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RESUMO



A Ulcera péptica acomete cerca de 10% da populacdo mundial; inseridos dentro
dessa porcentagem estdo milhares de brasileiros. Essa patologia é causada por
um desbalango entre os mecanismos protetores e agressores da mucosa, e €
resultado da associacdo de diversos fatores agressores enddgenos (4cido,
pepsina e bile), fatores exdgenos predisponentes as condi¢cbes de vida (estresse,
fumo, alcool, uso continuo de drogas antiflamatorias nao esterdides, ingestao de
determinados alimentos e a presenca do Helicobacter pylori) e a predisposi¢ao
genética. Atualmente, as terapéuticas utilizadas no tratamento das lesdes sao:
antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas de receptores H2 para histamina,
inibidores da bomba de préton, antibidticos e mais raramente alguns
procedimentos cirargicos. A aplicacdo de qualquer esquema terapéutico com
emprego de uma ou mais destas drogas ou procedimento cirurgico pode ocasionar
alguns efeitos colaterais e ndo obrigatoriamente € eficaz. A utilizagdo de plantas
medicinais no tratamento de doencas vem se desenvolvendo na ultima década.
Algumas plantas tém atividade antiulcerogénica. Ha evidéncias que a alga
Chlorella vulgaris pode modificar a resposta imune celular, tem atividade
antitumoral, antimetastatica e antiulcerogénica. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a atividade antiulcerogénica da alga Chlorella vulgaris em modelos agudos
e um modelo crénico de indugdo de uUlceras. Ratos Wistar foram utilizados para
determinacao do esvaziamento gastrico (EG) e modelos de Ulcera induzida por
etanol e acido acético, enquanto camundongos swiss foram utilizados para os
modelos de Ulcera através de ligadura do piloro e piroxicam. Para avaliar o efeito

sobre o esvaziamento gastrico (EG) do extrato de Chlorella vulgaris (ECV) foi
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utilizada uma refeicdo de prova (RP) liquida com extrato nas concentragdes de
50mg/mL e 100mg/mL do ECV. Para o estudo dos modelos agudos de ligadura
do piloro, etanol e piroxicam e do modelo crénico, foram utilizadas as doses de
250, 500 e 1000mg/kg de ECV para a prevencao e o tratamento das lesées. No
modelo crénico também foi utilizada a fracdo acetato obtida do ECV na dose de
5mg/100g e foi dosada a quantidade de fator de crescimento epidermal (EGF)
produzido na regido da Uulcera. O estudo da toxicidade do ECV foi realizado
através da medida de ganho de peso dos ratos e peso dos 6rgdos como rins,
pulmdes, figado e coracdo, visto que os primeiros sinais da toxicidade dada por
um extrato é a perda de peso corporal e dos érgaos.O ECV, nas concentragdes
empregadas, ndo interferiu no EG quando preparado como uma RP liquida em
comparagao com o veiculo (agua). O extrato ndo alterou nenhum dos parametros
bioquimicos como pH, quantidade de H+ e peso do suco gastrico, no modelo de
ligadura do piloro. O ECV n&o preveniu a formagédo de ulceras no modelo de
piroxican, mas evitou a formacao de lesées causadas por etanol nas doses de 500
e 1000 mg/kg. Esse efeito desapareceu quando o etanol foi empregado duas
horas ap6s o pré-tratamento com ECV na dose de 1000 mg/kg. No modelo de
ulcera crénica o ECV, nas doses de 500 e 1000 mg/kg, foi capaz de diminuir
significativamente as lesGes causadas pelo acido acético, ndo alterando no
entanto, a quantidade de EGF produzida na zona de cicatrizagcdo, quando
comparados ao controle agua. Além disso, o tratamento prolongado com o ECV

na dose de 500 mg/kg alterou significativamente a evolucdo do ganho de peso
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desses animais. Em conclusédo, o ECV, como complemento alimentar, pode ser

uma alternativa no tratamento da ulcera péptica gastrica.
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SUMMARY

About 10%of the world’s population suffer from peptic ulcer, within this percentage
we find thousands of Brazilians. This pathology is caused by an unbalance
between the protection and attack mechanisms of the stomach lining, and is the
result of the association of various endogenous attack factors (pepsin, acid, bile),
exogenous factors pertaining to life style (stress, smoking, alcohol intake,
continuous use of non-steroidal anti-inflammatory drugs, ingestion of certain types
of food and the presence of Helicobacter Pylori) and genetic predisposition.
Nowadays, the therapeutic methods used for the treatment of the lesions are: Anti-
acids, anti-cholinergic, antagonist H2 receptors for histamine, proton bombs;
certain surgical procedures are also applied, though much less frequently. Any
therapeutic method that involves the use of one or more of the drugs and/or
procedures above mentioned may cause some side effects and is not necessarily
effective. The use of medicinal plants in the treatment of diseases has been
developing over the past decade. Some plants have an anti-ulcer activity. There is
evidence that the Chlorella vulgaris algae may modify cellular immune response,
and there is also evidence to its anti-tumor, anti-metastasis, anti-ulcer activity. The
objective of this present study was to evaluate the anti-ulcer activity of the Chlorella
vulgaris algae acute models of ulcer induction and also in one chronic model of
ulcer induction. Wistar rats were used to determine gastric emptying (GE) and in
models of ulcer induced by ethanol and acetic acid, while swiss mice were used for

the piloro ligature and piroxicam ulcer induction models. In order to evaluate the
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effect of the Chlorella vulgaris extract (ECV) on gastric emptying (GE) a liquid
proof meal (PM) with the extract in the concentration of 50mg/l and 100mg/I was
usedIn the study of the acute piloro ligature, ethanol and piroxicam models, and in
the chronic model, dosages of 250, 500 and 1000mg/kg of ECV were used in the
prevention and treatment of the lesions. In the chronic model the fraction of acetate
obtained from the ECV in the dosage of 5mg/100g was also used, and the amount
of epidermal growth factor (EGF) produced in the region of the ulcer was
measured. The toxicity study of the ECV was done by measuring the weight gain of
the rats and the weight of their organs i.e. kidneys, lungs, liver, and heart, once the
first signs of toxicity by an extract are loss of body and organ weight. The ECV, in
the concentration used, did not interfere with the GE when prepared as a liquid PM
in comparison to the vehicle (water). The extract did not alter any of the
biochemical parameters such as pH, amount of H+ and weight of the gastric juice
in the piloro ligature model. The ECV did not prevent the formation of ulcer in the
piroxicam model, but it prevented the formation of lesions caused by ethanol in the
dosage of 500 and 1000mg/kg. This effect disappeared when ethanol was
ministered two hours after the pre-treatment with ECV in the dosage of 1000mg/kg.
The chronic ulcer induction model the ECV, in the dosage of 500 and 1000mg/kg,
was able to significantly lessen the lesions caused by acetic acid, not altering,
however, the amount of EGF produced in the scar tissue area when compared to
the water control. Furthermore, the long-term treatment with ECV in the dosage of

500mg/kg significantly altered the evolution of weight gain of these animals. In
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conclusion, the ECV, as a dietary complement, may be an alternative in the

treatment of gastric peptic ulcer.
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1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) tem uma conformacdo adequada para
obtencdo de nutrientes e manutencdo do bom funcionamento das células.
(KUTCHAL,1996). Apresenta uma grande superficie de absorcao e uma variedade
de glandulas produtoras de sucos digestivos com capacidade de quebrar os
nutrientes em moléculas suficientemente pequenas para, apés completa digestao
na superficie da mucosa, serem absorvidas pelo intestino delgado.

O estbmago, um dos segmentos proximais do TGl, circundado por varias
camadas de musculo liso e revestido por uma mucosa, esta dividido em quatro
regidbes anatdbmicas: cardia, fundo, corpo e antro (Figura 1). Este 6rgao esta
envolvido na digestao de proteinas e possui depressdes e glandulas em toda sua
extensdo, sendo a superficie (Figura 2) constituida por células epiteliais secretoras
de muco e os sulcos, por células parietais, principais, enterocromafins-like (ECL) e
células G, produtoras de gastrina. (KUTCHAI,1996).

As células parietais, secretoras de acido, e as células principais, de
pepsinogénio, estdo localizadas primariamente no fundo e no corpo, enquanto que
as células de gastrina estao no antro (KUTCHAI, 1996) .O suco gastrico normal é
uma mistura da secrecao parietal (acido e fator intrinseco) e secre¢des néo

parietais (muco, bicarbonato, Na+, K+ e pepsinogénio).
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As células parietais (Figura 3) secretam acido por trés vias: paracrina,
quando estimuladas pela histamina produzida pela ECL; endécrina, estimuladas
pela gastrina produzida pelas células G do antro; e neural, estimuladas pela
acetilcolina liberada nas terminagdes nervosas eferentes do vago e do sistema
nervoso entérico. Histamina, gastrina e acetilcolina possuem seus respectivos
receptores localizados na membrana basolateral das células parietais. Gastrina e
acetilcolina tém receptores na membrana das células ECL e também estimulam a
secrecdo acida indiretamente, através da liberacao de histamina. (YAO E FORTE,
2003).(Figura 3)

A secrecdo acida envolve basicamente uma elevacao inicial de calcio
intracelular e/ou AMPc, seguido pela ativagdo da cascata proteina kinase AMPc-
dependente, que leva a translocacdo e insercdo da bomba de préton ( H,K-

ATPase) dentro da membrana apical das células parietais (YAO E FORTE, 2003).
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Célula G

e Leula ECL

Células Chefe

Figura 2. DistribuicAdo anatdbmica das camadas musculares e localizagdo das

células do estbmago
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Figura 3- Esquema da secrecao acida

Adicionalmente, o estbmago tem uma série de barreiras para que a sua
funcao primordial de digestdo ndo acabe por lesa-lo. A camada mucosa é uma das
principais barreiras que isolam as células do lumen, onde ocorrem as variagdes de
pH, conteddo osmético e caldrico da refeicéao.

Assim, na camada mucosa podem ser observados quatro niveis de
protecdo. O primeiro constituido pelos fatores secretados para o lumen tais como:
fosfolipidios de superficie ativa, bicarbonato, acidos, muco, prostaglandinas e
outras substancias antibacterianas como a lactoferrina. O segundo nivel de

protecéo é constituido pelo préprio epitélio que funciona contra a difusdo passiva
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de substancias e dispée de um sistema eficaz de reparo rgpido, que envolve a
producgéo de fatores tréficos como, por exemplo, o fator de crescimento epidermal
(EGF), garantindo a integridade da mucosa. A protecdo dada pela agdo conjunta
de aferéncia nervosa sensitiva e a microcirculacdo de mucosa e submucosa
determina o terceiro nivel de protecdo. Desta forma, qualquer modificacdo do
meio, incluindo a acdo de agentes invasivos, € detectada pela aferéncia e
imediatamente sdo desencadeadas respostas como: aumento de fluxo sanguineo
na regiao para facilitar a acao reparadora dos fatores de crescimento e garantir um
aporte nutritivo necessario para que as células desempenhem corretamente suas
fungcbes. O quarto nivel de defesa é constituido pelo sistema imunoldgico da
mucosa, que inclui a participagdo das células de alerta como mastécitos e
macréfagos que, por sua vez, mobilizam todo sistema imunolédgico celular para
uma resposta inflamatéria de protecao (WALLACE, 1996, ROBERT, 1979).

A mucosa ndao €& impenetravel a diversas substancias ingeridas ou
produzidas. Deste modo, a formagéo de Ulceras e a ocorréncia de injurias sdo
inevitaveis. A Ulcera péptica € um termo que se refere a Ulceras gastricas e
duodenais. Sabe-se que, atualmente, cerca de 10% da populagdo ocidental e
asiatica sdo acometidos por Ulcera péptica acarretando custos elevados para a

sociedade (BERSTAD E BERSTAD, 1993).
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As Ulceras géstricas s&do mais recorrentes, em consequéncia do fato de a
mucosa gastrica estar em contato direto com o acido +pepsina e submetida a
acao de agentes externos ingeridos. Por décadas, admitiu-se que as ulceras eram
causadas apenas pelo excesso de secre¢do acida. Sabe-se hoje que muitos dos
pacientes que apresentam Ulceras ndo tém alteragdo na secrecao gastrica de
acido (WALLACE, 1996). Posteriormente, passou-se a admitir que essa patologia
estaria associada a colonizagédo do estémago por Helicobacter pylori (BRUTON et
al, 1996). Contudo, foram identificadas na populacdo pessoas sadias colonizadas
pela bactéria, que nao desenvolviam as Ulceras e individuos acometidos pela
patologia sem a presenca dessa bactéria.

Deste modo, o consenso na literatura atual (Figura 4) é de que essa
patologia € resultado da associacdo de fatores agressores endodgenos (4cido,
pepsina e bile) e a fatores exdgenos predisponentes, relacionados a condi¢des de
vida (estresse, fumo, &lcool, uso continuo de drogas antiinflamatérias nao
esterbides (AINEs), ingestdo de determinados alimentos e presenca de
Helicobacter pylori) e predisposicdo genética, os quais reduziriam a defesa da
mucosa gastrica (HIRSCHWITZ, 1995, BRUNTON, 1996, WOLFE E SANCHS,
2000, WALLACE 2000). Por outro lado, os testes de urease para Helicobacter
pylori sdo mascarados pelo uso dos inibidores de bomba de préton. Desse modo,
pode ser que a maioria dos pacientes com a Ulcera péptica estejam colonizados
com a bactéria, visto que os inibidores sao prescritos e utilizados antes dos testes

para detectar a presenca da bactéria (OLIVEIRA, 2003).
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Fatores Fatores

Agressores Defensores
ACidO Muco
Pepsina Bicarbonato
Bile Fluxo sangnineo
Estilo de Vida PGs
DAINES Restituigéo/
H. pylari Renovacgéo

Figura 4- Esquema fisiopatoldgico atual da Ulcera péptica

Um pequeno desequilibrio entre os mecanismos agressores da mucosa e
0S mecanismos protetores podera causar uma lesao e no Brasil sdo milhares de
centenas de casos com alta morbidade (WALLACE E GRANGER, 1996). Sendo
assim, o desenvolvimento de uma terapéutica adequada para o tratamento das
Ulceras pépticas tornou-se de vital importancia (SOUZA-BRITO E NUNES, 1997).
As drogas utilizadas atualmente ndo sdo 100% eficazes na remisséo de ulceras.

Entre as inumeras drogas empregadas temos: antiacidos, anticolinérgicos,
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antagonistas do receptor H-2 para histamina e inibidores de bomba de préton.
Embora, sejam atualmente, raramente utilizados, alguns procedimentos cirurgicos,
como a vagotomia, ainda sao indicados para alguns casos da patologia. (SOUZA-
BRITO, 1997).

A cimetidina € um antagonista de receptores H2 comumente utilizado na
terapéutica e age como inibidor competitivo da histamina com seu receptor, é
altamente seletiva e ndo interage com receptores H1 (BRUTON, 1996).

O lansoprazol € um potente inibidor da bomba de préton, inibe a secrecao
acida por inativacdo da bomba através da formacao de ligacdes dissulfeto entre as
moléculas reagentes do lansoprazol com a enzima.H,K-ATPase (BRUTON, 1996).

Os esquemas terapéuticos com estas drogas e procedimentos cirurgicos
tém algumas desvantagens pelos efeitos colaterais, reacbes adversas e resposta
limitada em patologias cronicas.

A utilizacao de plantas medicinais como alternativa terapéutica cresceu
muito nas ultimas décadas. Estudos desenvolvidos pela Organizagdo Mundial de
Saude demonstram que 85% da populacdo em paises em desenvolvimento fazem
uso de plantas medicinais, ou seus derivados, no tratamento das patologias
gastrintestinais (GRACIOSO, 2002).

Desde os primoérdios da civilizacdo as plantas tém sido um recurso
acessivel ao ser humano. Durante milénios, o homem empiricamente aprofundou
seu conhecimento para a cura de suas enfermidades através do uso de plantas

medicinais.
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As industrias farmacéuticas tém mostrado grande interesse no estudo de
plantas, visando a identificagdo de novas estruturas moleculares com atividades
biolégicas (HAMBURGER E HOSTETTMAN, 1991), visto que, a natureza é um
dos melhores laboratérios de moléculas com potenciais efeitos medicinais
(SOUZA-BRITO, 1997).

A quantidade de evidéncias relacionadas com as atividades biologicas de
compostos derivados de plantas aumentou durante a Ultima década
(KONSTANTOUPOULOU, 1992). Porém, existem muitas espécies vegetais que
sdo usadas sem que se saiba exatamente qual o principio farmacologico ativo e
se possuem componentes potencialmente toxicos com riscos para a saude publica
(GAILLARD E PEPIN, 1999).

Sem o estudo adequado de plantas medicinais, tornam-se inviaveis o
estabelecimento de parametros necessarios para o estabelecimento da dose
terapéutica e seu uso seguro com o minimo de reacdes colaterais (GAILLARD E
PEPIN, 1999; KONSTANTOUPOULOU, 1992).

A experiéncia demonstra que o estudo de substancias ativas retiradas
dessas plantas envolve, além da indicagcdo popular, uma equipe multidisciplinar
com participagdo de um botanico (para identificar e classificar a espécie), de um
quimico (para isolar o principio ativo) e um farmacélogo (para realizar os ensaios
em modelos experimentais) (SOUZA-BRITO, 1997).

Concluidos os ensaios fitoquimicos e farmacoldgicos, torna-se necessaria a
producdo de um medicamento para comercializacdo, necessitando, porém, de

parametros de qualidade para fins farmacéuticos, tais como a correta descri¢cao
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botanica, testes de identidade, requisitos de pureza, ensaios quimicos,
determinacao dos constituintes quimicos majoritarios, farmacologia, contra-
indicacoes, perigos, precaugdes, reagdes adversas e posologia (WHO, 2000).

Em recentes publicagbes, muitas plantas medicinais tém sido evidenciadas
como Uuteis no tratamento de desordens gastricas. Como exemplos temos
Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA, 2004) Musa paradisiaca L. (SOUZA-BRITO
E COSTA,1996)

Contudo, existe na flora mundial um grande numero de espécies usadas na
medicina popular: Melissa officinalis, Mentha piperita, Silybum marianum
(KHAYYAL et al., 2001), Brassica oleracea, Maytenus aquifolium, Symphytum
officinalis, Zolernia ilifolia (ALONSO, 1998) e a alga Chlorella vulgaris (TANAKA et
al, 1998) .

Os compostos obtidos de plantas medicinais com atividade anti-
ulcerogénica apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de
acao. Dentre as principais classes de compostos relacionados a essa atividade
tém-se os terpenos, triterpenos, flavonoides, alcalbides, glicosideos, saponinas e
polissacarideos (LEWIS E HANSON, 1991). Estudos demonstram que esterdides
como o estradiol tém efeito curativo sobre Ulceras crénicas causadas por acido
aceético (GUNAL, 2003).

A Chlorella é um género de microalga unicelular de agua doce, com 15
espécies conhecidas, sendo a Chlorella vulgaris a mais extensamente estudada.
Esta espécie tem uma conformagédo esférica, com 2 a 10 micrometros de

diametro, pertencente a classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia
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Oocystaceae, é utilizada como suplemento alimentar em comunidades japonesas
e vem sendo estudada pelas suas propriedades antitumorais, antiulcerogénicas e
por estimular algumas funcbes do sistema imunoldgico celular (YASUKAWA,
1996, TANAKA, 1997, QUEIROZ et al , 2002). Foi demonstrado ser modificador de
resposta bioldgica, devido a sua habilidade de acentuar a defesa imunolégica
inata do organismo contra virus e bactérias de ratos normais e imunossuprimidos
(TANAKA,1996, IBUSUKI, 1990, HASEGAWA, 1994, DANTAS, 1999, TANAKA,
1990). Além disso, estudos realizados em camundongos e ratos mostram que
essa alga tem uma potente atividade antitumoral e antimetastatica (TANAKA, 1998
E JUSTO, 2001). Justo et al (2001) mostraram que grande parte da atividade
antitumoral se deve a sua habilidade de estimular a hematopoese

Estudos prévios tém demonstrado um aumento da expressao de genes de
algumas citocinas com atividade hematopoiética como interleucina—12 (IL-12)
interleucina 1a (IL-1 a), fator de necrose tumoral (TNF- a) e fatores de
crescimento de células progenitoras de granuldcitos macréfagos (GM-CSF), nas
células peritoniais aderidas depois da administracdo oral de extrato aquoso de
Chilorella vulgaris (ECV) (DANTAS E QUEIROZ, 1999). Os macréfagos séo vitais
para a cicatrizagdo de qualquer tecido e, em conjunto com os neutrofilos, agem
fagocitando patégenos e os restos de tecidos e liberando alguns agentes
quimiostaticos importantes como TNF- a (MUTSAERS et al, 1997).

Tanaka et al (1997) demostraram que o extrato seco de C. vulgaris previne

a formacao de Ulceras induzidas por estresse por imersao e frio em ratos, previne
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as perfuragdes provocadas por cisteamina e ndo tem efeito em modelo de ligadura
do piloro.

Yasukawa et al (1996) demonstraram que alguns esterdides isolados da
fracao acetato de etila do ECV foi capaz de reduzir a inflamagao causada por 12-
O-tetradecanoilfobol-13-acetato (TPA) e o desenvolvimento de tumor de pele,
sugerindo que apresenta capacidade de interferir no processo de cicatrizagao.

Sendo assim, julgamos necessario um estudo detalhado sobre as
propriedades antiulcerogénicas da C. vulgaris como primeiro passo para posterior
identificacdo do principio ou principios ativos que poderiam ser utilizados no
tratamento de Ulceras gastricas.

Para isso, séo utilizadas substancias potencialmente ativas contra a génese
de ulceras, com a finalidade de ndo desconsiderar nenhum dos aspectos de sua
formacdo e desenvolvidos modelos experimentais que mimetizam todas as
condicoes da formagdo dessa patologia, para permitir avaliacdo da atividade
farmacoldégica dos extratos vegetais com potencial atividade antiulcerogénica
(atividade preventiva ou curativa).

Os principais modelos de ulceras utilizados para medir a capacidade de
prevencao das lesdes sédo: 1) Os modelos de ulceras agudas induzidas por
ligadura do piloro, por antiinflamatérios nao esterdides (AINEs) e por etanol; 2) O
modelo “crénico” pela aplicacao subserosa de acido acético.

O modelo por ligadura do piloro avalia uma possivel atividade sistémica do
extrato estudado, visto que o extrato vegetal é injetado por via intraduodenal.

Apesar de nao haver leitura de indices de lesGes ulcerativas, os parametros
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analisados conjuntamente dao pistas sobre um provavel mecanismo de acao da
substancia estudada, como alteragées de pH, concentracdo de H+ e volume do
suco gastrico (SHAY, 1945). Neste modelo, as lesdes ulcerosas sao consequentes
da atividade colinérgica vagal aumentada devido a distensdo da mucosa. A
acetilcolina atua sobre receptores das células parietais aumentando a secrecéo
acida, ou sobre receptores das células enterocromafin-like liberando histamina.

As Ulceras induzidas por utilizacdo de antiinflamatérios n&o esterdides
(AINEs) ocorrem por uma inibicdo da via das enzimas ciclooxigenases,
responsavel pela sintese das prostaglandinas. As prostaglandinas tém efeito
citoprotetor da mucosa por inibir a secrecao acida, aumentar a quantidade de
muco e por ser uma substancia vasodilatadora que garante o aporte nutritivo
necessario para o bom funcionamento celular (ROBERT, 1979, WALLACE, 2000,
LEWIS E HANSON, 1991).

O modelo de ulcera induzida por etanol provoca as lesées por solubilizagao
do muco protetor e desta forma a mucosa fica indefesa a acdo hidrolitica e
proteolitica do acido cloridrico e da pepsina, respectivamente. O contato com o
alcool também leva ao aumento da secrecéo acida e alteracao da rede vascular
local, por rompimento dos vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica
(OATES E HAKKINEN, 1988).

O acido acético injetado na camada subserosa do estomago causa lesdes
“crbnicas”, deste modo o estudo de extratos vegetais nesses modelos diferem dos
citados anteriormente por avaliarem a capacidade de cicatrizacao e cura da ulcera

e nao a capacidade preventiva do extrato (TAKAGI et al, 1969).
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2-OBJETIVOS

2.1 Avaliar o efeito do extrato aquoso de C. vulgaris no esvaziamento gastrico de

uma refei¢cdo de prova liquida marcada com fenol vermelho;

2.2 Avaliar a atividade preventiva antiulcerogénica do extrato aquoso de C.
vulgaris (ECV) utilizando os modelos de indugcéo de ulcera aguda por ligadura do

piloro, piroxicam e etanol;

2.3 Avaliar, no modelo de ulcera induzida por acido acético, a capacidade curativa

e cicatrizante do extrato aquoso de C. vulgaris e de sua fracdo acetato;

2.4 Avaliar a producado de EGF na zona de cicatrizagdo da ulcera induzida por

acido acético dos ratos tratados com ECV e sua fragdo acetato ;

2.5 Avaliar a toxicidade do ECV e de sua fracao acetato através da avaliagdo do

ganho de peso e peso dos 6rgaos dos animais, no modelo de Ulcera por acido

acético.
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MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL

3. 1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200-250g, para o
estudo do esvaziamento gastrico e nos modelos de Ulcera géastrica induzida por
etanol e acido acético. Para os modelos de Ulcera gastrica por ligadura do
piloro e induzida por piroxicam foram utilizados camundongos Swiss, pesando
entre 25-30g. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de
Investigacéo Biologica (CEMIB) da Unicamp. Foram mantidos em condi¢des de
temperatura entre 22-26 °C, ciclo de luz de 12 horas, recebendo agua e racao
ad libitum, até o momento do estudo.

3. 2 Drogas
3. 2.1 Extrato aquoso de C. vulgaris (ECV)

O extrato aquoso de Chlorella vulgaris (ECV) liofilizado foi obtido da
Chlorella Industry Co. Ltd. (Téquio). O material liofilizado contém, por 100g,
44 49 de proteinas, 39,5g de carboidratos e 15,49 de acidos nucleotidicos.
3.2.2 Fracao acetato do ECV

Os procedimentos de extracdo da fracdo acetato do ECV foram
realizados em conjunto com a equipe do Prof. Dr. José Roberto Trigo no
laboratério de Ecologia Quimica do Departamento de Zoologia da UNICAMP.

O ECV (509) foi colocado em metanol (750ml), permanecendo durante
trés dias nesse solvente, a fracao extraida foi filtrada e concentrada por
evaporagdo no rotavaporador a 45°C. A fragdo metandlica foi adicionada agua

e acetado de etila na mesma proporcao e foram partidas as fragdes aquosa e
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acetato de etila no funil de separacéao (YAKAWA et al, 1996) Apenas a fragéao

acetato foi utilizada nos testes farmacoldgicos (figura 5).

Chlorella vulgaris
Extrato bruto

(50g)
5 EXTRACAO COM
METANOL 750 mL
3 EVAPORACAO
45°C
FRACAO
METANOLICA
EXTRACAO
—® ACETATO DE
ETILA E AGUA
FUNIL DE

—» SEPARACAO

FRACAO AQUOSA

FRACAO ACETATO

Figura 5: Esquema de separagéo do ECV nas fragbes aquosa e acetato de etila.
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3. 2.3 Cimetidina

Cloridrato de Cimetidina da Kanda Industria Brasileira, ampolas de
300mg em 2 ml
3. 2.4 Antinflamatério Nao Esterdide (AINEs) - Piroxicam

Piroxicam da HEXAL, comprimido soluvel com 20 mg.
3. 2.5 Lansoprazol

Medicamento genérico da Medley S.A Industria Farmacéutica, 30mg por
capsula.
3.3 Delineamento Experimental

1? fase: Estudo do esvaziamento gastrico nos tempos de 30, 60, 90 e
120 minutos ap6s administracdo da refeicdo de prova (RP). Os animais foram
divididos em dois grupos: grupo controle (A) recebendo agua marcada com
fenol vermelho como RP e dois grupos recebendo extrato de C. vulgaris nas
doses de 50 (grupo Ch50) e 100 (grupo Ch100) mg/ml, dissolvidas em agua
marcada com fenol vermelho como RP.

Este estudo foi realizado com duas finalidades: avaliar o efeito e o
tempo de permanéncia do extrato de C. vulgaris no estbmago e desta forma
relacionar com os resultados observados no pré tratamento com a alga nos
modelos de ulcera aguda.

2% fase: Estudo nos modelos de Ulcera aguda induzida por ligadura do
piloro, antinflamatério ndo esterdide-piroxicam (AINEs) e etanol . Os animais
foram divididos em cinco grupos: recebendo veiculo agua (A) como controle
negativo, cimetidina (Cime) ou lansoprazol (Lanso) como controle positivo,
devido a acao inibitéria dessas duas drogas na secrecao acida, e extrato
aquoso de C. wulgaris (ECV) nas doses de 250 (Ch250), 500 (Ch500) e 1000

mg/ kg (Ch1000).
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3% fase: Estudo no modelo de Ulcera “cronica” induzida por é&cido
acético. Os animais fora divididos em cinco grupos: recebendo veiculo agua (A)
como controle negativo, cimetidina (Cime) como controle positivo e extrato
aquoso de C. wulgaris (ECV) nas doses de 250 (Ch250), 500 (Ch500) e 1000
mg/ kg (Ch1000). Em todos estes grupos foram feitas determinagdes do fator
de crescimento epidermal (EGF) no homogeneizado da regido da ulcera e sua
area de cicatrizagao.

4. METODOS
4.1 Esvaziamento Gastrico

Trés refeicbes de prova (RF) foram preparadas antes do experimento, a
primeira refeicdo controle com agua destilada (grupo C) e as outras duas com
extrato aquoso de C. wulgaris (ECV) nas concentracées de 50 e 100mg/ml,
(grupos Ch50 e Ch100, respectivamente) todas marcadas com fenol vermelho
(12mg/dI).

O esvaziamento gastrico foi avaliado indiretamente através da
determinacao da % retencédo gastrica (RG) da refeicdo de prova utilizando
técnica padronizada (BELLANGERO E COLLARES, 1998). Para isto os
animais foram colocados em jejum por 24 horas divididos em trés grupos C,
Ch50 e Ch100, de acordo com as RF. As refeicoes de prova foram infundidas,
no volume de 1ml/100g, através de uma seringa conectada a uma sonda de
polietileno para administracdo orogastica, reproduzindo as mesmas condicoes
utilizadas na administragao dos pré-tratamentos. As RG foram determinadas
nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos ap6és a infusdo. Apds administracao da

refeicdo os animais retornaram as gaiolas onde permaneceram até 90
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segundos antes dos tempos estabelecidos para determinacdo das RG. A
seguir, individualmente, cada animal € colocado numa campanula com éter
etilico por 60 segundos, transferido para uma prancha onde é fixado, o
abddmen aberto por uma incisédo longitudinal e o piloro clampeado exatamente
no tempo estabelecido pa determinacao da RG. O conteudo gastrico é retirado,
através uma sonda metalica conectada através de um cateter de polietileno a
uma seringa de vidro e transferido para uma proveta. A seguir sdo realizadas
cinco lavagens do lumen gastrico com 2 ml de agua destilada de cada vez e o
lavado transferido para a mesma proveta. O volume final (residuo gastrico)
obtido é anotado.Apos filtragdo do residuo gastrico toma-se 2 ml e adiciona-se
5 ml de fosfato trisédico e o volume final € completado para 10 ml com agua
destilada. As amostras séo feitas em duplicata e lidas em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 560nm. Para o célculo da retengdo gastrica (%)

aplica-se a seguinte formula:

RG (%) = volume do residuo gastrico X absorbancia do residuo x 100

volume da refei¢cdo de prova X absorbancia da refeicao
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4.2 Analise dos parametros bioquimicos do conteudo gastrico de
camundongos submetidos a ligadura do piloro

Os experimentos de ligadura do piloro em camundongos foram
realizados de acordo com a metodologia descrita por Shay et al. (1945) para
ratos, com algumas modifica¢gdes descritas a seguir.

Apo6s 36 horas de jejum, no animal, sob anestesia por éter etilico, foi
feita uma incisédo longitudinal logo abaixo da apoéfise xiféide para localizagao e
ligadura do piloro e cardia. Logo apés foi feita administragdo por via
intraduodenal de extrato aquoso de C. vulgaris (ECV) nas doses de 500 e 1000
mg/kg, cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e agua (controle negativo),
todos num volume de 10 ml/kg (MORIMOTO, 1991). Quatro horas apoés a
cirurgia, o camundongo foi sacrificado, a incisdo reaberta e, mantendo-se a
ligadura da cardia (para preservacao do conteudo gastrico) o estdmago foi
retirado. O conteudo gastrico foi coletado e pesado logo em seguida. Esse
conteudo foi expresso em mg. O pH e a concentragdo de ions hidrogénio na
secrecdo gastrica também foram determinados. Para tal adicionou-se agua
destilada ao conteudo do estbmago até completar o volume de 10 ml, e esta
solucao foi entdo centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante
titulado com NaOH 0.01 N em bureta digital modelo EM-burette, utilizando
fenolftaleina como indicador. A concentracdo do acido foi expressa em

mEg/ml/4h. O pH foi determinado em pHmétro modelo PA 200.
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4.3 Modelo de ulcera gastrica induzida por AINES

Este modelo foi realizado conforme descrito por Hayden et al (1978) com
modificacdes em Puscas et al (1997). Apds 36 horas de jejum, 0s grupos
experimentais foram tratados 30 minutos antes da indugdo da lesdo. Grupos de
animais receberam agua (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg (controle
positivo) e ECV nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg Todos os tratamentos
foram feitos por via oral, em dose/volume final de 10 ml/kg. A lesédo gastrica foi
induzida pela administracdo subcutanea de piroxicam (AINEs) 30 mg/kg. Apds
4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e, em
seguida, os estbmagos foram retirados e abertos ao longo da grande curvatura,
e as lesdes ulcerativas foram contadas e classificadas segundo a severidade
Szelenyi e Thiemer (1978); lesdes nivel 1 (pontos hemorragicos< 1 mm), nivel
2 (ulceras de 1 a 3 mm de extenséo)e nivel 3 (Ulceras profundas > 3 mm de
extensdo), com peuenas modificacagdes. Para cada grupo de tratamento foi

calculado um indice de lesdes ulcerativas (ILU), obtido através da equacéao:

ILU = (5 lesoes nivel 1)+ (dlesoes nivel 2x2) + (dlesdes nivel 3x3)

4.4 Modelo de ulcera gastrica induzida por etanol

Esse modelo foi realizado de acordo com Morimoto et al (1991). Apds 24
horas de jejum, os grupos experimentais foram tratados 1 hora antes da
inducdo da lesdao. Grupos de animais receberam agua (controle negativo),
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo) e ECV nas doses 250, 500 e 1000

mg/kg. Todos os tratamentos foram feitos por via oral, em dose/volume final de
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10 ml/kg. A leséo gastrica foi induzida pela administracao oral de 1 ml de etanol
absoluto. Apo6s 1 hora os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, em seguida, os estbmagos foram retirados e abertos ao longo da
grande curvatura. Apés esse procedimento, foi determinado o indice de lesbes

ulcerativas (ILU).

4.5 Modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético em ratos

Diferentes ensaios foram realizados utilizando as, nas doses 250, 500 e
100mg/kg de ECV e fracdo acetato de etila (5mg/100g) do extrato bruto
conforme técnica descrita por Takagi et al (1969). Ratos foram anestesiados
com tiopental sodico (Thiopentax), 75mg/kg para exposicdo do estdmago
através de uma incisdo de aproximadamente 2 cm realizada abaixo da apodfise
xiféide. No estdbmago exposto foram injetados, com auxilio de uma
microseringa, 0,05 ml de uma solugdo de acido acético a 30%, na camada
subserosa da juncao do fundo para o antro. Dois dias apos a injecéo do acido,
foram iniciados os tratamentos, com ECV 250, 500 e 1000 mg/kg, fracao
acetato de ECV na dose de 5 mg/100g, cimetidina 100 mg/kg como controle
positivo, Tween 80 a 12% e agua como controles negativos. Os tratamentos
foram feitos via oral, uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos.

Ao final do tratamento, os animais em jejum de 12 horas, foram
sacrificados e seus estbmagos removidos, abertos no sentido da maior
curvatura para determinar a area da lesao ulcerativa (ALU). As Ulceras foram
determinadas através da medida do comprimento e da largura das lesoes,

observando-se os dois maiores eixos em angulo de 90°, com auxilio de um
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paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo Corporation da Caliper Japéo) sendo seu
produto expresso em mm?, denominado area da lesdo ulcerativa (ALU). A
formula utilizada para obtencdo da ALU € descrita a seguir, sendo o produto
final obtido através da multiplicacdo do eixo maior da lesdo denominado
comprimento (c) pelo eixo que cruza o primeiro exatamente na metade em 90°,

sendo este eixo o da largura (I) da leséo.

Area da Lesdo Ulcerativa = (c) . (I) = mm?

ApGs a determinacdo da area da lesao ulcerativa, a regidao que
circunscreve a leséo foi removida e submetida a analise para quantificacdo do
Epidermal Growth Factor (EGF).

Os o6rgaos vitais como coragao, figado, rins e pulmdes foram pesados
para avaliar uma possivel acdo toxica do ECV. Os resultados foram expressos
em grama (g) do 6rgao/100g de peso do animal.

4. 5.1.Quantificacao de proteinas - Teste do Biureto

A regido da Uulcera e zona de cicatrizacdo foram retiradas e
homogeneizadas com 1 ml de tampdo de extragdo de proteinas,
permanecendo em fervura por 10 minutos e imediatamente colocado no gelo.
Centrifugou-se o homogeneizado em 12 000 rpm a 4°C por 20 minutos.
Retirou-se 20 pl de sobrenadante e misturou-se a 1 ml de biureto, a mistura
permanece na temperatura ambiente por 20 minutos. Fez-se a leitura da

absorbancia em espectofotémetro em 540 nm. O célculo da quantidade de
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proteinas € realizado comparando-se a leitura da absorbancia da amostra com
a de um padrao com concentragéo protéica conhecida (g/l)
4.5.2 Imunoblotting para determinacao do EGF
Tomou-se 400 pul do sobrenadante da extracdo anterior e

homogeneizou-se a 100yl de Laemnli e 0,015g de Cleaveland’s Reagente
(DTT). Essa mistura foi utilizada para avaliacdo do extrato total, ou seja,
separacao das proteinas em SDS-PAGE, com tampé&o de Laemmli, acrescido
de DTT 200 mM, em proporcéo de 5:1, mantido sempre a 4°C até o momento
de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos, e posteriormente aplicados
em gel de poliacrilamida; e para imunoprecipitagdo com anticorpos especificos
para os antigenos a serem estudados.

Aliquotas contendo 200 pg de proteina por amostra foram aplicadas
sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5mm de espessura. A
eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com
solucdo tampao para eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE foi
submetido a 30 volts, inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela
fase de empilhamento (stacking) e 120 volts até o final do gel de resolucao
(resolving). A seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas
para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o0 equipamento de
eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad, e a solugdo tampao para
transferéncia mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas, sob
refrigeracao continua por gelo.

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas

foram incubadas em solugao bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente,
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para diminuir a ligacado inespecifica de proteinas. A seguir, as membranas
foram lavadas com solugao basal por 3 sessdes de 10 minutos, e incubadas
com anticorpo anti- EGF ( anticorpo polyclonal Santa Cruz 1343) sob agitacao
constante por uma noite a 4°C. Foram entdo lavadas novamente com solugéo
basal por 3 sessdes de 10 minutos e incubadas com anti goat durante 2 horas
a temperatura ambiente. O excesso de proteina A foi lavado com solugéo basal
e entdo, as membranas expostas ao filme de RX (Kodak XAR - Rochester, NY),
com intensificador (Cronex Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em
cassete mantido a -80°C. Apds 48 horas ou mais, os filmes foram revelados na
forma convencional. A intensidade das bandas foi determinada através da
leitura das autoradiografias reveladas por densitometria ética, utilizando um
scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scion Corporation). Os
resultados sdo expressos em unidade arbritaria (pixels square)
4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica para comparacao das amostras foi realizada através
do teste ANOVA seguido do teste de Dunnett, quando necessario. Quando
indicado pelo programa de estatistica INSTAT foi aplicado o teste n&o

paramétrico de Kruskall-Wallis seguido quando necessario do teste de Dunn.
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5. RESULTADOS

5.1 Esvaziamento gastrico

Nao houve diferenca significativa no EG, no tempo de trinta minutos, dos
animais que receberam as refeicao de ECV, nas doses de 500 e 100mg/kg, em
relacdo aqueles que receberam a refeicao de prova controle (agua). O mesmo
fenbmeno pode ser observado nos tempos de 60, 90 e 120 minutos, com
reducdo gradativa da retengcbes gastricas das trés refeicbes ao longo do

tempo. (Figura 6)
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Figura 6: Retencao gastrica (%) de ratos que receberam uma refeicdo de prova de
Agua (A) e Extrato de C. vulgaris (ECV) na concentragdo de 500 e 1000 mg/kg (Ch50
e Ch100, respectivamente), marcadas com fenol vermelho, administradas 30, 60, 90 e
120 minutos antes do estudo. Os dados estao expressos em média = SE (erro padrao
da média), N=5, teste ANOVA.
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5.2 ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

5.2 1- Analise dos parametros bioquimicos do conteudo gastrico de

camundongos submetidos a ligadura do piloro

Como podem ser observados na Tabela 1, os resultados demonstraram

que apenas a cimetidina foi capaz de determinar mudanga significativa no pH

do suco gastrico ao seu controle agua e ao ECV. Os outros parametros

bioquimicos estudados (peso da secrecdo e concentracao de [H+]) ndo foram

alterados por nenhum dos tratamentos.

Tratamento Dose
(mg/Kg)
Agua 10ml/Kg
Cimetidina 0
ECV500 500
ECV 1000 0

pH

2,28+0,48
3,83+0,7*
2,7+0,75

3,5+1,5

Peso do suco [H+]
(mg) mEq/ml/4h
123,0+30,4 4,2+1,5
56,8+22,9 3,5£0,7
91,6152,5 3,7+1,4
121,3+72,1 2,8+1,1

Tabela 1:Parametros bioquimicos do suco gastrico de camundongos submetidos a

ligadura do piloro, tratados por via intraduodenal com agua, cimetidina (100mg/kg) e
ECV nas doses de 500 e 1000mg/kg,N=7 *p<0,05 em relagéo a Agua, ANOVA e teste

de Dunnet.
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5.2.2- Modelo ulcera gastrica induzida por piroxicam

Os resultados obtidos (Figura 7) demonstraram que nao houve
diferencas significativas entre os indices de lesdo ulcerativa (mm?) nos animais
que receberam agua e extrato de C. vulgaris nas doses de 250, 500 e 1000
mg/kg (Ch 250, 500 e 1000 respectivamente). Apenas a cimetidina reduziu
significativamente as lesGes causadas por injecao subcutanea de piroxicam.
Além disso, ndo houve diferengas significativas entre o grupo cimetidina e os
animais que receberam as diferentes doses de CVE, embora nestes os indices

de lesao ulcerativa tenha sido mais elevados.
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Figura 7: indice de lesdo ulcerativa (mm?) medido em estdmagos de animais em que
foi induzida ulcera por piroxicam (30mg/kg) . Os animais foram tratados com &gua,
cimetidina (100mg/kg) e extrato de C. vulgaris nas doses de 250, 500 e1000 mg/kg 30
minutos, apo6s da indugao da Ulcera. Os resultados estdo expressos em média, N=7,

** p<0,01 em relacéo ao grupo agua, teste de Kruskall-Wallis seguido de Dunn.

48



5.2 3-Modelo ulcera gastrica induzida por etanol

Os resultados obtidos (Figura 8) demonstraram que os pré-tratamentos
com extrato de C.vulgaris (injetado 1 hora antes da indugdo da Ulcera), nas
doses de 500 e 1000 mg/kg e com cimetidina foram capazes de reduzir as
lesbes produzidas por etanol. Quando empregado na dose mais baixa de 250
mg/kg o extrato aquoso de C.vulgaris ndo impediu 0 aparecimento das Ulceras.
O grupo sham nao apresentou lesado ulcerativa. Além disso, quando o etanol foi
injetado 2 horas antes do tratamento com ECV (1000 mg/kg) esse efeito
protetor desapareceu (Figura 9).
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Figura 8: indice de lesdo ulcerativa (mm?) medido em estdmagos de animais em que
foi induzida Ulcera por etanol absoluto. Os animais foram tratados com &agua,
lanzoprasol (Lanzo)e extrato de C. vulgaris nas doses de 250, 500 e1000 mg/kg
(Ch250, Ch500 e Ch1000, respectivamente) 1 hora antes da inducao da ulcera. Os
resultados estdo expressos em média, N=7, ** p< 0,01 em relacdo ao grupo agua,

teste de Kruskall-Wallis seguido de Dunn.
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Figura 9: indice de lesdo ulcerativa (mm?) medido em estdmagos de animais em que
foi induzida ulcera por etanol absoluto 2 horas depois do tratamento com ECV. Os
animais foram tratados com agua e extrato de C. vulgaris nas doses de 1000 mg/kg.
Os resultados estao expressos em meédia, N=7, teste de Kruskall-Wallis seguido de

Dunn.

5.2. 4- Modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético
5.2.4.1- Efeito do ECV sobre lesao ulcerativa

O ECV nas doses de 500 e 1000 mg/kg e cimetidina foram eficazes no
tratamento da Ulcera induzida por &cido acético (Figura 10) diminuindo
significativamente a area de lesdo quando comparados os controle dgua. O

grupo sham néo apresentou leséo ulcerativa.
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Figura 10: Area de lesdo ulcerativa (mm?) medida em estdémagos de animais em que
foi induzida ulcera por acido acético. Os animais foram tratados com agua, cimetidina
e extrato de C. wulgaris nas doses de 250, 500 e1000 mg/kg (Ch250, Ch500 e
Ch1000, respectivamente) durante quinze dias apos inducao da ulcera. Os resultados
estdo expressos em média,N=10, *** p< 0,01 e *p < 0,05 em relacdo ao grupo agua,

teste de Kruskall-Wallis seguido de Dunn.

5.2.4.2 Quantificacao do Fator de Crescimento Epidermal (EGF)

Conforme demonstrado na figura 11 o anticorpo anti-EGF reconheceu
uma banda em 33kDa nos homogetatos do cortes da area de lesao, indicando
a presencga do complexo GST-EGF. Os resultados obtidos demonstraram que
nao houve diferenca significativa na presenca de EGF na zona de cicatrizacdo
da ulcera, nos diferentes grupos tratados com agua (628 unidades arbritarias),

cimetidina (692 unidades arbritarias), ECV 1000 mg/kg (612 unidades
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arbritarias) e o grupo SHAM (617 unidades arbritarias) ,com epitélio integro,

tratado com agua.

AR I Y . A.-
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Figura11: Expressao de EGF na area de leséo ulcerativa do estémago, de animais em
que foi induzida ulcera por acido acético, tratados com agua (A), cimetidina (C),
extrato de C. vulgaris (Ch) e sham (SH), utilizando a técnica de imunoblotting.

A fracdo acetato na dose de 5mg/100g nédo reduziu as ulceras quando
comparado ao grupo Tween. A cimetidina reduziu significativamente as Ulceras

quando comparada ao Tween. O grupo sham ndo apresentou lesao ulcerativa

(Figura 12).
7.59

u 2)

m

o
g
i 0.0- ,

Tween Tween Cime FA5 Tratamentos
SH ucC uc ucC Procedimentos

Figura 12: Area de lesdo ulcerativa (mm?) medido em estdmagos de animais em que
foi induzida dUlcera por &cido acético. Os animais foram tratados com Tween,
cimetidina e fragdo acetato (FA5) na dose de 5 mg/kg durante quinze dias depois da
inducdo da ulcera. Os resultados estdo expressos em média. N=10, ** p < 0,05 em
relagéo ao grupo Tween, teste de Kruskall-Wallis seguido de Dunn.
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5.2.4.3 Toxicidade do extrato aquoso de C. vulgaris

Os dados obtidos demonstraram que nao houve diferenca significativa
de ganho de peso (g por 100g de animal) nos ratos que receberam cimetidina
e ECV nas doses de 1000 mg/kg quando comparados a seu controle agua. O
ganho de peso dos ratos que foram tratados com ECV (500 mg/kg) e os que
tiveram um implante simulado de ulcera (sham + agua) foi significativamente
maior quando comparados ao grupo recebendo agua. O ganho de peso dos
ratos tratados com fracdo acetato (5mg/100g) foi significativamente menor
quando comparado ao grupo sham (Figura 13). Os animais sham tratados com
Tween apresentaram ganhos de peso significativamente maiores que seu

controle (Figura 14).
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Figura 13: Incremento de peso (A de peso por 100g em grama) nos animais que
foram tratados com &gua, cimetidina (Cime) e extrato aquoso de C.vulgaris nas doses
de 500 e 1000 mg/kg (Ch500 e Ch1000, respectivamente) durante 15 dias apds um
implante de Ulcera por acido acético. Dados expressos em média £ SE, N=10 * p<
0,05 e ** p< 0,01 quando comparados ao grupo agua. Teste ANOVA seguido de
Dunnett.
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Figura 14: Incremento de peso (A de peso por 100g em grama) dos animais que
foram tratados com Tween, cimetidina (Cime), Fragdo Acetato (FA5) de ECV
(5mg/100g) durante 15 dias ap6s um implante de Ulcera por &acido acético. Dados
expressos em média £ SE, N=10 * p< 0,05 quando Sham comparado ao grupo Tween
e Sham comparado ao FA5. Teste Kruskall-Wallis seguido de Dunn.

Um sinal utilizado para medir o potencial téxico do ECV e da fracéao
acetato sobre os animais foi avaliar a repercussdo da administracao destes
principios potencialmente ativos, por tempo prolongado (15 dias), sobre o
peso dos 6rgdos vitais como coracao, figado, rins e pulmdes. Nao foram

observadas diferencas significativas do peso destes 6érgdos nos animais que
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receberam o extrato bruto (ECV) ou tratados com a fragdo acetato, em relacao

ao grupo controle(Tabela 2 e 3).

Orgaos
(9/100g)

Sham + agua

Agua

Cimetidina

Ch 500

Ch 1000

Coracao

0,3465+0,06

0,3654+0,05

0,3559+0,05

0,3177+0,02

0,3701+0,05

Figado

3,0000+0,52

2,7694+0,14

2,8433+0,81

2,8325+0,2

2,8353+0,18

Rins

0,8505+0,15

0,7607+0,10

0,8786+0,07

0,848+0,16

0,7991+0,06

Pulmoes

0,5617+0,12

0,5106+0,11

0,5437+0,08

0,6461+0,16

0,4945+0,04

Tabela 2: Peso dos orgaos (g/100g de peso do animal) dos animais que foram

tratados com extrato aquoso de C.vulgaris nas doses de 500 e 1000 mg/kg (Ch500 e

1000), cimetidina e agua durante 15 dias depois do implante de Ulcera por &cido

acético. Os dados estdo expressos em média +SE, N=10 Teste de Kruskall-Wallis nao

mostrou significancia.
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Orgaos Coracao

Sham + tween 0,3226+0,03

Tween 0,3254+0,02
Cimetidina 0,3235+0,02
FA 5 0,3127+0,01

Figado

2,8585+0,1

2,8481+0,17

3,1178+0,35

3,1212+1,0

Rins

0,8133+0,06

0,7856+0,05

0,9190+0,19

0,7684+0,1

Pulmoes

0,4778+0,07

0,4777+0,03

0,6090+0,13

0,4706+0,02

Tabela 3: Peso dos orgdos (9/100g de peso do animal) dos animais que foram

tratados com Fracdo acetato do extrato aquoso de C.wulgaris, cimetidina e Tween

durante 15 dias depois do implante de Ulcera por &cido acético. Os dados estédo

expressos em media +SE, N=10 Teste de Kruskall-Wallis ndo mostrou significancia.
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6. DISCUSSAO

Os dados do presente trabalho demonstram que nao houve alteracdo no
suco gastrico dos camundongos tratados com ECV no modelo de ligadura do
piloro (Tabela 1).

A administracdo do extrato vegetal no modelo de ligadura do piloro foi feita
via intraduodenal para que, na possibilidade de existir um principio ativo anti-
ulcerogénico, este nao entrasse em contato direto com a mucosa e suco gastrico,
avaliando assim seu possivel efeito sistémico.

Neste modelo, sdo avaliadas alteragdes na liberacdo de alguns mediadores
da secrecao gastrica como acetilcolina, gastrina e histamina. A distensdo da
mucosa causada pela obstrucao do piloro aumenta a liberagao de acetilcolina pelo
vago, que atuara diretamente sobre as células parietais, sobre as ECL ou células
G, liberando histamina e gastrina respectivamente, induzindo por sua vez a
formacao de lesdes ulcerativas pelo estimulo da secrecado do &cido cloridrico que
acumula no lume do estémago (SHAY et al., 1945; LEWIS E HANSON, 1991).

Tanaka et al. (1997) estudaram os efeitos do ECV nos fatores agressores
da mucosa nos modelos de ligadura de piloro e Ulcera induzida por histamina.
Estes autores demonstraram que ndao houve nenhuma alteracdo de parametros
bioquimicos como pH, quantidade de H+ e volume do suco gastrico nos animais
tratados com ECV, quando comparados a seus controles tratados com atropina,

que por ser um antagonista da acetilcolina para receptores muscarinicos, inibe a
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secrecao acida. Do mesmo modo, ECV n&o teve efeito antiulcerogénico no
modelo de Ulcera por injecao de histamina. Adicionalmente, o tratamento com a
cimetidina, que aumentou significativamente o pH do suco gastrico, € um potente
agente antiulcerogénico por atuar como antagonista de H2.

Estes resultados e os observados neste estudo sugerem que ECV nao tem
um principio ativo que, por via sistémica, tenham efeito protetor através da inibigdo
da secrecéao acida.

Em continuacao, observou-se no presente estudo que o ECV, administrado
previamente, ndo teve efeito sobre as ulceras provocadas por administracdo de
piroxicam e que, nas doses de 500 e 1000 mg/kg, foi capaz de reduzir as lesdes
provocadas pelo etanol infundido por via gastrica uma hora apds (Figuras 8 e 9).
Neste ultimo modelo n&o ocorreu protegcdo quando o etanol foi administrado duas
horas apés a do ECV (Figura10).

A mucosa gastrica esta sujeita a continuas mudangas em consequéncia de
agressores enddgenos e exogenos. Para enfrentar isto, possui mecanismos de
defesa que a protegem dos danos teciduais e eventuais ulceragées (WHITTLE,
2003). O piroxicam, assim como a maioria dos antiinflamatorios n&o esteroidais
(AINEs), atuam inibindo a sintese de prostaglandinas, diminuindo assim os
mecanismos de citoprotecdo mediados por essas substancias (LEWIS E
HANSON, 1991; MORIMOTO et al., 1991; EVANS, 1996).

Por outro lado, as mudancgas vasculares na mucosa gastrica sdo as mais

pronunciadas alteracbes induzidas pelo etanol absoluto. A manutencdo da
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vasculatura e fluxo normal sdo mecanismos de citoprotecdo (MASUDA et al.,
1999).

Tanaka et al (1997) observaram que o tratamento com ECV na dose de
500mg/kg, no modelo de ulcera induzida por estresse, e na dose de 250 mg/kg no
de ulcera duodenal induzida por cisteamina, reduziu significativamente o numero
de lesdes ulcerativas no primeiro e de perfuragdes no ultimo. Além disso, o extrato
de C. vulgaris nas doses de 500 e 1000 mg/kg reduziu as lesdes ulcerativas no
mesmo modelo de estresse por imersao e frio.

Essas observagbes sugerem que a acédo antiulcerogénica do ECV, no
modelo de estresse realizado por Tanaka et al (1997) e no modelo de etanol no
nosso estudo, provavelmente ocorreu devido ao aumento de fatores protetores da
mucosa. No primeiro caso, provavelmente, relacionados ao sistema imune, uma
vez que o ECV é um potente modificador de resposta imune celular e aumenta a
producédo de IL1, um protetor natural da mucosa contra estimulos ulcerogénicos
provocados pela administracdo de indometacina (TSUJI et al, 1992), com
participacdo de macrofagos ou linfocitos T. No segundo caso, € também possivel
uma alteracdo vascular causada pela alga, ndo relacionada a um aumento de
prostaglandinas.

Por outro lado, o estudo do esvaziamento gastrico da refeicdo de ECV, nas
doses de 500 e 1000 mg/kg, demonstrou que no momento da injecao do etanol,
cerca de 1 hora depois do pré-tratamento com ECV, o estbmago ainda pode
conter uma quantidade razoavel deste extrato, uma condicdo bem diferente de

quando a administracao do etanol é feita 2 horas apés.
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E conhecido que substancias porosas podem prevenir a formagdo de
Ulceras pépticas, por protecdo da camada epitelial da mucosa géstrica e que o
ECV demonstra ser uma substancia muito porosa, quando observada ao
microscépio eletrénico (TANAKA et al, 1997). Assim, é possivel que o efeito
protetor sobre Ulcera induzida por alcool deva-se a permanéncia de parte da alga
no estdbmago no momento da administracdo do agente agressor.

Adicionando-se a esses fatos, a hipermotilidade gastrica € um fator
relevante na formacéo da patologia da ulcera (TAKEUCHI et al, 1997). Observou-
se nesse trabalho que o ECV néao altera a motilidade géstrica quando comparada
a seu controle agua.

No presente estudo, podemos observar que o ECV (doses de 500 e
1000mg/kg) reduziu significativamente a uUlcera induzida por &cido acético e que a
fracdo acetato do extrato ndo demonstrou ter o mesmo efeito (Figuras 11 e13).
Nessa observacdo, a cimetidina também reduziu significativamente a Ulcera
induzida por &cido acético, por atuar como antagonista de H2, diminuindo a
secrecdo de 4cido com isso, a quantidade de fatores agressores. E possivel que o
ECV tenha reduzido a ulcera nédo por diminuicdo de fatores agressores e sim por
um aumento dos citoprotetores visto que, no modelo de ligadura do piloro nao foi
demonstrada nenhuma alteragdo dos parametros que indicassem diminuicao de
secrecao do acido.

E conhecido que, em muitos modelos de Ulcera, as erosdes sd0 menores e
com caracteristicas histologicas diferentes da Ulcera péptica crbnica humana em

relacdo a morfopatologia e caracteristicas de cura (BRZOZOWSKI, 2003). Um dos
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unicos modelos de Ulcera gastrica que permite avaliar o processo de cicatrizacdo
€ este em que a lesédo é induzida por acido acético, introduzido por Takagi et al,
1969.

A cura da ulcera é um processo de reconstrugcdo da arquitetura da mucosa
€ um processo complexo que envolve a migracdo e proliferacdo de células
epiteliais e inflamatérias, a sintese e degradacdo de moléculas da matriz
extracelular e componentes de tecido conectivo, além disso a sintese de fatores
de crescimento e citocinas que juntos fazem da cicatrizagdo um processo
orquestrado. Histologicamente, a cratera da ulcera € composta de duas estruturas
principais, a margem, que € a regiao adjacente a cratera, chamada de zona de
cicatrizagdo, e a base da ulcera denominada tecido de granulacdo, formado
basicamente por fibroblastos, macrofagos, células linféides e células endoteliais
(TARNSWSKI et al, 1995).

O processo de cura da Ulcera péptica € acompanhado do aumento do fluxo
sanguineo gastrico na area da ulcera e pelo aumento significativo da gastrina
plasmatica e citocinas pré-inflamatérias, como TNFa e IL-1p (BRZOZOWSKI,
2001). Com a progressao do processo curativo da ulcera, o fluxo sangliineo na
margem da Ulcera e o elevado nivel de TNFa e IL-1B e gastrina decaem
gradualmente (BRZOZOWSKI, 2001). Durante o periodo inicial de cura da Ulcera,
ocorre uma supressao notavel da acidez gastrica e expressao de grandes fatores
como EGF, TFGa e HGF, que controlam a proliferagdo celular e tém uma

atividade anti-secretoria (KONTUREK et al., 1992).
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Na zona de cicatrizacao as glandulas gastricas dilatam e as células epitelias
que sublinham essas glandulas expressam o fator de crescimento epidermal
(EGF) que € um dos principais fatores mitéticos que influenciam a proliferacao das
células epiteliais para reconstrugdo da mucosa e que aceleram a cicatrizagdo de
Ulceras crénicas duodenais (KONTUREK et al, 1988) Vérios estudos demonstram
que o EGF aumenta a regeneracéo dos epitélios corneos, deposicao de colageno,
inibicdo da secrecdo 4cida, estimulo da sintese de prostaglandinas, acumulo de
gordura, proliferacdo das células gastrointestinais, sintese de glicogénio no figado
e regeneracdo do figado(MUTSAERS et al, 1997, BUCKLEY et al, 1985,
MATHERS et al, 1989, KITAZAWA et al, 1990). O EGF possui algumas moléculas
homélogas como o TGF-a, que é considerado um EGF fetal ( WILCOX E
DERYNK, 1988) e encontrado em 6rgdaos em desenvolvimento. Depois do
nascimento, sua sintese fica restrita a poucas células, como queratindcitos e
macréfagos (COFFREY et al, 1987).

No estudo com imunnoblotting (Figural2) demonstrou-se que nao houve
diferenca significativa na expressao de EGF entre os grupos estudados, indicando
que o efeito antiulcerogénico de ECV, nas doses de 500 e 1000mg/kg, no modelo
de Ulcera crénica nao esta relacionado ao aumento da expressado desse fator.
Desde que nao foi possivel demonstrar que a acdo do ECV, nas doses
empregadas, estd ligada ao aumento da producdo de EGF, o fenbmeno da
diminuicdo da uUlcera poderia estar relacionado a acédo da alga sobre algum outro

componente do processo de cura da ulcera, tal como o tecido de granulagéo.
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Alguns estudos demonstraram que a alga C. wulgaris é um potente
modificador de resposta imune celular, aumentando a hematopoiese
principalmente de células progenitoras de macrofagos (DANTAS E QUEIROZ,
1999, JUSTO et al, 2001). Os macréfagos séo vitais para uma boa cicatrizagao de
lesbes e, quando sdo impedidos, por algum motivo, de se infliltrarem na éarea
lesada, o processo de cura fica seriamente prejudicado. Sintetizam uma série de
quimioatraentes e fatores de crescimento, como: fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-B1.3) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), sendo esses fatores mitogénicos e quimiostaticos
para células endoteliais que formam os novos vasos sanguineos. Além disso,
produzem varias citocinas que regulam a proliferacdo celular e estimulam a
sintese e deposicado de matriz. (MUTSAERS et al, 1997).

Ha informacdes na literatura de que o ECV, quando administrado via oral, é
capaz de aumentar significativamente a quantidade de citocinas envolvidas com a
cicatrizagao de lesdes e a protecdo contra infe¢ées oportunistas como IL-1, IL-12,
TNF-a,etc. (TANAKA et al1997, MUTSAERS et al1997, QUEIROZ,
HASEGUAWA,1997 ). Por outro lado, IL-1 endb6gena protege a mucosa contra 0s
estimulos ulcerogénicos causados pela indometacina, por diminuicao das
prostaglandinas e reducao da maturacao de linfocitos T periféricos. (TSUJI, 1992)

Sendo assim, é possivel que o efeito do ECV, no modelo de Uulcera
“crbnica”, esteja relacionado com a interferéncia na participagcdo dos macrofagos

no processo de cicatrizagdo.
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Por outro lado, a fracdo acetato ndo teve nenhum efeito na cicatrizagdo da
ulcera induzida por acido acético; no entanto, estudos realizados por Yatsukawa et
al (1996) demonstraram que esta fracdo € um potente redutor da inflamacéo
causada por 12-O-tetradecanoilfobol-13-acetato (TPA). Esta fragcdo tem em sua
composicao esterdides com efeitos antiinflamatérios comparados a quercetina e a
hidrocortisona (Yatsukawa et al, 1996). Quando isolados, os esterdides presentes
nessa fragcdo mostraram um potencial antinflamatério muito maior que a fracéo
acetato. Talvez, em estudos futuros, seja necessaria a utilizagdo dos esterdides
isolados desta fragdo para avaliagdo no processo de cicatrizagdo. Por outro lado,
0 processo de extracdo pode ter propiciado a perda dos principios ativos que dao
a caracteristica antiulcerogénica do extrato (ECV).

Outro aspecto a ser considerado na selecdo de um extrato vegetal para a
cura de patologias € a sua toxicidade. A administracdo prolongada do ECV e de
sua fragdo acetato no modelo de ulcera “crénica” ndo apresentou, no presente
estudo, déficit no ganho de peso dos ratos (Figura 14 e 15), alterando apenas a
evolucao do ganho de peso dos animais que receberam a dose de 500 mg/kg e
nenhuma alteragdo no peso dos érgdos vitais quando comparados aos seus
respectivos controles positivo (cimetidina) e negativo (agua) (Tabela 2 e 3),
sugerindo uma toxicidade baixa, ou nenhum efeito téxico, mesmo com doses
altas. Adicionalmente, é conhecido que esta alga € utilizada por grupos
populacionais no Oriente, ha centenas de anos, sem relato de problemas de

saude relacionado com sua ingestao.
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7. CONCLUSOES

1- O EG da refeicdo de prova feita com Chlorella e a refeicdo dgua seguem o
mesmo padrao;

2- O ECV nao possui atividade antiulcer6genica nos modelos de ligadura do
piloro e piroxicam;

3- O ECV possui atividade antiulcerédgenica no modelo de ulcera por etanol,
nas doses de 500 e 1000mg/kg;

4- O ECV possui atividade antiulcer6genica no modelo de ulcera por acido
acético, nas doses de 500 e 1000mg/kg;

5- A administracdo prolongada do ECV no modelo de ulcera por acido acético
nao diminuiu o ganho de peso dos animais ou repercussao sobre o peso

do coracéo, figado, rins e pulmdes.
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