacrificar 3 ratos, pesando 84,2+3,5g, em atmosfera
de éter etilico, foram removidos seus respectivos duodenos €
colocados em solugio fisiolodgica. A seguir, usando uma sevinga
hipodérmica foi aplicado, lentamente, o gel de coldgeno, de forma
a simular o trajeto regular do quimo pelo intestino, da seguinte
maneira: comegando pela regifo dstio-pilovica, fazendo com que O
gel percorresse toda a luz do duodeno, até o seu aparecimento na
regido da flexura duodeno—-jejunal, tendo-se assim, a certeza de
um preenchimento total do duodeno pelo gel de coldgeno. ApOs O
material foi rapidamente fixado, para posterior exame histologi

co, obedecendo as técnicas que serifo descritas a seguir em 3.2.95.

3. 2.5. Preparacio e examinagdo histoldgica.

3 2.5.1. Fixag3o e inclusfo do material. O duodeno dissecado fo1
imediatamente fixado por c4h em paraformaldeido 2,54 cdntendo
0,2% de glutaraldeido em tampio fosfato @,iM pH 7,4. Apos, o ma
terial foi incluido em capsulas de gelatina a 2,9% e refixado por
P4h em formaldeido i N. Ilepois fol lavado em agua corvente € dg
sidratado com sucessivos banhos de alcool, em tempos determing
dos, de concentragbes iguais a 79,890,953 e 100% respectivamente.
lLogo apods, foi clarificado em xilol para histologia e incluido &
580C, em “Faraplast plus” ( mistura de parafina, polimeros plas

ticos € dimetil-sul foxido ) com i% de cera de abelha.



3.2.5.2. Cortes histoldgicos. Os cortes transversais foram obti
dos com espessura de 5 um, feitos em microtomo rotativo de marca
Ancap modelo 781.

3.2.5.3. Coloragio histoldgica. As l1&minas foram desparafinadas
em xilol ( 2 banhos a temperatura de 58°C ), hidratadas, come¢an
do com solugio dlcool-xilol i:i, seguido de sucessivos banhos de
4lcool ( 100 - 70% ) e finalizando com dgua destilada. A seguir,
coradas com: hematoxilina e eosina ( HE J); azul de toluidina
( AT ) 0,025% pH 4,2, com finalidade de evidenciar polidnions -
4cidos nucléicos e glicosaminoglicanas &dcidas e carboxiladas
( HMELLDO & VIDAL, 1980; KIIERNAN, 1990 ), “periodic acid-Shiff"
( PAS ) corando glicogénio, polissacaridios neutros e glicopro
teinas ( material FPAS - positivo ) para estudo de células calicl
formes e superficie celular ( MELLO & VIDAL, 1989; FEARSE, 1985
Y. Atraveés de microscopia Optica foi feita andlise da morfologia
das vilosidades e de suas superficies, as quais correspondem as
microvilosidades. For microscopia de polarizacfo foi analisado a
birrefringéncia da superficif das vilosidades, determinando sua

integridade e a aderéncia do coldgeno ( MELLO & VIDAL, 1989 ).
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3.2.4. Contagem de células caliciformes das vilosidades.

Em cortes corados com FAS contou-se a quantidade de célu
las caliciformes poy campo microscopico. Determinou-se que cada
campo microscopico equivaleria a metade superior e/ou inferior de
uma area de 3,249 x 103 ume em um aumento de 125X. A determinagio
desta area e sua divisHo em dois campos, foi feito através do uso
de uma ocular KFL 12,5X ¢ Carl Zeiss West Germany ) aferida com
uma 1amina Mikrometer, de 2mm de comprimento com 200 divisOes
( E. Leitz Gm. b. H. Wetzlar ). Na padronizacio desta contagem
escolheu—-se ao acaso, uma regido dos cortes histoldgicos de dugQ
deno. Em seguida ajustou-se a linha inferior da area determinada
na ocular com a linha divisoria entre o topo das criptas de
Liberkuhn e a base das vilosidades. Logo apo0s Processou—-se a cof
tagem da seguinte forma: total de células caliciformes existentes
no campo microscopico superior ( metade superiov das vilosida
des ), total de celulas caliciformes existentes no campo micyos
cdpico inferior ( metade inferior das vilosidades ) € total de
células caliciformes existentes em toda a drea estipulada ( soma

dos dois campos ).
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3.2.7. Tratamento Estatistico.

Empregou-se a distribuigio randomizada ( “Completely Ran
dom Design” ou CRD ) para o delineamento experimental ( BENDER et
alii, 1982 ).

Os valores obtidos dos ensaios foram submetidos a analise
de wvariancia e, quando diferentes ao teste F, analisados de€
acordo com Duncan ( 1235 ), o nivel de 5%, para verificar dife
rencas entre os mesmos. Fara tanto foi utilizado o programa
Statistical Package for Social Sciences, Para regressao simples,
teste T, analise de variancia = teste de comparagao multipla, em

Fersonal Computer ( PC ) AT286.



4 RESULTADOS E DISCUSSAD

4 1. Resultados obtidos do ensaio biologico.

4.4.14. Crescimento ponderal dos animalis.

Os resultados do ensaio de crescimento com tres diferen
tes tipos de tratamentos, sio mostrados na Figura 3, expressa com
a evolucio dos pesos médios dos ratos em fun¢gio do tempo.

Nos primeiros 4 dias ( periodo de aclimataglo ), quando
os ratos foram alimentados com dieta DC, dieta nao-purificada de
formula fechada, observa—se que 0s animals que pesaval inicial
mente 55,4+5,ig atingiram 83,4%4,3g, tendo desta forma um ganho
de peso de aproximadamente 30% ( 24,53g ) por animal, € 05 animals
gue permaneceram nesta dieta ( vatos controles ) apresentaram um
crescimento continuo, chegando a atingir um peso de 2441 ,59%i8,79 ,
no final de 35 dias.

0 grupo que apos o periodo de aclimataclo passou a ser
alimentado com dieta ulcerativa ( DU ), apresentou no final de ¢
dias uma perda de peso de aproximadamente 3i% ( 26,69 ), chegando
desta forma a S57,4%3,3g de peso por animal. Esta perda de PpPeESO
foi pioneiramente descrita por Osborne e Mendel, em 1919 apud
Oliveira ( 1986 ), e mais recentemente comprovada por Fuztai €
colaboradores ( 1979 ) e Oliveira e colaboradores ( 1989 ). Estes
autores demonstraram que, apos esta fase da perda de peso, 0OS ani

malis colocados em dieta comercial, mostraram uma YECUPEYAC&O NoO
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FIGURA 3. Variacio do peso médio de ratos Wistar em 94 tratamen
tos; alimentados com dieta nXo-purificada de formula fechada
( pC ), alimentados com dieta de feijZio cvu ( DU ), tratados com
gel de coldageno e alimentados com DC, tratados com agua destila

da esterilizada e alimentados com DC.
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peso, demonstrando desta forma, ser reversivel o efeito toxico do
feijS%o0 cru. Tais relatos foram confirmados no presente expevimen
to e pbde ainda ser constatado que, animais tratados com gel de
coldgeno e alimentados com dieta DC, logo na primeira semana cQ
mecaram a ter um crescimento mais acentuado do que aqueles que
foram tratados com agua e alimentados com dieta nC, chegando,
desta maneira, ao final de 22 dias com um peso de 238,2+3,49, P&
so este nao apresentando diferenga estatistica ( p € 9,05
dos animais controles. For outro lado, o0s animais intubados com
dagua + DC, atingiram somente um gaanho de peso de 21i6,2%6,1ig ao
final do mesmo periodo de tempo ( 22 dias ), diferindo significa
tivamente dos ratos contvoles e dos tratados com colageno.

Esses resultados demonstram que os ratos tratados com gel
de coldgeno, apresentam uma melhora clinica mais satisfatoria do
que aqueles que foram tratados com Agua, pois voltam ao pPeso

normal atraves de um acelerado crescimento.

4.2. Resultados obtidos na examinacio histologica

Na Figura 4 observa-se um desenho esquematico da mucg
sa intestinal com suas caracteristicas morfologicas normais
( LEBLOND, 1981 ). Esta representacio esquematica tem a fungdo de
facilitar as observagdes a serem feitas na analise de lesdes
ocasionadas pelas lectinas ativas da dieta de feijdo cru, restl
tuicZo do epitélio intestinal quando da aplicagio do coldageno ou

da dgua e a aderéncia do coldgeno a mucosa intestinal.
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FIGURA 4. Representacio diagramdtica de varias regifes da cripta

e vilosidade e o estado das células constituintes. Componentes de

maior interesse, para estudo dos efeitos das lectinas e da ag¢io
do gel de colageno no duodeno dos ratos, segundo Leblond
Ca-célula

( 1984 ); MC-migragdo celular, CC-celula caliciforme,

absortiva, NCA-nucleo de célula absortiva, LM-1amina propria, BE-

pbordo estriado, ZE-zona de extrusio.



As Figuras 5 e é mostram Fotomic;ografias da mucosa
duodenal dev ratos controles, ou seja, animais que Permaneceranm
sendo alimentados em dieta DC. Nota-se a normalidade mor fologica
das vilosidades, das glandulas de Lieberkuhn e da l1amina propria.
Na figura S, vé-se cortes histoldgicos corados com hematoxilina €
eosina ( HE ), onde pode—-se observar porgio do duodeno com Suas
estruturas normais, ou seja, vilosidades com seguimento continuo
de enterdcitos apresentando nucleos menos corados, grande quantl
dade de ceélulas caliciformes e com muco entre as mesmas ( Fotomi
crografia SA ). Em maior aumento, observa-se um detalhe do mesmo
corte anterior na Fotomicrografia 5B, onde com melhor nitidez
vé-se a integridade estrutural da lamina propria e das celulas
absortivas apresentando basofilia citoplasmatica normal. Esta
basofilia € reconhecida por um escurecimento no citoplasma das
células, e nada mais € do que ribossomos livres carregados de
RNAF, fendmeno comum em células de crescimento rapido ( HAM &
CORMACK, 1983 ) como as do intestino ou de regifes que encontram-—
se em fase de recuperacio de lesBes. Esta basofilia tambem pode
ser observada em material corado com azul de toluidina ( HMELLO &
ViDaL, {980 ) conforme esta demonstvado na Fotomicrografia 6A.
Ainda neste material, observa-se nucleos em evidéncia € a borda
dura em escova ( microvilosidades ) sem ruptuvra. A Fotomicrogra
fia 6B, mostra o mesmo material anterior porém analisado por mi
croscopia de polarizag¢fo, técnica esta usada em estudos de anisqQ
tropias Opticas. € possivel perceber a perfeita continuidade da

bordadura em escova que aqui aparece birrefringente por conter



FIGURA

3.

Corte histolodgico do duodeno de ratos controles alimen

tados em dieta DC; A: VL-vilosidades, CC-célula caliciforme, LK-

glandula
Ca-celul

triado,

a

de Lieberkuhn, LM-1amina prdpria, MU-muco. HE, 220X. B:

absortiva, NCA-nucleo de celula absortiva, BE-bordo es

yS-vaso sanguineo, CB-citoplasma basofilo. HE, 560X
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FIGURA &. Corte histolodgico do duodeno de ratos controles alimen

tados com dieta DC; A: CA-célula absortiva, NCA- nidcleo de celula

absortiva, CB-citoplasma basdfilo, BE-bordo estriado. AT, 560X.
B: BEE-bordo estriado birrefringente. AT em microscopia de pola
rizag¢io, 540X. C: BE-bordo estriado, CC-célula caliciforme. PAS,

22ox.
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actina. Esta birrefringéncia apresenta-se como um brilho em fundo
escuro copn forme o exposto por Hello e Vidal ( 198¢ ). Na Fotomi
crografia 6&C, observa-se material corado pela técnica do Acido
periddico - Shiff ( PAS ), onde segundo Kiiernan ¢ 1989 ) os gru
pos i e 2 glicol sHo oxidados pelo dcido periddico resultando na
producio de aldeidos nos substratos. A seguir, tratando-se com 2
base de Shiff, para reagir com os aldeidos, forma-se um produto
de cor vermelha ou magenta ( preto em fotografia preto e branco }
que comumente chama-se de material PAS-positivo. Esta técnica que
evidencia glicogénio, polissacarideos neutros e glicoproteinas,
facilita a analise de células caliciformes e superficies celula
res. No material apresentado, vé-se grande quantidade de material
FAS—-positivo nas ceélulas caliciformes € superficie celular.

As Figuras 7 e 8 mostram fotomicrografias de corte his
toldgico do duodeno de ratos, apos permanecerem por ? dias sendo
alimentados com dieta de feijdo cru ( DU ). Quando comparadas as
Figuras 5 e &, nota-se as lesdes que foram ocasionadas pela agdo
toxica das lectinas ativas, atraveés de alteracdes mor fologicas
ocorridas na mucosa intestinal, como ja relatado por Dliveivra €
colaboradores ( 1989 ) e Fusztai ( 1992 ). Na Figura 7 temos
material corado com HE, notando-se regides da mucosa rompidas,
com consequente exposicio da lamina propria apresentando NECYOsSE;
vé-se ainda solugBes de continuidade nos pdlos dpicos dos enterg
citos, com estes apresentando nucleos mais corados € citoplasma

com menor basofilia ( Fotomicrografia 74 ). Na Fotomicrografia

7B, observa—-se detalhe de 7A, porem em maior aumento, mostrando
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FIGURA 7. Corte histologico do duodeno de ratos, apos 9 dias em

dieta de feijio cru; A: SC-solu¢ido de continuidade, R-ruptura.
HE, 2RP9X. B: maior aumento de A, SC-solugio de continuidade,

l.L-1linfocito. HE, 560X.
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um desarranjo celular com total descontinuidade dos enterocitos €
a 14mina propria apresentando sinais de inflamagdo, como vasos
sanguineos dilatados, hiperemia e linfocitos. A Figura 3 mostra
fotomicrografias do mesmo material, porem corado com AT e anali
sado por microscopia dtica ( BA ) e de polarizagio (B8R ), e cOVA
do com FAS (8C ). Em 8A, observa-se ruptura e sinais de nNECrose
no apice das vilosidades onde expSe-se a lamina proeria. Em 8B,
s%o0 wvistas solugdes de continuidade na bordadura em escova atra
veés de falhas no material birrefringente. A Fotomicrografia 8C,
demonstra material FPAS-positivo em grande quantidade entre as
vilosidades, suspeitando tratar-—-se de muco. Ainda em 8C, observa-
se auséncia deste material PAS-positivo na pPOrgiao globulosa das
celulas caliciformes. Estas observacoes vém fortalecer as SUZER
t3es abordadas recentemente por Freed, em 1982 e Fusztai e Greer,
em 1984 apud King e colaboradores ( 1986 ), que sSugerem uma rg
lag%0 entre lectinas e o estimulo para um incremento de secregio
intestinal do muco, bem como O proposto por Oliveira € colabora
dores ( 1989 ) de que, quando da agio das lectinas, ha uma diml
nuicfo de células caliciformes; as duas sugestBes nao tiveram O
mecanismo explicado pelos autoves.

As Figuras 9,10,1i,i2 e 13 apresentam fotomicrografias
de cortes hitoldgicos do duodeno de ratos em fase de recuperacio,
ou seja, animals que apds serem ulcerados pelas lectinas contidas
no feijio cru, foram retirados desta dieta e intubados com 1,5mb
de gel de coldageno ou i,3mb de dgua destilada esterilizada a cada

24 horas durante 3 dias. Todos esses animais intubados permanece
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FIGURA 8. Corte histoldgico do duodeno de ratos alimentados em
dieta DU; A: NE-necrose. AT, 2R0X. B: FB-falhas na birrefringén
cia. AT em microscopia de polarizacido, PEOX. C: CCV~-celulas ca

liformes sem FAS-positivo, MU~muco. PAS, 220X.



ram até o final do experimento recebendo dieta DC e agua a vonta
de.

As Figuras 9 e 19, mostram fotomicrografias do duodeno
de ratos, apds 24 horas da primeira intubagio com o gel de cola
geno. Comparando—-se as Figuras 5 e 6 ( ratos controles ) e/ou
Figuras 7 € 8 ( ratos ulcerados ) observa-se a total falta de
lesdes, 1. 2., apos 24 horas do tratamento com o colageno, os
aspectos morfologicos da mucosa duodenal dos ratos voltam a aprg
sentar normalidade. Na Figura 9, onde sdo mostrados covtes cova
dos com HE, nota-se vilosidades com seguimento continuo de entg
rocitos e normalidade nas glandulas de Lieberkuhn, na submucosa,
camada muscular e sevosa ( Fotomicrografia 94 ). Em maior aumento
temos um detalhe de ?4 na Fotomicrografia 9B, observando-se baso-
filia citoplasmatica, seguimento continuo dos enterdcitos, ndo
mostrando desarvanjo celular, auséncia da solugio de continuidade
¢ de inflama¢io na lamina propria. Na Figura 19, observa- se 0O
mesmo material anterior porém corado com AT, visualizado atvraves
de microscopia de polarizagio ( Fotomicrografia 104 ), e FAS
( Fotomicrografia i9B ). Notam-se as microvilosidades totalmente
integras representadas pela birrefringéncia sem falhas na borda
dura em escova ( i9A ), e as células caliciformes e superficie
dos enterdcitos evidenciadas, pela presen¢ga do material FPAS-posi
tivo nas mesmas ( 19B ).

As Figuras 11,12,13 e 14 mostram fotomicrografias do
duodeno de ratos que, ao sairem da dieta DU, foram tratados com

dgua destilada esterilizada € mantidos em dieta DC € agua. Nas
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FIGURA 9. Corte histoldgico do duodeno de ratos, apods 24 horas da
primeiro tratamento com gel de colageno; A: Sh-submucosa, CHM-camz

da muscular. HE, 35X. B: maior aumento de A. HE, 229X.
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FIGURA 19. Corte histoldgico do duodeno de ratos, apos 24 horas
da primeiro tratamento com gel de colageno; A: BE-bordo estriado.

AT em microscopia de polarizaglo, 229X. B: PAS,220X.
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Figuras 11 e i2 sdo mostrados anima%s nas 24 horas seguintes A&
intubagio. Na Figura ii, apesar de ja se notar alguma melhora nos
aspectos gerais, ainda observa-se sinails claros de lesdao como
ruptura nas regifes Ssuperiores das vilosidades ( Fotomicrogva
fia 1iiA ). Em maior aumento ¢ Fotomicrografia ;18 y observa-se
ainda a exposigio da lamina prdpria com sinais de inflamagdo. A
Figura 12, mostrando fotomicrografias do mesmo material mas cova
do com AT, demonstra com nitidez que ainda ocorre um desarranjo
celular e exposigio da ldmina propria exposta com sinais de
necrose ( Fotomicrografia i2A ). Através da birvefringéncia ( Fa
tomicrografia 1i2E ) pode-se notar que ha uma melhora na super fi
cie dos enterdcitos na metade inferior das vilosidades, mas ainda
com falhas nas regibes apicais. Na Fotomicrografia i2C, Jja apare
ce material FAS-positivo salientando algumas células calicifor
mes .

Estes resultados das primeiras 24 horas Sugevem uma agao
positiva do gel de coldgeno na recuperagio da mucosa duodenal .
Acredita-se que o coldageno, por sey uma glicoproteina possuidora
de glicanas—-acidas com forma filamentar orientada semelhante as
encontradas no muco ( VIDAL & MELLO, {984 ), seja reconhecido P&
la sequéncia tripeptidica-RGD ( RUOSLAHTI & FIERSCHBACHER, 1987 )
e ligue-se a mucosa duodenal para dar inicio X agio curativa. Su
gere~-se ainda, que O restabelecimento da mucosa nio ocorra somen
te pelo poder hemostdatico do coldgeno, mas tambem por que este,
em substitui¢io ao muco, venha oferecer protecgdo a esta mucosa

que ira se restabelecer por si propria, acelervando suas ativida
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FIGURA ii. Corte histologico do duodeno de ratos, apos £4 horas

da primeiro+ tratamento com agua destilada esterilizada; A: VLR-
vi losidade vrompida. HE, 35X. B: maior aumento de 4, r-=ruptura,

SC-solugdo de continuidade. HE, 220X.
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FIGURA i2. Corte histologico do duodeno de ratos, apos 24 horas
da primeiro tratamento com agua destilada estevilizada; A: R-rup
tura, N-necrose. AT, 229X. B: FB-falhas no material birrefringen

te. AT em microscopia de polarizacao, 220X. C: FAS, 220X.
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des mitodticas, como velata Feil e colaboradores ( 1989 ). Desta
maneira, acredita-se gque o colageno tenha uma acio biomecanica
na recuperagio destas lesdes duodénais.

A Figura i3 mostra corte histoldgico do duodeno de rato

apds 48 horas do primeiro tratamento com dgua. Apesar de notar-se

aspectos morfologicos teciduais mais integros, ainda ocorrem
lesoes. Na Fotomicrografia 134, material corado com HE, nota—-se
melhor continuidade dos enterocitos, com estes apresentando

melhor basofilia citoplasmatica, mas ainda € observado ruptura na
regifio apical das vilosidades expondo a l1amina propria, e esta
ainda com sinais de inflama¢fo. Na Fotomicrografia 1i3E, encontra-
se trechos na superficie dos enterdcitos apresentando birrefrin
géncia demonstrando perfeita continuidade , mas tambem observa-se
trechos com falhas. Na Fotomicrografia 13C, apesar das rupturas
no apice das vilosidades, ja se nota uma quantidade significativa
de celulas caliciformes.

Finalmente, na Figura 14 s3o mostrados cortes com 72
horas do primeiro intubamento com agua. Com lesdes restringidas
ao apice das vilosidades, onde pode-se observar rupturas com
exposicio da lamina propria, nota-se uma melhora acentuada da
mor fologia tecidual do duodeno ( Fotomicrografia 144 y. E mostra
do na Fotomicrografia 14E, detalhe de 14A em maior aumento, que
no corpo das vilosidades ( da base até o apice ) Nnao ocorrem mMals
sinais de lesio, vé-se continuidade dos enterdcitos e estes aprg
sentando basofilia citoplasmatica. A Fotomicrografia 14C mostra

birrefringéncia na superficie das vilosidades com algumas falhas
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FIGURA 13. Corte histologico do duodeno de ratos, apos 48 horas
da primeiro tratamento com agua destilada esterilizada; 4: R-rup
tura. HE,220X. B: FB-falhas no material birrefringente. AT em ml

croscopia de polarizagdo, 220X. C: PAS, 2P0X.
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no &dpice das mesmas, demonstrando desta forma uma diminui¢do
acentuada na destruigio de micvovilosidades.

Estes resultados sugerem, como ja relatado por Fusztai €
colaboradores ( 1979 ), Oliveira ( 1986 ) e Weinman e colaborado
res ( 1989 ) que, apds a retirada dos animais da acHo todxica das
lectinas, estes por si soO come¢am a reverter o quadro recuperan
do-se das lesBes. Apesar de neste trabalho ter sido wusado anl.
mais terminais com graves lesdes no duodeno, observou-se que O
tempo necessdrio para a renovagiao celular, que normalmente ¢ de 3

dias ( CHENG & LEBLOND, 1974; CHENG & BJERKNES, 1982; HAYHEN &
CARSON, 1989 ), n#o foi suficiente para a ocorvéncia da cura
total do epitélio duodenal dos ratos tratados com dAgua, fato este

observado em animails tratados com o gel de coldageno em 24 horas.
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FIGURA 14. Corte histoldgico do duodeno de ratos, apos 72 horas

da primeiro tratamento com agua destilada esterilizada; A: HE ,

35X. B: maior aumento de A, R-ruptura, N-necrose. HE, 220X.

FE-falhas no material birrefringente. AT em microscopia de pola



4.3. Resultados obtidos da contagem de células caliciformes.

Na Tabela 4, observa—se os valores médios da contagem de
células caliciformes em vilosidades, por campo microscopio de
corte histoldgico do dudeno de ratos, nos 4 diferentes tratamen
tos. Estes tratamentos foram: ratos controles, animals que perma
neceram alimentados com dieta DC; ratos ulcerados, animais all
mentados por 09 dias com dieta [U; ratos tratados com dgua apds
lesio e alimentados posteriormente com dieta DC; e finalmente
ratos tratados com coldgeno apds lesio e alimentados posterior
mente com dieta DC. Em todos os tratamentos foram computadas as
células caliciformes contendo material FAS-positivo, existentes
na metade inferior e metade superior das vilosidades, e foram
ainda somadas as duas metades para computar o total.

Os ratos em periodo de desmame, dos i2 aos 39 dias,
est3Zo em amadurecimento dos intestinos, no qual ocorrem modifica
c0es, como diferengas na quantidade de ceélulas caliciformes.
Segundo Cummins e colaboradores ( 1988 ), estas tendem a ter um
crescimento quantitativo até o vigésimo segundo dia para depols
decrescer e estabilizar por volta do trigésimo. Este fato foi
fundamental na escolha da idade dos animais para ser efetuada 2
contagem, que ficou em torno de 35 dias.

Com relagio aos ratos controles, os ulcerados apresenta
ram-se com 49,3% e 34,4% das células caliciformes na metade infg
rior e superior das vilosidades respectivamente, perfazendo desta
forma, uma diminuig¢io de 43,9% do total encontrado. Este dado vem

confirmar suspeitas levantadas por 0Oliveira e colaboradores



TABELA 4. Valores médios® da contagem de ce€lulas caliciformes nas

vilosidades duodenais de ratos alimentados com: dieta nlo—-purifi

cada de formula fechada*® ( IC ); dieta de feijfo cru ( DU D)5 &
lesados intubados com gel de colageno ou agua destilada es

ratos

terilizada, e alimentados com dieta IDC.

HMETADE METADE

SUFERIOR INFERIOR

Dieta Controle (DG

Dieta Ulcerativa (IU)

Tratados com colageno + DC

187, &6%27, 0%

82,3+ ¢,3¢

24 horas post cibum 73,6t 9,Bab 123,9+t412,3° 197,4t15,83b
48 horas post cibum 67,1+13,53F  132,9%+14,50  200,0t24,2P
72 hovras post cibum 77,9% 7,30 185,4t10,4b 203,3&14.8b
Tratados com agua + DC

24 horas post cibum 42,611,549 88,7+i2,59  131,9+19,4d
48 horas post cibum 53,8+ 8,29 93,8+ 9,34 147 ,6%i2, 4%
72 horas post cibum 61 4+ 7,7F  fea4,2+13,3¢  162,8:21,0f

* 0s valores representam a media € desvio—-padrao para 18 campos

microscdpios com uma area de 3,249 X 193 um?, obtidos de 3 ratos;
¥*¥muvilab CRL, da Nuvital Nutrientes Ltdza, Curitiba, PR;
a,b,CLetras diferentes na coluna vertical indicam haver diferenca

significativa ao nivel de 5% de probahilidade pelo teste de

Duncan;



( 1989 ) de que gquando ratos sio submetidos a dieta de feijio
cru, ha diminuig¢Xo das células caliciformes. Alguns fatos
recentes, envolvendo lectinas e células do epitélio intestinal,
podem estar ligados diretamente a este fendmeno de diminuigfo de
células caliciformes, pois segundo Fusztai ( 1992 ), existe uma
pré-disposigio das lectinas internalizarem-se, por endocitose, a
estas células. 0 autor Sugeré inclusive sua utilizag®fo em farma
cologia para o transporte de drogas polipeptidicas. Trabalhos
publicados ( LIENER, 1986; PAVELKA ¢ alii, 1986; POSEL ef alii,
1988; ELLINGER & FAVELKA, 1988 ), sugerem uma capacidade de 11
gacio das lectinas & residuos de carboidratos existentes em €35
truturas intracelulares, como as do complexo de Golgli das células
absortivas e caliciformes, por exemplo. € sabido que no comp lexo
de golgi ocorre a ligagio dos agucares periféricos a glicopra
teinas, e estas mais tarde, irfo migrar a regifio superior do
citoplasma de suas respectivas células para depositarem—se a SQ
perficie de microvilosidades, ou para formar muco, coOmO ocorvre
nas celulas caliciformes ( NEUTRA & LEBLOND, 1966; LERLOND,
i9BL ).

apos os tratamentos, os animais tratados com gel de
colageno, em 24 horas nio apresentaram diferenca significativa na
quantidade de células caliciformes quando comparados aos contrgo
les e, nas 48 horas ja continham uma quantidade maior na metade
inferior e total das vilosidades, apresentando diferenga estatis
tica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Duncan ¢ 1955 ).

Com 72 horas, esta quantidade era superiovr nas metades inferig



res, superiores e no total ( p ¢ 6,05 ). Ao contrario do proposto
por Oliveira e colaboradores ( i98%9 ), de que hda uma diminuig¢ao
no numero de células caliciformes quando da agdo das lectinas,
os resultados obtidos no presente trabalho, sugerem que OCOrTR,
por mecanismo ainda desconhecido, um desaparecimento do material
FAS-positivo ( muco ) do interior destas ceflulas, o que obvia
mente interfiriria nas contagens, reduzindo-as. Caso oOCOVresse
diminuigio destas células caliciformes, por morte celular, seria
fisioldgicamente impossivel voltar a gquantidade normal na vilosl
dade em 24 horas, sabendo-se ser necessario 2 a 3 dias para que
ocorra o “"turnover' celular nos intestinos dos ratos ( CHENG &
LEBLOND, 1974, CHENG & BJERKNES, 1982; HMAYHEN & CARLSON,
1989 ).0s animais tratados com dagua, ao contrario dos tratados
com coldgeno, apresentam valores sempre inferiores aos animals
normais. Somente na metade superior € em 72 horas, € que estes
conseguem alcangar quantidade de ce€lulas caliciformes semelhante
ao encontrado nos controles sem diferengas significativas
( p ¢ 0,05 ). 0Os demais resultados apresentaram valores como:
74,0%, &2,9% e 70,3% para metade inferior, superior e total res
pectivamente nas 24h; 78,3%, 79,5% e 73,7% para metade infg
rior, superior e total respectivamente nas 48h; e 87,¢% e 86,8B%
para metade superior e total respectivamente nas 72 hovras. Estes
resultados sugerem que, ratos intubados com Agua destilada estg
rilizada e alimentados com dieta DC, apds terem sofrido agfo de
lectinas ativas do feijfo ( FPhaseolus vulgaris ) cru, ainda 72

horas apos a primeira intuba¢io permanecem com quantidade total



de células caliciformes ( material FAS-positivo ) inferior aos

controles e aqueles intubados com gel de colageno.

4.1.4. Resultado obtido no teste In sifu de aderéncia do gel de
coldgeno & mucosa duodenal.

A Figura i5 apresenta fotomicrografia de corte histolg
gica do duodeno de rato, apos dissecacio e posterior aplicagdo do
gel de colageno. Observa-se corte corado com AT e submetido a
microscopia de polarizacdo. O coldgeno, pOr POSSULYT anisotropila
birrefringente apresenta-se com brilho & luz polarizada. Na Fotao
micrografia observa-se a orientacio das fibras coldagenas com 3as
mesmas aderidas ao apice de uma vilosidade. Este resultado
demonstra a capacidade do colageno aderiv-se 4 mucosa duodenal de

ratos.



FIGURA 15. Corte histoldgico do duodeno de ratos, apos teste In
sity para exame da aderéncia do gel de colageno a mucosa intestl
nal; FC-fibras colagenas, aDb-aderéncia do colageno, BE-bordo em

escova. AT em microscopia de polarizacio, 220X.



5.CONCLUSOGES

Nas condigoes em que foi desenvolvido o trabalho, pode—

se concluir que

5.1. O0s ratos que foram tratados com gel de colageno aprs
sentaram uma melhora clinica superior, em termos de evolugdo pon
deral, aos que forvam tratados com agua destilada esterilizada,

pois atingiram o mesmo PesO dos ratos controles ao final de ee

dias.

5.2. O0s ratos que foram tratados com gel de colageno tive
ram suas lesBes recuperadas em 24 horas apos ao Primeivo trata
mento, pois apresentaram caracteristicas morfoldgicas teciduais
do ducdeno semelhantes aos ratos controles; os ratos tratados com

agua, apos 72 horas, ainda apresentaram lesdes.

5.3. Os ratos que foram tratados com gel de colageno, em 24
horas apresentaram uma quantidade normal de células caliciformes,
sugerindo desta forma que haja um esgotamento na produgiao de muco

quando da a¢ao das lectinas.



5.4. De maneira geral, o colageno tratado como subproduto da
inddustria animal, mostrou-se promissor como agente recuperador de
lesdes do trato gastrintestinal, pov intubagio oro-gastrica, sob

forma purificada e gelificada.
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