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RESUMO

EFEITO PROTETOR DO NITROSIL-RUTENIO (Cis[Ru(bpy),SOsNO]"(PFs) EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE LESOES GASTRICAS EM CAMUNDONGOS -
ENVOLVIMENTO DA VIA NO/GCs/Katp. Ana Paula Macédo Santana.Programa de Pds-
Graduacdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Universidade
Federal do Ceard, 2013. Orientador: Prof. Dr. Marcellus H.L.P de Souza.

Introducdo: LesGes géastricas relacionadas ao consumo excessivo de antiinflamatorios nédo
esteroidais (AINEs) e etanol possuem um importante papel na gastroenterologia clinica.
Farmacos com acdo anti-secretoria gastrica, como os inibidores da bomba de prétons,
representam a principal opcdo na terapia destas patologias. Objetivo: Avaliar o efeito do
doador de NO nitrosil-ruténio (Rut-NO) na defesa da mucosa gastrica em modelos
experimentais de lesdo gastrica em camundongos e a participacdo da guanilato ciclase soltvel
(GCs) e dos canais de Katp neste efeito. Métodos: Protocolol- Camundongos swiss foram
pré-tratados com Rut-NO (3mg/Kg, v.0), ruténio (2.3mg/Kg, v.0) ou nitroprussiato (NPS) na
dose de 10mg/kg, v.o, meia hora antes da administracdo por gavagem de etanol 50%. Em
outro grupo, os animais foram pré-tratados com ODQ (10mg/Kg, v.0) ou glibenclamida
(10mg/Kg, i.p) trinta minutos ou 1h antes, respectivamente dos tratamentos citados
anteriormente. Depois de 1h, os animais foram sacrificados e os estbmagos removidos para a
avaliacdo das lesGes gastricas por planimetria computadorizada. Além disso, fragmentos de
tecido foram removidos para analise microscopica e dosagem de glutationa (GSH) e
malondialdeido (MDA). Protocolo2- Camundongos foram pré-tratados com Rut-NO
(3mg/Kg, v.0), ruténio (2.3mg/Kg, v.0) ou nitroprussiato (10mg/kg, v.o) trinta minutos antes
da administragéo, por gavagem, do naproxeno (NPX-300mg/Kg). Em outro grupo, os animais
foram pré-tratados com ODQ (10mg/Kg, v.0) ou glibenclamida (10mg/Kg, i.p) trinta minutos
ou 1h antes, respectivamente dos tratamentos citados anteriormente. Depois de 6h, os animais
foram sacrificados e os estbmagos removidos para a avaliacdo das lesbes gastricas, utilizando
um paquimetro digital. Amostras da mucosa gastrica desses animais foram retiradas para
dosagem de MPO e das citocinas TNF-o e IL-1p e para analise microscopica. A adesdo dos
leucdcitos foi avaliada por microscopia intravital nos grupos Rut-NO e Ruténio. Para o estudo
da atividade anti-secretdria gastrica outros grupos de animais foram tratados com Rut-NO
(3mg/Kg); Ruténio(2.3mg/Kg) ou omeprazol (10mg/Kg) 1 h antes da cirurgia de ligadura do
piloro, 4h depois os animais foram sacrificados, os estdmagos foram removidos e 0 suco
gastrico coletado para verificacdo do volume e da acidez, uma aliquota do suco gastrico dos
grupos Rut-NO e ruténio foi retirada para dosagem de nitrito. Resultados: No modelo de
gastropatia por etanol a administracdo de Rut-NO ou NPS, mas ndo o grupo ruténio preveniu
a lesdo por etanol. Essa protecdo foi acompanhada do aumento de GSH e diminui¢do dos
niveis gastricos de MDA quando comparado ao grupo tratado apenas com etanol. ODQ
(10mg/Kg) e glibenclamida (10mg/Kg) reverteram completamente esse efeito protetor do
Rut-NO e do NPS. No modelo de leséo gastrica por NPX a administracdo de Rut-NO ou NPS,
mas ndo o grupo ruténio preveniu a lesdo por NPX, diminuindo os niveis de MPO e das
citocinas TNF-a e IL-1P e a adesdo dos neutrofilos induzida pelo NPX. Rut-NO ndo alterou a
secrecdo acida gastrica. Conclusédo: O Rut-NO preveniu a lesdo géstrica, o consumo de GSH
e aumento da peroxidacao lipidica induzidos pelo etanol, além disso, também diminuiu os
niveis de MPO e das citocinas TNF-a e IL-1p, preveniu a lesao gastrica e diminuiu a adesao
neutrofilica induzidos pelo NPX. O mecanismo de acgdo gastroprotetor do nitrosil-ruténio
parece ser dependente da via NO/GCs/Katp. Nitrosil-ruténio apresentou uma atividade
gastroprotetora semelhante a do doador de NO padr&o nitroprussiato.

Palavras-chave: Nitrosil-Ruténio.Gastroprotecdo.Etanol.Naproxeno.Via NO/GMPc/K atp.



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT THE RUTHENIUM-NITROSYL (Cis[Ru(bpy),SO3NO]J"
(PFs) IN EXPERIMENTAL MODELS OF GASTRIC LESIONS IN MICE-ROLE OF
NO/sGC/Katp PATHWAY. ANA PAULA MACEDO SANTANA. Post-graduation in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, Facult of Medicine, Federal
University of Ceara, 2013. Advisor: Prof. Dr. Marcellus H.L.P de Souza.

Introduction: Gastric lesions associated to excessive consumption of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and ethanol have an important role in clinical
gastroenterology. The drugs with gastric antisecretory action, such as proton pump inhibitors,
represent the main option in the treatment of these pathologies. Aim: To evaluate the effect of
NO donor nitrosyl-ruthenium (Rut-NO) in gastric mucosal defense in experimental models of
gastric damage in mice, as wellthe involvement of soluble guanylate cyclase (SGC) and Karp
channels in this effect. Methods: Protocol 1-mice were pre-treated with Rut-NO (3mg/Kg,
vo), ruthenium (2.3mg/Kg, p.o) or nitroprusside (SNP) at a dose of 10mg/kg, p.o, half an hour
before administration by gavage of 50% ethanol. In another group, the animals were pre-
treated with ODQ (10mg/kg, po) or glibenclamide (10mg/kg, ip) thirty minutes or 1 hour
prior, respectively, the treatments mentioned above. After 1h, the animals were sacrificed and
the stomachs removed for evaluation of gastric lesions by computerized planimetry. In
addition, fragments of tissue were removed for microscopic analysis and measurement of
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) levels. Protocol 2-mice were pretreated with
Rut-NO (3mg/kg, po), ruthenium (2.3mg/Kg, po) or nitroprusside (10mg/kg, po) thirty
minutes before administration by gavage of naproxen (NPX -300mg/Kg). In another group,
the animals were pretreated with ODQ (10mg/kg, po) or glibenclamide (10mg/kg, ip) thirty
minutes or 1 hour prior, respectively, the treatments mentioned above. After 6h, the animals
were sacrificed and the stomachs removed for evaluation of gastric lesions using a digital
caliper. Samples of gastric mucosa of these animals were removed for measurement of MPO
and cytokines TNF-a and IL-1f and microscopic analysis. The adhesion of leukocytes of Rut-
NO and Ruthenium groups was assessed by intravital microscopy.To study the gastric anti-
secretory activity other groups of animals were treated with Rut-NO (3mg/Kg), Ruthenium
(2.3mg/Kg) or omeprazole (10mg/Kg) 1 h before the pylorus ligation surgery, 4h later the
animals were sacrificed, the stomachs were removed and gastric juice collected in order to
verify the volume and acidity, an aliquot of gastric juice of Rut-NO and ruthenium groups
were colected for nitrite determination. Results: In the model of gastropathy induced by
ethanol administration Rut-NO or SNP, but not the ruthenium group, prevented the gastric
injury. This protection was accompanied by an increase of GSH and decreased levels of
gastric MDA when compared to the group treated only with ethanol. ODQ (10mg/Kg) and
glibenclamide (10mg/Kg) completely reversed this protective effect of Rut-NO and SNP. In
the model of gastric injury induced by NPX, Rut-NO or SNP, but not the group ruthenium,
prevented NPX injury by lowering the levels of MPO, TNF-a, IL-1p and neutrophil adhesion.
Rut-NO did not alter the acid gastric secretion. Conclusion: Rut-NO prevented the gastric
lesion, the consume of GSH and the increased lipid peroxidation induced by ethanol. Rut-NO
also decreased the MPO and cytokines levels, prevented the gastric lesions and decreased
neutrophil adhesion induced by NPX. The gastroprotective mechanism of action of nitros’
ruthenium is dependent of the NO/sGC/Kate pathway. Nitrosyl-ruthenium showed a
gastroprotective activity similar to the standard NO donor sodium nitroprusside.

Keywords: Nitrosyl-Ruténio.Gastroprotection.Ethanol.Naproxen.PathwayNO /cGMP/Katp



LISTA DE ABREVIATURAS

AINEs — Antiinflamatdrios ndo esteroidais
AMPc — Monofosfato ciclico de adenosina
AP1 — Fator transcricional do tipo AP1
GMPc — Monofosfato ciclico de guanosina
cNOS — NO sintase constitutiva

COX - Ciclooxigenase

COX1 - Ciclooxigenase do tipo 1

COX2 - Ciclooxigenase do tipo 2

DMSO - Dimetil sulféxido

eNOS — NO sintase endotelial

ERO — Espécies reativas do oxigénio

K atp — Canais de potéssio sensiveis ao ATP
KDa - Kilo déltons

Kg — Kilograma

GC — Guanilato ciclase

Gl - Gastrintestinal

GSH - Glutationa reduzida

INOS — NO sintase induzivel

MDA - Malondialdeido

NF-kB — Fator nuclear kappa B

NO — Oxido nitrico

NOS — enzima NO sintase

OMS - Organizagdo Mundial de Saude
PK — Proteina quinase

PGE 2 - Prostaglandina E2



rpm — Rotagdes por minuto

SH-NP - Grupos sulfidrilicos ndo-protéicos
TGI — Trato gastrintestinal

TGF-a — Fator de crescimento tumoral

TNF-a — Fator de necrose tumoral o
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1 INTRODUCAO

1.1 Lesdo gastrica versus gastroprotecao

Constantemente, a superficie da mucosa géstrica é exposta a estimulos lesivos como,
suco gastrico, farmacos, toxinas bacterianas e lcool. Estes estimulos agressivos determinam
0 surgimento de uma reacdo inflamatoria coordenada por varios mediadores liberados por
células do epitélio e da ldamina propria, tendo como consequéncia final o desenvolvimento de
lesBes na mucosa e 0 aparecimento de doengas como, por exemplo, gastrite e ulcera péptica.

Inicialmente, acreditava-se que as lesfes gastricas resultavam da acdo da pepsina e do
acido cloridrico fisiologicamente presentes no estémago (WALLACE., 2001). Com a
evolucdo dos estudos foi observado que, além dos fatores enddgenos que promovem agressao,
essa patologia estava, também, associada a fatores exdgenos como ingestdo continua de etanol
e AINEs, estresse, fumo, ingestdo de determinados alimentos, presenca do agente infeccioso
Helicobacter pylori e predisposicdo genética, 0s quais atuariam em conjunto reduzindo a
defesa da mucosa gastrica (WALLACE., 2001).

A leséo gastrica é resultante do desequilibrio entre a acdo produzida pelos agentes
agressores enddgenos como, por exemplo, HCI e pepsina ou exégenos como o etanol e 0s
AINEs, e a capacidade da mucosa gastrica em resistir a agressdo através dos seus mecanismos
defensivos como producdo de muco e bicarbonato, sintese de prostaglandinas e aumento do
fluxo sangliineo (KONTUREK et al., 1998) (Figura 1).



Figura 1 — Mecanismos de defesa e injuria da mucosa gastrica.
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Fonte: Adaptado de Robbins & Cotran (2005).

1.2 Fatores protetores da mucosa géastrica

A concentracdo extremamente elevada de H* no Iimen gastrico e o constante contato
da mucosa gastrica com agentes lesivos exdgenos requerem mecanismos vigorosos de defesa

para o estbmago, entre 0s quais podemos citar:

e Barreira de muco e bicarbonato

E considerada a primeira linha de defesa da mucosa géstrica. O epitélio gastrico é
recoberto por uma continua camada de muco gastrico o qual adere a superficie da mucosa.
Esse muco aderido juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio serve como uma
barreira contra a autodigestdo causada pelo acido e pepsina (ALLEN & FLEMSTROM.,
2005).
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O muco é um importante fator protetor para a mucosa géastrica, sendo este secretado
pelas células epiteliais apicais e é composto por aproximadamente 95% de &gua e 5% de
glicoproteina (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI., 2008). Sua secrecdo € controlada por
horménios gastrointestinais, incluindo a gastrina e a secretina, bem como pela prostaglandina
PGE,, neurotransmissores e autacoides. (FORTNER & FORTNER, 1994). E soltvel quando
secretado, porém forma rapidamente um gel insoltvel que reveste toda a superficie da mucosa
do estbmago, retardando a difusdo de ions e impedindo a lesdo da mucosa por
macromoléculas, como a pepsina (HOOGERWERF & PASRICHA, 2006). Também é capaz
de agir como antioxidante e pode reduzir danos a mucosa promovidos por radicais livres
(REPETTO & LLESUY., 2002).

Ja a secrecdo de bicarbonato pelas células epiteliais gastricas € um dos mecanismos de
defesa da mucosa contra os efeitos nocivos do acido. Ela é regulada por diversos fatores tais
como prostaglandinas, 6xido nitrico, neur6nios aferentes sensiveis a capsaicina, peptideos e
fatores neuronais (AIHARA et al., 2007).

e Epitélio gastrico

O estdbmago possui varias formas de protecdo quando € exposto a altas concentragdes
de acido e uma das estruturas mais importantes para essa protecdo € o epitélio gastrico. Ele é
freqlientemente renovado, sendo as células “velhas” substituidas por células mais jovens. O
epitélio gastrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias (WALLACE, 1997). O
termo “reconstituicdo” refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa, que envolve
migracdo rapida de ceélulas cicatrizantes aos locais lesionados na base da membrana
desprotegida.

O maior estimulo para a divisdo, migracédo, proliferacdo celular e re-epitelizacdo das
lesbes gastricas é dado por fatores de crescimento. Esses fatores produzidos localmente
ativam a proliferacdo e migracdo celular epitelial. A re-epitelizacdo é um processo essencial
porque a barreira epitelial protege continuamente a mucosa contra danos mecanicos e

quimicos.

e Microcirculagao

A microcirculagdo da mucosa € essencial para levar oxigénio e nutrientes para a
mucosa gastrica e remover substancias toxicas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI., 2008),

sendo esta modulada pelo sistema nervoso e por mediadores inflamatorios. Além de suprir a
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mucosa gastrica de oxigénio e nutrientes, a microcirculacdo também participa na regulacdo da
saida do &cido, producdo de muco e secrecdo de bicarbonato. Assim, o fluxo sangliineo
contribui substancialmente para a manutencdo fisiolégica da integridade da mucosa. A
reducdo do fluxo sanguineo estd envolvida na fisiopatologia das lesdes da mucosa gastrica
causadas por stress e pela ingestdo de etanol e AINEs (KAWANO et al., 2000). A difusdo de
acido ou toxina na mucosa resulta em elevagdo do fluxo sanguineo mediada por neurénio

sensorial aferente, limitando danos e facilitando a reparacdo (WALLACE et al., 2001).

e Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) sdo sintetizadas a partir do acido araquidénico, através das
enzimas ciclooxigenases (COX). Ha duas formas de ciclooxigenase, a COX-1 e a COX-2. Ja
foram descritas variantes de remontagem da COX-1 que retém a atividade enzimética, uma
das quais foi chamada de “COX-3” (HOOGERWERF & PASRICHA, 2006). Enquanto a
isoforma COX-1 (constitutiva) produz a maior parte das prostaglandinas na mucosa gastrica
normal, a COX-2 (induzida) atua como um fator importante na cicatrizagdo das Ulceras.
Inicialmente acreditou-se que a COX-2 contribuia para a cicatrizacdo das Ulceras unicamente
através da producdo de prostaglandinas. Entretanto, estudos sugerem que a inibicdo da COX-2
aumenta o tempo de cicatrizacdo das Ulceras tanto por via dependente quanto independente de
prostaglandinas (PERINI et al., 2003).

As PGs estdo envolvidas em uma série de processos fisioldgicos no estdbmago. A
prostaglandina E, (PGE;) e a prostaciclina (PGI,) constituem as principais prostaglandinas
sintetizadas pela mucosa gastrica. A continua geracdo de PGE; e PGI, pela mucosa gastrica é
crucial para a manutencdo da integridade dessa mucosa e protecdo contra agentes
ulcerogénicos e necrotizantes (SZABO., 1991). Quase todos os mecanismos de defesa da
mucosa gastrica sdo estimulados e/ou facilitados pelas PGs. Elas inibem a secrecdo de &cido,
estimulam a producdo de muco e bicarbonato e a secrecdo de fosfolipidios, aumentam o fluxo
sanguineo e aceleram a restituicdo epitelial e cicatrizacdo da mucosa (ROBERT et al., 1979;
HAM & KAUNITZ., 2007).

e Sistema antioxidante

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ocorre durante o metabolismo
celular normal e esté relacionada com a patogénese de diversas doencas, incluindo Ulceras e
inflamacéo gastrointestinal (YOSHIDA et al., 1995; AGNIHOTRI et al., 2007). As ERO
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geradas pelo metabolismo do &cido aracddnico, macrofagos e neutrofilos, podem contribuir
para danos causados na mucosa gastrica (ROSEN & ROGERS, 1990). As ERO causam
inflamacédo e morte celular através da modulacédo das vias de transducédo de sinal, por afetar as
enzimas redox-sensiveis e fatores de transcri¢do, por auxiliar a atividade de proteases e por
estimular a expressdo de mediadores inflamatdrios e moléculas de adesdo (UZUN et al.,
2005).0 papel das ERO na patogénese das lesdes gastricas experimentais agudas induzidas
por estresse, ingestdo de etanol e AINEs é bem conhecido, pois elas causam peroxidacao
lipidica nas membranas, por atacar acidos graxos insaturados. As ERO incluem radicais livres
como os radicais hidroxilas (¢OH"), ou superéxidos (¢O%) e espécies de radicais ndo livres,
como o peroxido de hidrogénio (H,0,).

Organismos aerdbicos possuem sistemas de defesa antioxidantes, incluindo
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos contra efeitos tdxicos das ERO. Um importante
antioxidante no trato Gl é a glutationa reduzida (GSH), que é um tripeptideo composto de
glutamato, glicina e cisteina, existente em praticamente todas as células de mamiferos. Ela
desempenha um grande numero de funcBes essenciais para a célula, incluindo transporte de
aminoéacidos, catalise enzimatica e protecdo contra os efeitos deletérios de radicais livres
enddgenos e metabolitos toxicos (MEISTER., 1991; ROSS., 1988). O ciclo redox da GSH
esta especificamente envolvido na protecdo das células epiteliais gastricas contra a lesdo
causada por etanol (NATALE et al., 2004). A atividade antioxidante da GSH é mediada por
dois mecanismos: Primeiro, a GSH pode diretamente remover radicais livres; segundo pode
funcionar como um substrato para a glutationa peroxidase (GPX), eliminando perdxido de
hidrogénio e hidroperéxidos no citosol e mitocondrias (REED &FARISS., 1984).

 Oxido nitrico (NO)

O NO possui um papel importante na prevencdo e reparo de injurias ao trato
gastrointestinal (TGI), participando no controle da producdo de muco e secregdo de
bicarbonato, bem como na regulacdo do fluxo sangiiineo capilar da parede gastrointestinal,
além de atuar como agente citoprotetor, antiinflamatorio e como complemento aos efeitos
protetores das prostaglandinas no estbmago (MUSCARA & WALLACE, 1999). Whittle e
colaboradores, também verificaram que o NO reduz efetivamente a injdria na mucosa
gastrica provocada por agentes quimicos, como o etanol, além de facilitar a cicatrizacdo do
tecido lesado (WHITTLE et al., 1995). Em 2000, Wallace também prop6s que o NO seria
um importante mediador na defesa da mucosa gastrica, mas paradoxalmente, em varias

situacOes, poderia contribuir para a lesdo da mucosa. A presenca de NO em baixas
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concentracfes estd associada aos efeitos benéficos no TGI, enquanto o NO em altas
concentragcdes pode induzir a formacéo de radicais derivados do nitrogénio, que sdo toxicos
para varias linhagens celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000).

1.3 Modelos de lesdes gastricas

Os modelos experimentais de indugdo de lesdes gastricas agudas tém desempenhado
um importante papel nas pesquisas que visam compreender a Ulcera péptica (LEE., 2000).
Eles atuam por diferentes mecanismos ulcerogénicos e representam o primeiro passo para
determinar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastroprotetora de
determinadas substancias (HIRUMA-LIMA et al., 2000). A atividade gastroprotetora de uma
substancia desconhecida pode ser determinada em animais experimentais utilizando-se trés
modelos agudos: Inducdo de lesdo géastrica por etanol, inducdo de lesdo géastrica por
medicamentos antiinflamatérios ndo esteroidais (indometacina, naproxeno ou acido acetil
salicilico) ou, inducdo de lesdes por estresse. Esses modelos sdo os mais utilizados como
ferramentas de pesquisa porque representam os agentes etioldégicos mais comuns envolvidos

na patologia das lesdes gastricas (EMIM., 1994).

1.3.1 Etanol e lesdo géstrica

Pacientes com doencas relacionadas ao consumo abusivo de etanol possui um
importante papel na gastroenterologia clinica. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o consumo excessivo de etanol resulta em 2,5 milhdes de mortes a cada ano, sendo
que 320.000 jovens com idade entre 15 e 29 anos morrem de causas relacionadas a ingestdo
de etanol, resultando em 9% das mortes nessa faixa etaria. Ainda segundo a OMS, o etanol
é considerado o principal fator de risco nas Ameéricas e o segundo maior na Europa (WHO.,
2011).

O etanol é uma substancia de efeitos complexos, possui efeito necrosante que causa
injuria na mucosa gastrica, e sua ingestdo excessiva pode resultar em gastrite, caracterizada
por edema na mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliagdo celular e infiltracdo de células
inflamatdrias (GUSLANDI, 1987). Os efeitos do etanol no trato gastrointestinal sdo bastante
diversificados, especificamente no estbmago o etanol promove rapidamente a formacéo de
Ulceras, que é devido essencialmente a uma reacao inflamatoria (SZABO et al., 1985) e essa
injuria é causada, inicialmente, pela liberagdo de mediadores inflamatérios que induzem

vasoconstric¢do, isquemia e morte celular (DUFFIN et al., 2008). Ainda neste 6rgdo ele
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também interfere na secrecdo de acido gastrico, um efeito possivelmente mediado pela
histamina e gastrina.

A barreira da mucosa é a principal protecdo do estbmago contra o acido gastrico e o
etanol em altas concentracbes aumenta a permeabilidade epitelial como conseqliéncia de
mudangas no potencial celular, causando re-difusdo de fons H* (DAVENPORT., 1967;
DAVENPORT., 1969). Também causa deplecdo dos grupos sulfidrilas, que sdo necessarios
para a estabilizacdo das membranas celulares, bem como na eliminacdo de radicais livres.
Ainda no estdbmago, o etanol influencia a atividade da musculatura e reduz o fluxo
sanguineo, provocando estase gastrica, congestdo capilar e aumento da permeabilidade
vascular, aumentando os riscos de hemorragias e ulceracdes, associados as injurias
macroscopicas e histoldgicas na mucosa (BODE & BODE., 1997; SANTOS &RAO., 2001).

Como consequéncia dos danos aos microvasos, o etanol promove a liberacdo de
mediadores inflamatdrios e vasoconstricdo de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberacdo de endotelina e degranulacdo de
mastocitos. Eventualmente, esses eventos podem levar a formacdo de mais necrose na
mucosa. Foi verificado que o etanol, de maneira cronica, causa uma adesdo, dose-
dependente, de neutr6filos com consequente dano celular no epitélio gastrico. Contudo, em
altas concentragbes, o etanol provoca lesGes na mucosa gastricas independente de
neutréfilos, como é observado em lesdes agudas (MEDEIROS., 2008). Este tltimo efeito
deve-se a lesdes nos microvasos e diminui¢do do fluxo sanglineo gastrico (KVIETYS et al.,
1990; SZABO et al., 1985).0 etanol também causa deplecdo de muco, possivelmente por
mobilizar os mucopolissacarideos da mucosa para o lumen, reduzindo a capacidade
secretdria de muco do estdmago, contribuindo assim, para a formacdo de Ulceras (CHO et
al., 1983; ISHIHARA et al., 1988). A liberacdo de muco em resposta a aplicacdo de agentes
irritantes possui um papel importante no reparo do epitélio e no processo de restituicao
(ROWN et al., 1992).

O etanol também atua como um agente pro-inflamatdrio, ativando diversos fatores de
transcricdo e causando indugdo do mRNA da COX-2 e inducdo da iINOS. Segundo Lee e
colaboradores o etanol promove a ativacéo dos dois maiores fatores de transcricao das células
eucaridticas, ou seja, do AP-1 e NF-kB, que induzem a formagao de COX-2. Além disso, 0
etanol causa fosforilagdo da MAPK p38, que esta relacionada a mudancas na transcricao de

genes relacionados a inflamacéo (LEE et al., 2005).
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Com base nos conhecimentos produzidos, criamos um esquema adaptado de
Siegmund et al. (2002) e Lee et al (2005) para representar os efeitos agudos e cronicos

do etanol na mucosa gastrica (Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e crénico do etanol
na mucosa gastrica.
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1.3.2 AINEsS e lesdo gastrica

O é&cido acetilsalicilico, sintetizado em 1899, foi o primeiro antiinflamatério néo
esteroidal (AINEs) a ser comercializado (WALLACE, 1997). Douthwaite e Linott
demonstraram, em 1938, que a aspirina causava lesdo gastrica. Entretanto, somente em 1971
foi determinado que o mecanismo de acdo dos AINES, bem como da lesdo gastrica por eles
causada, era devido a inibicdo da sintese de prostaglandinas (WALLACE, 1997). Esta
descoberta inaugurou uma nova fase de pesquisa, onde pode ser melhor definida a funcdo das
prostaglandinas na defesa da mucosa do trato gastrintestinal (TGI).

Inaugurando o final do primeiro século da descoberta da aspirina, surgiram novas
evidéncias cientificas demonstrando que a lesdo géastrica desencadeada pelos AINES possuli
um mecanismo fisiopatoldgico complexo. Os AINEs promovem lesdo gastroduodenal por
dois mecanismos independentes, ou seja, por efeito tdxico direto, em nivel epitelial, sobre os
mecanismos de defesa da mucosa gastroduodenal, resultando em aumento da permeabilidade
celular, inibicdo do transporte i6nico e da fosforilacdo oxidativa, e, sistemicamente,
enfraguecendo os mecanismos de defesa através da inibi¢do da ciclooxigenase (COX), enzima
chave na sintese das prostaglandinas (WALLACE, 2000), sendo este o principal mecanismo
envolvido na toxicidade gastrica dos AINES. Desta forma, os AINEs causam uma reducdo
significativa nos teores de prostaglandinas das mucosas. Varios mecanismos envolvidos na
defesa da mucosa gastrica sao influenciados ou mediados pelas PGS, especificamente a PGl,
e PGE; como, por exemplo, a producdo de muco, o fluxo sangliineo, o turnover, a reparagdo
celular e a imunidade da mucosa. (WALLACE., 1997; WALLACE, 2000).

No inicio da década de 1990, foi estabelecida a existéncia de pelo menos duas
isoformas da COX, denominadas COX-1 e COX-2 (XIE et al., 1991; VANE et al., 1994).
Apesar de apresentarem a mesma funcdo, pesos moleculares semelhantes e similaridade na
sequéncia de aminoacidos, estas isoenzimas sdo codificadas por genes diferentes, entretanto
produzem moléculas idénticas de prostaglandinas e de tromboxanos, com 0s mesmos efeitos
biologicos (HALTER et al., 2001).Dependendo da isoforma de COX envolvida, a producdo
destes eicosanoides (prostaglandinas e tromboxanos) é realizada por vias diferentes e em
quantidades diversas (HALTER et al., 2001). Outras diferencas entre a COX1 e a COX2 séo a
distribuicdo nos diversos tecidos e os mecanismos envolvidos na regulacdo da sua expresséo.
A COX-1, tambem chamada de constitutiva esta presente em grande quantidade na maioria
dos tecidos e é de fundamental importancia na protecdo da mucosa gastrica, enquanto a COX-

2, chamada de indutiva, aparece em quantidades baixas sob condi¢Oes basais, mas sua
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expressdo é induzida por estimulos inflamatérios como fatores de crescimento (FC), citocinas
e injaria tissular (XIE et al., 1991; WALLACE, 1997). Assim, acredita- se que as
prostaglandinas produzidas no tecido gastrico normal séo provenientes da COX1 (HALTER
et al., 2001). Os AINEs “classicos” bloqueiam predominantemente a COX1 (HALTER et al.,
2001). Recentemente, foram desenvolvidos AINEs com uma alta seletividade para a COX2
(celecoxib, rofecoxib), tendo sido demonstrado, tanto em animais quanto em seres humanos,
que esta nova classe de farmacos apresenta uma menor toxicidade gastrica
(SCHMASSMANN et al., 1998; SIMON et al., 1999; EMERY et al., 1999; LAINE et al.,
1999; HAWKEY et al., 2000a; SILEVERSTEIN et al., 2000).

Essas drogas demonstraram certa habilidade em ndo alterar a sintese de PG no
estdmago, reduziram a incidéncia de lesdo sobre a mucosa do TGI e diminuiram a anemia
originada por sangramento gastrico (HAWKEY, 2001). Apesar de alguns estudos
demonstrarem a baixa incidéncia de efeitos lesivos sobre a mucosa géastrica de humanos
induzidos por inibidores seletivos para COX-2. Estudos recentes vém demonstrando um papel
relevante da COX2 na defesa da mucosa gastrintestinal. Um estudo realizado em 1995 por
Langenbach observou que camundongos “knockout” para COXI1 desenvolvem erosdes
gastricas pela indometacina, um dos mais potentes AINES, mostrando que outros
mecanismos, além da inibicdo da sintese das PGS, podem estar envolvidos no fenbmeno
(LANGENBACH, 1995).

Wallace e colaboradores mostraram que um inibidor seletivo da COX-1 (SC-560)
reduziu o fluxo sanguineo na mucosa gastrica, sem alterar a adesdo de leucdcitos nas vénulas
mesentéricas ou causar lesGes gastricas. Por outro lado, um inibidor seletivo da COX-2
(celecoxib) causou um aumento da adesdo de leucdcitos nas vénulas mesentéricas, sem alterar
fluxo sanguineo na mucosa gastrica ou causar lesdes gastricas. Somente com a administracéo
concomitante de inibidores seletivos para COX-1 e COX-2 foi possivel desencadear lesdes
gastricas (WALLACE et al., 2000). Ademais, Konturek et al demonstraram que durante a
adaptacdo da mucosa gastrica a aspirina ocorre um aumento da expressdao de COX-2, num
mecanismo compensatdorio (KONTUREK et al., 1998).

Ha& varios anos, ja se conhecia a capacidade dos AINEs em reduzir o fluxo sangliineo
na mucosa gastrica (KITAHORA et al.,, 1987; GANA et al., 1987). Entretanto, o
conhecimentoda existéncia da lesdo no endotélio vascular decorrente da administracdo dos
AINEs ¢é relativamente recente. Este tipo de lesdo € semelhante a lesdo gastrica observada em
modelos de isquemia - reperfusdo, onde neutrofilos tem um papel importante (WALLACE,

1997). Em 1993, Wallace e colaboradores desenvolveram os primeiros trabalhos
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demonstrando o papel dos neutréfilos na génese da lesdo gastrintestinal por AINEs
(WALLACE et al.,, 1993). Eles mostraram que a indometacina, foi capaz de desencadear
um aumento no namero de neutrofilos aderidos ao endotélio e que a neutropenia induzida por
metotrexate ou pelo soro anti-neutrofilico inibiram a lesdo gastrica induzida por AINES
(WALLACE et al., 1990). Em 1991, o0 mesmo grupo mostrou que 0 uso de anticorpos
monoclonais contra a subunidade B do complexo de proteinas de adesdao CD11/CD18 inibiu a
lesdo causada por AINEs (WALLACE et al.,, 1991). Assim, Morise e colaboradores
demonstraram que a expressdo de proteinas de adesdo endoteliais, ICAM-1 e P-selectina,
estavam aumentadas no modelo de gastropatia induzida por AINEs (MORISE et al., 1998) e
que camundongos deficientes para CD18 ou ICAM-1ou P-selectina apresentaram uma lesdo
gastrica menor do que os animais ndo deficientes, demonstrando, assim, a importancia da
expressao destas proteinas de adesdo na génese da lesdo gastrica por AINEs (MORISE et al.,
1999).

O TNF-a € outro mediador importante na gastropatia induzida por AINEs. Foi
demonstrado que a inibicdo da sintese de prostaglandinas por AINEs €é capaz de aumentar a
producdo de TNF—a (UTSUNOMIYA et al., 1994; MARTICH et al., 1991; GONCALVES
DE MORAES et al., 1996). Santucci et al. demonstraram que drogas responsaveis pela
diminuicdo da producdo de TNF—a protegem a mucosa gastrica e previnem a infiltracdo de
neutrdfilos induzidas pela administracdo de indometacina, e substancias que aumentam a
producdo de TNF-a provocam o aumento tanto da lesdo gastrica quanto da infiltracdo de
neutréfilos (SANTUCCI et al., 1995). Souza et al. demonstraram em um modelo de lesdo
gastrica por indometacina em camundongos, que o tratamento com fucoidina reduziu a lesdo
gastrica e a infiltracdo de neutréfilos induzidos por indometacina (SOUZA et al., 2004). Com
base nos conhecimentos produzidos, Wallace, propds um esquema para representar os eventos

envolvidos na fisiopatologia da lesdo gastrica induzida por AINEs (Figura 3).



Figura 3 - Esquema representativo dos componentes envolvidos na fisiopatologia da
lesdo géstrica por AINEs.
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Fonte: WALLACE, 1997.

1.4 Tratamentos antiulcerogénicos
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Durante séculos, as solucdes terapéuticas para o tratamento dos sintomas dispépticos

foram sempre a de neutralizar o conteldo gastrico &cido utilizando antiacidos e dieta

alimentar. Tal cenario sé foi modificado no inicio dos anos 70 onde 0s receptores de

histamina H, foram definidos através da utilizacdo de antagonistas seletivos como a
cimetidina e a ranitidina (BLACK et al.,, 1971; BHATNAGAR & SISODIA, 2006).
Algum tempo depois, foram desenvolvidas drogas citoprotetoras, como o misoprostol, um

analogo da PGEL. A prostaglandina no estbmago inibe a secrecdo acida, enquanto estimula a

secrecdo de muco e bicarbonato (HAWKEY, 2001).
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Mais recentemente, outra classe de farmacos gastroprotetores foi introduzida, os
chamados inibidores da bomba protonica ou H*, K* ATPase, responsavel pela secregio acida
gastrica. A substancia padrdo dessa classe de farmacos € o omeprazol, sendo este capaz de
inibir a secrecdo acida por inativacio da bomba H*, K ATPase através da formagdo de
ligacGes dissulfeto entre as moléculas reagentes do omeprazol com a H*, K" ATPase (OLBE
et al., 2003).Atualmente, estes agentes anti-secretdrios representam uma das melhores opc¢des
na terapia contra os sintomas dispépticos (GISBERT, 2005), entretanto seu uso prolongado
tem sido associado a incidéncia de fraturas e cancer (YANG et al., 2006; LEEDHAM et al.,
2007).

Assim, o tratamento atual das dispepsias se limitou ao usoinibidores da bomba
protdnica e tratamento da bactéria Helicobacter pylori. Sendo necessario um periodo de 2 a 4
semanas para se observar a melhora das lesGes. Logo, ainda ndo existe uma droga 100%
efetiva para o tratamento das lesdes gastroduodenais (ALPER, 1993). No Brasil, existem
centenas de milhares de casos envolvendo esse tipo de morbidade, o que significa um
problema de salde publica importante e nos leva a crer que estudar substancias com potencial

atividade antiulcerogénica é de grande importancia.

1.5 Nitrosilo complexos de ruténio

O &xido nitrico (NO) é capaz de servir como ligante para uma variedade de metais de
transicdo, como, por exemplo, ferro, cobalto, ruténio, crémio, entre outros (RITCHER-ADDO
& LEGZDINS, 1992; TFOUNI et al., 2003). Espera-se que 0s compostos de ruténio sejam
melhores carregadores de NO por serem menos tdxicos que outros complexos, e por
oferecerem vantagens em sua sintese quando comparados a compostos de ferro. (BUTLER et
al., 2003; TORSONI et al., 2002). O ruténio é o elemento que mais forma complexos
Nitrosilo (CALANDRELLI & TFOUNI, 2005). A habilidade dos complexos de ruténio
com ligante Nitrosilo de atuar como captadores ou liberadores de NO e por consequéncia
possivelmente atuarem como farmacos no tratamento de varias patologias como, por exemplo,
na hipertensao arterial tem despertado muito interesse no estudo de suas propriedades visando
uma aplicabilidade clinica. (CALANDRELLI & TFOUNI, 2005). Além disso, complexos
metalicos contendo o ion nitrosilo (NO™) na esfera de coordenacio estdo sendo testados, no
tratamento de diversas doencas dentre as quais doenca de Chagas e leishmaniose (SILVA et
al., 2007; SILVA et al., 2008; VALDEZ et al., 2008).
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A busca de métodos capazes de liberar Oxido nitrico nos organismos a partir de
complexos nitrosilos de ruténio tem sido alvo de muitas pesquisas. Atualmente, uma das
estratégias € utilizar compostos que sejam termicamente estaveis e fotoquimicamente ativos,
ou seja, liberam NO quando submetidos a algum tipo de inducéo fotoquimica. Tendo em vista
o conhecimento das propriedades de complexos de ruténio com ligante Nitrosilo, uma série de
compostos foram desenvolvidos e estudados, dentre eles encontram-se os complexos
estudados pelos grupos de pesquisa do Prof. Dr. Luiz G. de Franca Lopes, Prof. Dr. Elia
Tfouni e da Profa. Dra. Lusiane M. Bendhack, que ao longo da Gltima década tem sintetizado,
caracterizado e estudado propriedades de complexos de ruténio contendo ligante nitrosilo em
sua esfera de coordenacdo.

O controle da velocidade de liberacdo de NO pela modificacdo na estrutura do
composto (isto é: na esfera de coordenacao) pode ser util para a confec¢do de complexos com
efeitos bioldgicos desejaveis. Assim, muitos complexos nitrosilos de ruténio tém sido
sintetizados com esta finalidade e suas propriedades bioldgicas tém sido testadas como € o
caso das tetraminas de ruténio [Ru(NO)(Hedta)] e do trans-[Ru(NO)(CI)(Cyclam)]*
sintetizadas por Tfouni e colaboradores (TFOUNI et al., 2003) e dos complexos trans-
[Ru(bpy)2-(SO3)(NO)](PFs) e cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFe) sintetizados pelo grupo de Lopes e
colaboradores (SILVA et al., 2006).

H& alguns anos, os complexos nitrosilos de ruténio doadores de NO vem sendo
testados em varios sistemas. Em 2007, Bonaventura e colaboradores utilizando aorta de rato
demonstraram potente efeito relaxante no endotélio vascular por parte deste grupo de
doadores de NO (BONAVENTURA et al.,, 2007). Cerqueira 2008 utilizando o composto
Rut-caf demonstrou relaxamento significativo no tecido cavernoso animal e humano
(CERQUEIRA., 2008). O grupo de Bendhack et altem estudado varios complexos de ruténio
sendo que eles mostraram aspectos distintos quanto as suas propriedades fisico-quimicas e
farmacologicas, dentre os complexos de ruténio caracterizados ate entdo por esse grupo, 0
trans-RuCl([15]aneN, )NOJ** (15-ANE) induz relaxamento vascular na presenca de agente
redutor com efeito maximo comparavel ao NPS (BONAVENTURA et al., 2004).

Atualmente, o grupo de pesquisa do laboratério de bioinorganica (LABIO) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara sob a
lideranca do professor Luiz Gonzaga de Franca Lopes vem desenvolvendo estudos de sintese,
caracterizagdo e reatividade de nitrosilo complexos de ruténio do tipo [Ru(bpy).L(NO)] ™,
principalmente com respeito a liberacdo de Oxido nitrico por essas espécies a partir de

estimulo quimico, eletroquimico e/ou fotoquimico (SILVA et al., 2010; HOLANDA et



33

al.,2008; LOPES et al., 2000). Dentre os compostos desenvolvidos por este grupo, O
complexo [Ru(bpy)2(SO3)NO](PFs) vem demonstrando promissores resultados como, por
exemplo, inibicdo da enzima NADPH do Tripanossma Cruzi (SILVA., 2010) , bem como
atividade na resposta imunologica contra fungo (PAVANELE., 2011). Este composto
apresenta liberacdo de NO tanto por estimulo quimico, através de reagdes com tidis (SILVA
etal., 2011) , como fotoquimico (CANDIDO., 2011) e eletroquimico (SILVA., 2006).
Diante da variedade de mecanismos envolvidos na acao destas substancias, decidimos

avaliar a possivel atividade gastroprotetora do composto [Ru(bpy)2(SO3)NO](PFs).
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2 JUSTIFICATIVA

As lesbes gastricas, relacionadas ao consumo excessivo de medicamentos
antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) ou de etanol, possuem um papel importante na
gastroenterologia clinica, uma vez que os pacientes que fazem uso abusivo de AINEs ou
etanol apresentam uma maior predisposicao de vir a ter sintomas dispépticos e hemorragias
(CHAMBERLAN, 1993).

O etanol afeta a estrutura e funcdo de varios elementos do trato gastrintestinal e seu
consumo de forma indiscriminada resulta em 2,5 milhdes de mortes a cada ano e representa
9% das mortes entre os jovens com idade entre 15 e 29 anos (WHO., 2011).

Ja os AINEs constituem uma das classes de farmacos mais prescritas no mundo.
Sendo a toxicidade gastrintestinal a maior limitacdo para o uso desses medicamentos.
Gastropatias associadas ao uso de AINEs continuam sendo um grave problema de saude que
ndo foi solucionado com a introducdo dos inibidores seletivos da COX-2 (JUGDUTT et al.,
2007).

Atualmente, os farmacos com agdo anti-secretoria gastrica, como os inibidores da
bomba de protons, representam a principal opcéo na terapia destas patologias (GISBERT et
al., 2005), porém o uso prolongado destes agentes esta associado a incidéncia de fraturas e
cancer (YANG et al., 2006; LEEDHAM et al., 2007). O conhecimento da fisiopatologia das
lesGes gastricas por AINEs e etanol, bem como dos mecanismos envolvidos na defesa da
mucosa gastrica a agressdes externa, contribui para o desenvolvimento de novas estratégias
para o tratamento e profilaxia destas lesdes.

A intensa investigacdo relacionada as funcdes bioldgicas do éxido nitrico (NO)
demandam fontes exdgenas de doadores de NO como ferramenta de pesquisa e como
farmacos. Desde meados dos anos 80, o desenvolvimento de novos doadores de NO tem
oferecido varias vantagens sobre doadores mais antigos, como liberacdo espontanea de NO e
liberacdo sob taxas controladas visando especificamente alguns tecidos, além disso,
diferengas estruturais dos diversos doadores de NO tém levado a reatividades e mecanismos
de liberacao consideravelmente variados.

Nitrosilo complexos de Ruténio formam uma classe de compostos que podem ser
utilizados como agentes potencionalmente capazes de liberar NO in vivo (ALLARDYCE &
DYSON., 2001; TFOUNI et al., 2003). Farmacos baseados no metal ruténio, geralmente
apresentam menos problemas de citotoxicidade do que outros metais. Esta baixa toxicidade
pode ser devida a semelhanga do ruténio com o ferro (ALLARDYCE; DYSON, 2001). A
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habilidade dos complexos metalonitrosilos de atuar como liberadores de NO tornam estes
compostos candidatos a atuarem como futuros farmacos no tratamento de varias patologias
como, por exemplo, na hipertensdo arterial (CALANDRELLI & TFOUNI, 2005).
Atualmente, os complexos metalicos contendo o fon nitrosilo (NO") na esfera de
coordenacdo estdo sendo testados, no tratamento de diversas doengas dentre as quais cancer,
doenca de Chagas e leishmaniose (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2008; VALDEZ et al.,
2008). Entretanto, faltam estudos avaliando um possivel efeito protetor desses complexos
nos processos inflamatorios induzidos por estimulos lesivos como, por exemplo, etanol e
AINESs no estdmago.

Sendo assim, diante da variedade de mecanismos envolvidos na acdo destas
substancias, decidimos avaliar a possivel atividade gastroprotetora do composto
[Ru(bpy)2(SO3)NO](PFs) em modelos de lesdo gastrica, bem como avaliar

farmacologicamente os mecanismos envolvidos na resposta gastroprotetora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v

Avaliar o efeito do composto doador de NO nitrosil-ruténio
(Cis[Ru(bpy).SOsNO]*(PFe)) na defesa da mucosa gastrica em modelos experimentais
de lesdo géstrica em camundongos, bem como estudar a participacdo da guanilato
ciclase soltvel (GCs) e dos canais de Katp neste efeito.

3.2 Especificos

v

Testar a acdo do nitrosil-ruténio na lesdo gastrica macroscopica e microscopica
consumo de glutationa e aumento da peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica,

induzidos pela administragéo de etanol 50%;

Testar o efeito do nitrosil-ruténio na secrecao acida gastrica
Padronizar um modelo de lesdo gastrica por haproxeno em camundongos swiss

Avaliar o efeito do tratamento com nitrosil-ruténio na lesdo gastrica macroscopica e
microscopica, aumento de mieloperoxidase (MPO) e adeséo neutrofilica induzida por
naproxeno, bem como estudar o envolvimento das citocinas TNF-o e da IL-1p neste

evento.

Estudar a participacdo da guanilato ciclase solivel (GCs) e dos canais de Karp NO
efeito protetor do nitrosil-ruténio em modelos de gastropatia por etanol 50% e

naproxeno.

Comparar o efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio com o doador de NO padrédo

nitroprussiato (NPS) em modelos experimentais de lesdo gastrica em camundongos
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Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster,
adultos, machos e fémeas, pesando entre 25 e 30 gramas. Os animais foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara — UFC. Os animais foram acondicionados
em caixas de polipropileno, num ambiente com temperatura de 22 + 2°C com ciclos de
claro/escuro de 12h em 12h recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua “ad libitum” . Os

animais foram colocados em jejum de sélido por 18-24h antes dos experimentos.

4.2 Aspectos Eticos

Os protocolos desenvolvidos neste trabalho foram de acordo com os Padrdes de
Uso de Animais de Laboratorio da UFC. A pesquisa foi previamente submetida a Comissao
de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (Protocolo n° 33/10) (ANEXO 01).

4.3 Sintese do complexo Nitrosil-Ruténio

O composto nitrosil-ruténio foi sintetizado no laboratério de bioinorgénica (LABIO)
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara,
conforme técnica descrita por Silva et al, 2006. A rota sintética do complexo de ruténio do
tipo (Cis-[Ru(bpy).SOsNO]" (PFs) cuja formula estrutural é apresentada na figura 4 ¢
constituida pelas etapas descritas abaixo na figura 5.



Figura 4 - Estrutura do composto doador de NO (Cis-[Ru(bpy),SOsNO]" (PFs) .
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(A) Estrutura tridimensional. (B) Estrutura plana do complexo de ruténio.

Figura 5: Rota sintética do complexo de ruténio (Cis-[Ru(bpy).SO3sNO]" (PFe)

150 mg de cis-Na[Ru(bpy),SOsNO,]

15 mL de Metanol
3 mL de HTFA (70%)

v

[ Cis-[Ru(bpy),SOsNO]* }

NH,PF;

Cis-[Ru(bpy),SOsNO]" (PF¢)
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O complexo [Ru(bpy)2(SO3)NO](PF6) apresenta liberacdo de NO tanto por estimulo

quimico, através de reagGes com tiois, como fotoquimico e eletroquimico (SILVA., 2006;

SILVA et al., 2011; CANDIDO., 2011)
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Neste trabalho, para facilitar o entendimento iremos denominar o complexo Cis-

[Ru(bpy)2SO3NO]" (PFe) de nitrosil-ruténio (Rut-NO) e a parte do complexo sem a molécula
de NO de ruténio (Rut).

4.4 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

AN N N SR W R NN

AN N NN Y N N N N U N N N N NN

Balanca Analitica Ohaus AS2600

Balanca Analitica Marte AI200

Bequers

Centrifuga Eppendorf 5804R

Centrifuga de eppendorf Revan, ciclo |

Canula para gavagem

ELISA ELX 800 - Biotek

Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys
Homogeneizador de tecidos Ultra-turraz T8 e Dispergierstation T8.10 da lka
Labortechnik

Lupa

Maquina fotografica digital (Sony Cybershoot, 7.2 mpx)
Material cirurgico

Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N
Membrana de 0,22 um (Tipo GS, Millipore)
Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 pL
Microscopio intravital Nikon

Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
Microscopio Leica acoplado a computador

Micrétomo Olympus

Paquimetro digital Mitotoyo

Placas para leitora de ELISA-96 po¢os

Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

Seringas (B-D Plastipak)

Sonicador

Vidrarias
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4.5 Drogas utilizadas

v Anticorpos para TNF-a e IL-1p

v Etanol Absoluto (FLUKA)

v Glibenclamida (Sigma- Aldrich), diluida em solucdo de NaOH 0,01 N com 4% de
glicose

v Histamina (Sigma- Aldrich)

v Naproxeno (Sigma- Aldrich), diluido em carboximetilcelulose 0,5%

v 0ODQ (1H- 1,2,4 oxadiazolo [4,3-a]quinoxaline-1-one) (Sigma- Aldrich), diluido em
DMSO 1%.

v Omeprazol (Sigma-Aldrich)

4.6 Solucdes

v Solugéo Salina
Cloreto de Sodio a 0,9% estéril

v Formol 10 %
FOrmol AbSOIULO =---=-mmm = m e e e 10 ml
T N Lo ] T S — 90 ml

v Acido tricloroacético (TCA) 100%

v Dimetil sulféxido (DMSO) 100%

v Glicose 4%
GlICOSE —-mmmmm oo e 49
Salina 0,9%0 -----m--mmmm o 100 ml

v Solucdo de NaOH 0,01N
\E{0] o [FE———————— S 4q
Agua destilada --=--========mmmm e 1L

v Solucdo de NaOH 0,05N
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v Tampéo Tris
Hidroximetil aminometano (TriS) ---------=-==-=====mmmmmm oo 6,19
Agua destilada ----=-======mmmmmmmm e 500 ml
O pH do tampao foi acertado para 8,0

v EDTA0,2M
ED T A —mmm oo - 1,737 g
H-O destilada ----=-=-=======nmmeemeome e --- 23,3 ml

TrIS ==--=-mmmmeemeeeee = e e e e e e e e e 4,849
EDTA 0,2 M ---------m-m oo e 10,0 ml
H20 destilada ----=-=-=====nmmemm e e 90,0 ml

v DTNB 0,01 M

4.7 Protocolo 1 - Dosagem de nitrito/nitrato no contetdo gastrico

Para avaliar a liberacdo de NO na mucosa gastrica, camundongos swiss foram postos
em jejum de 18-24 horas, antes do experimento, 0s animais foram pré-tratados com salina,
nitrosil-ruténio (doador de NO; 3mg/Kg, v.0) ou ruténio (carreador de NO; 2.3mg/Kg, Vv.0),
1h antes da realizacdo da cirurgia de ligadura da juncdo duodenogastrica. Transcorridas 4
horas da cirurgia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, a juncédo
esofagogastrica foi ligada para evitar a perda do conteldo secretado e o estbmago foi
removido. Em seguida, os estbmagos foram lavados com &gua destilada, secos com papel de
filtro e mantidos em placa de petri sob gelo. Seccionou-se o estdmago ao longo da grande
curvatura e o contetdo gastrico foi recolhido em criotubos imersos em gelo. Os tubos foram

centrifugados a 4500 rpm/15 min. O sobrenadante do conteddo gastrico foi estocado a -70°C
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para a dosagem de nitrito/nitrato. A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador da
producdo de Oxido nitrico, por meio da determinagdo do conteudo total de nitrito/nitrato (NO2’
/NO3") no suco gastrico. A dosagem de NO, foi feita pelo método colorimétrico baseado na
reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Para o ensaio, 100 ul do contetdo géstrico foram
adicionados em uma placa de 96 pocos e incubados por 12 horas com 40 ul de tampéo
contendo a enzima nitrato redutase. (BENJAMIM et al., 2000). Em seguida, foram
adicionados 80 pL do reagente de Griess em cada poco da placa e incubados por 10 min a
temperatura ambiente, sendo posteriormente determinada a absorbancia em leitor de ELISA
no comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo de NO; foi determinada a partir de uma

curva padrdo de NaNO, (0,78- 200 uM), processada de maneira semelhante.

4.8 Protocolo 2 — Modelo de lesdo gastrica induzida por etanol 50% em camundongos

4.8.1 Avaliacdo do efeito protetor do nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo gastrica

induzida por etanol 50% em camundongos: curva dose-efeito

Os animais foram pré-tratados, por gavagem, com salina, nitrosil-ruténio (Rut-NO)
nas doses de 0,3, 1, 3 ou 10 mg/kg ou ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/kg. Ap6s 30 min, a
lesdo géstrica foi induzida pela administracdo de etanol 50% (0,5 ml/ 25g), também por
gavagem, de acordo com MEDEIRQOS, 2009. Os grupos controles receberam apenas solucao
salina ou salina + etanol 50%. Os animais foram sacrificados 1 hora apds a administracdo do
etanol por deslocamento cervical e 0s estbmagos foram rapidamente removidos e abertos ao
longo da grande curvatura para o estudo dos efeitos da droga (KO; CHO, 1998). Os
estdbmagos foram, entdo, estirados e fotografados com camera digital para posterior anélise e
medicbes das alteracbes macroscopicas com uso de um programa de planimetria
computadorizada (ImageJ)®. A seguir, foram retirados 2 fragmentos do corpo gastrico do
animal e essas amostras foram, entdo, pesadas e congeladas a -80°C para posterior
determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA). Outra

amostra de tecido foi retirada para analise histopatologica.
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4.8.2 Papel da guanilato ciclase soltvel (GCs) no efeito protetor do nitrosil-ruténio (Rut-
NO) na lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para a avaliacdo do papel da guanilato ciclase soluvel (GCs) no efeito
gastroprotetor do nitrosil-ruténio, os animais foram tratados com ODQ (inibidor seletivo da
enzima guanilato ciclase solGvel) na dose de 10 mg/kg, por gavagem. Apo6s 30 min, foi
administrado o nitrosil-ruténio na dose de 3 mg/kg, também por gavagem. Depois de meia
hora da aplicacdo do ODQ foi administrado etanol 50% (0,5 ml/25g, por gavagem) para
induzir a lesdo géastrica. Os grupos controles receberam apenas solucdo salina ou salina +
etanol 50%. Uma hora ap6s a administracdo do etanol, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical a lesdo gastrica foi avaliada de acordo com o método descrito
anteriormente. Amostras do estdmago foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C para
dosagem de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA). Outra amostra de tecido foi
retirada para andlise histopatolégica.

4.8.3 Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) no efeito gastroprotetor do
nitrosil-ruténio (Rut-NO)

Para identificar a participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes no efeito
gastroprotetor do nitrosil-ruténio, os animais foram pré-tratados com glibenclamida (droga
bloqueadora seletiva dos canais de potassio sensiveis ao ATP) na dose de 10 mg/Kg, via
intraperitoneal (MEDEIROS et al, 2009). Apés 1 hora, os animais receberam o nitrosil-
ruténio (3 mg/Kg, por gavagem). Trinta minutos depois, a lesdo gastrica foi induzida pela
administracdo de etanol 50% (0,5 ml/ 25g, por gavagem). Os grupos controles receberam
apenas solucdo salina ou salina + etanol 50%. A gastroprotecdo foi avaliada como descrito
anteriormente. Amostras do estomago foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C para
dosagem de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA). Outra amostra de tecido foi

retirada para analise histopatologica.
4.8.4 Avaliacdo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos
Para o estudo histopatologico, uma amostra do estdmago foi fixada numa solugédo

de formol 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram transferidas

para uma solucdo de alcool 70%, onde permaneceram até a realizacdo dos procedimentos
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histoldgicos. Logo ap6s, o material bioldgico foi seccionado e embebido em parafina. Foram
feitos cortes de cinco micrometros, colocados numa lamina e corados com hematoxilina-
eosina para o estudo no microscopio optico. As amostras foram avaliadas de acordo com o0s
critérios de Laine & Weinstein (1988), sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de
0-3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracdo de células inflamatorias (escores de 0-3), sendo 14 o escore mé&ximo. Toda a

avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.

4.8.5 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica de

camundongos

Uma amostra de tecido do estdmago foi utilizada para determinar a concentracdo
de glutationa reduzida (GSH) de acordo com o método de Sedlak & Lindsay (1968). A
determinacdo de GSH neste método baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, o DTNB, com
o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido, o acido 2-nitro-5-tiobenzoico. Um
segmento de tecido da mucosa gastrica pesando entre 50-100mg foi homogeneizado em
EDTA 0.02M (1mL/100g de tecido). A uma aliquota de 400 pL de tecido homogeneizado foi
adicionado 320 uL de agua destilada e 80 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 50%. Em
seguida o material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Depois de centrifugado, 400
pL do sobrenadante foram misturados a 800 pL de tampéo Tris 0.4 M (pH 8.9). Por fim, foi
adicionado 20 pL de DTNB (5,5 -dithio-bis (2- nitrobenzoico &cid) 0,01M). O material foi
entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia foi mensurada a 412 nm em
espectrofotdmetro. A concentragdo de glutationa/g de tecido foi determinada a partir de uma
curva padrdo de glutationa reduzida, processada de maneira semelhante. Os resultados foram

expressos em pg de GSH/g de tecido.

4.8.6 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de

camundongos

Os niveis de malondialdeido na mucosa gastrica foram determinados pelo método de
Mihara e Uchiyama (1978) o qual se baseia na determinacdo do precursor de MDA pelo teste
do tiobarbitdrico. Fragmentos da mucosa gastrica de camundongos pesando entre 100 e 150
mg foram homogeneizados com KCI 0,15M para obtencdo de um homogenato a 10%. Em

seguida, 250uL do homogenato foi adicionado em um tubo de ensaio, seguido da adicdo de
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1,5 mL de H3PO,4 (1%) e 500uL de uma solucdo de &cido tiobarbitdrico a 0,6%. Em seguida,
0s tubos foram colocados em um banho Maria a 100 °C durante 45 min. As amostras foram,
entdo, retiradas do banho e resfriadas em agua corrente, seguida da adicdo de 2 mL de n-
butanol e agitacdo durante 1 min. em um misturador “vortex”, e depois centrifugados a 1200
rpm/15 min.O sobrenadante foi mensurado em espectrofotometro utilizando-se 0s
comprimentos de onda de 520 e 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido

a partir de uma curva-padrao.

4.9 Protocolo 3 - Atividade antisecretoria gastrica

Camundongos em jejum de 18-24h, receberam por via oral nitrosil-ruténio (3mg/kg),
ruténio (2.3mg/kg), omeprazol (10mg/kg) ou salina. Apds uma hora os animais foram
anestesiados com tribromo 2,5% (1 ml/100g), fixados em decubito dorsal e submetidos a
tricotomia da parede abdominal. Através de uma incisdo de 2 cm na regido epigastrica, 0
estdmago foi localizado e o piloro amarrado com linha cordoné. Transcorridas 4 horas da
cirurgia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, a cardia foi amarrada para
evitar a perda do contetido secretado e o estdbmago foi removido. Os estbmagos foram lavados
com 4&gua destilada, secos com papel de filtro e mantidos em placa de petri sob gelo.
Seccionou-se 0 estdmago ao longo da grande curvatura e o suco gastrico foi recolhido em
criotubos imersos em gelo. Os tubos foram centrifugados a 4500 rpm/15 min. O sobrenadante
do suco gastrico foi medido com o auxilio de uma seringa graduada e a acidez total foi
determinada através de titulagdo com NaOH 0,01N utilizando fenolftaleina 2% como
indicador acido-base (REITMAN et al.,, 1970). Um grupo de animais recebeu histamina
(10mg/Kg, via intraperitonial) administrada imediatamente antes do procedimento de ligadura

como controle positivo do método.

4.10 Protocolo 4 — Modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno (NPX)

4.10.1 Padronizagdo do modelo de lesdo gastrica induzida por NPX em camundongos

4.10.1.1 Curva dose efeito

A lesdo géstrica foi induzida pela administracdo por gavagem de NPX nas doses de

30, 100 ou 300 mg/kg diluido em carboximetilcelulose (CMC) 0,5%. O grupo controle
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recebeu apenas o veiculo (CMC). Decorridas 06 horas apdés a administracdo do NPX, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os estdbmagos foram retirados
rapidamente e abertos pela grande curvatura. A avaliacdo das lesdes da mucosa gastrica foi
realizada depois do Orgdo ser estirado. A mensuracdo das erosfes lineares foi realizada
utilizando-se um paquimetro digital e uma lupa com aumento de cerca de 3X. O indice de
leséo (I.L) foi considerado como a somatoria das extensdes de todas as erosdes encontradas na
mucosa do 6rgdo (SANTUCCI, et al 1994). Em seguida, 01 fragmento do corpo do estdmago
de cada animal foi retirado e fixado em formol a 10% para posterior avaliacao

histopatologica.

4.10.1.2 Curva tempo resposta

A lesdo gastrica foi induzida pela administracdo por gavagem de NPX (300
mg/Kg), diluido em carboximetilcelulose 0,5%. O grupo controle recebeu apenas o veiculo
(CMC). Decorridas 3, 6, 12 ou 24 horas apds a administracdo de NPX, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e os estbmagos foram retirados rapidamente e abertos
pela grande curvatura. A mensuracao das lesées da mucosa gastrica foi realizada, conforme ja

descrito.

4.10.2 Efeito protetor do nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo gastrica induzida por

naproxeno em camundongos

Os animais foram pré-tratados, por gavagem, com nitrosil-ruténio (Rut-NO) na
dose de 3 mg/kg ou ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/kg. Apds 30 min, a lesdo gastrica foi
induzida pela administracdo de naproxeno (NPX) na dose de 300mg/Kg, também por
gavagem. O grupo controle recebeu apenas salina. Os animais foram sacrificados 6 horas ap6s
a administracdo do NPX por deslocamento cervical e os estbmagos foram rapidamente
removidos e abertos ao longo da grande curvatura para o estudo dos efeitos da droga. A
avaliacdo das lesbes da mucosa gastrica foi realizada depois do 6rgdo ser estirado. A
mensuracdo das erosdes lineares foi realizada utilizando-se um paquimetro digital e uma lupa
com aumento de cerca de 3X. O indice de lesdo (I.L) foi considerado como a somatoria das
extensdes de todas as erosdes encontradas na mucosa do 6rgdo (SANTUCCI, et al 1994). Em
seguida, 02 fragmentos do corpo do estbmago de cada animal foram retirados pesados e

congelados a -80°C para determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) e das citocinas
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TNF-0 e IL-1B. Outro fragmento foi fixado em formol a 10% para posterior avaliacdo
histopatologica.

4.10.2.1 Dosagem de mieloperoxidase (MPO) na mucosa gastrica de camundongos

submetidos a gastropatia por naproxeno (NPX)

Uma porcdo do estdmago foi coletada e incubada com 200uL de tampéo gelado (NaCl
0,1 M, NaPO, 0,02 M, NaeEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos foram
homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material homogeneizado foi
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Realizou-se, um choque hipotonico no
sedimento celular (pellet) com 1000 pul de NaCl 0,2%. Apds nova centrifugacdo a 3000 rpm
por 15 minutos a 4°C, 0 “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO,4 0,05M (pH 5,4) contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir,
0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugacéo,
50 pL do sobrenadante do homogenato do estbmago foram colocados em placa de 96 pogos
para o ensaio. Em cada poco, adicionaram-se 25 uL de TMB (3, 3°, 3, 3-tetramethylbenzidine;
1,6 mM) e 100 pL de H,O; (0,5 mM) e posteriormente a placa foi incubada por 5 min a 37 °C.
A seguir, a reacdo foi interrompida com &cido sulfarico 4 M. Realizou-se a quantificacdo dos
neutréfilos a partir de uma curva padréo de neutréfilos (1 x 10° neutréfilos/ pogo/ 50 pL).
Determinou-se a absorbancia em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os

resultados foram expressos como ndmero de neutréfilos/mg de tecido (ALVES-FILHO 2006).

4.10.2.2 Determinacdo da adesdo de neutrdfilos na microcirculagdo mesentérica de

camundongos por microscopia intravital

A adesdo de leucadcitos foi realizada como descrito previamente por DAL SECCO et
al (2004). Com o objetivo de verificar se o nitrosil-ruténio (Rut-NO) interfere na adesdo
leucocitaria induzida por naproxeno, a técnica de microscopia intravital foi realizada nas
vénulas mesentéricas pos-capilares de camundongos pré-tratados por gavagem, com Rut-NO
na dose de 3 mg/Kg. Apos 6 horas a lesdo gastrica foi induzida pela administracdo, por
gavagem, de naproxeno (300mg/Kg) diluido em carboximetilcelulose (CMC) 0,5%. O grupo
controle recebeu apenas o veiculo (salina). Inicialmente os animais foram anestesiados com
uma mistura de ketamina(100mg/Kg)/xilazina(10mg/Kg) via intraperitonial. Em seguida, o
tecido mesentérico foi exposto para observacdo microscépica in situ. Este processo foi

realizado através de uma incisdo longitudinal da pele e do musculo abdominal no lado direito
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do corpo do animal e seguido pela exposicdo do mesentério. Os movimentos respiratérios dos
animais ndo foram afetados durante a preparacdo, e as caracteristicas microcirculatorias
permaneceram basicamente estaveis durante todo o curso do procedimento experimental. Os
animais foram mantidos em uma placa termostaticamente ajustada em 37°C, com uma
plataforma transparente trans-iluminada onde o tecido a ser analisado foi colocado. As veias
selecionadas para o estudo continham vénulas de terceira ordem, definido de acordo com sua
posicdo dentro da rede microvascular. Estas veias corresponderam as vénulas pos-capilares,
com um diametro de 10-18um. A interacdo do leucécito com a superficie luminal do
endotélio vascular foi estudado em um segmento da veia. O nimero de leucdcitos aderidos foi
determinado no intervalo de 10 minutos (FORTES et al, 1991). O leucécito foi considerado
aderido ao endotélio vascular se permanecesse estacionado por um periodo de 30 segundos
(GRANGER et al, 1989). As células aderidas foram expressas como o numero de células por
10um de comprimento na vénula mesentérica. As células foram contadas na imagem gravada

usando trés a quatro diferentes campos para cada animal.

4.10.2.3 Dosagem de TNF-a ¢ IL-1p na mucosa gastrica de camundongos

Amostras do estdbmago de camundongos foram coletadas para analise de citocinas. O
tecido coletado foi homogeneizado em tampdo PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM
Na;HPOy4, 1.5 mM KH,PO, — pH 7.2 - 7.4)e processados como descrito por Safieh-
Garabedian e colaboradores (1995). A deteccdo de IL-1 e TNF-a foi determinada no
sobrenadante do macerado da amostra por ELISA (CUNHA et al., 1993). Placas de 96 pocos
foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1 ou anti- TNF-o. murino (4pg/mL,
DuoSet ELISA Development kit R&D Systems Catalog DY501 e DY510 respectivamente).
Apos sensibilizagdo das placas, as amostras foram adicionadas em duplicata e a curva padréo
foram adicionadas em varias diluicbes e incubadas por 2h a 4°C. As placas foram entdo
lavadas trés vezes com solucdo tampdo PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA) e incubadas com
anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1 e anti-TNF-a diluidos (1:1000 com BSA/Tween
1%). Ap0s o periodo de incubacdo a temperatura ambiente por 1h, as placas foram lavadas e
50 uL do complexo HRP-streptavidina diluido 1:5000 foram adicionados. Decorridos 15
minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado e as placas foram
incubadas na auséncia de luz a 37°C por 15 a 20min. A reagdo enzimética foi interrompida

com H,SO4 (1M) e a densidade dptica medida a 490nm em espectrofotbmetro para IL-1 e
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TNF-a. As concentragdes de citocinas contidas nas amostras foram calculadas a partir de uma
curva padrdo com 11 pontos, obtida por diluigdo seriada, sendo as concentracGes iniciais de
4000 pg/mL para TNF-a ou para IL-1. O resultado foi expresso em picograma de citocinas/

mg de tecido.

4.10.3 Papel da guanilato ciclase soluvel (GCs) no efeito protetor do nitrosil-ruténio

(Rut-NO) na leséo gastrica induzida por naproxeno em camundongos

Para a avaliagdo do papel da guanilato ciclase soltvel (GCs) no efeito
gastroprotetor do nitrosil-ruténio, os animais foram tratados com ODQ (inibidor seletivo da
enzima guanilato ciclase soltvel) na dose de 10 mg/kg, por gavagem. Apds 30 min, foi
administrado o nitrosil-ruténio na dose de 3 mg/kg, também por gavagem. Depois de meia
hora da aplicacdo do ODQ foi administrado, por gavagem, naproxeno (300mg/Kg) para
induzir a leséo gastrica. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (salina). Seis horas apos a
administracdo do naproxeno, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical a lesdo
gastrica foi avaliada de acordo com o método descrito anteriormente. Uma amostras do
estdomago foi retirada, pesada e congelada a -80°C para dosagem de mieloperoxidase (MPO).

Outra amostra de tecido foi retirada para analise histopatoldgica.

4.10.4 Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) no efeito gastroprotetor do
nitrosil-ruténio (Rut-NO)

Para identificar a participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes no efeito
gastroprotetor do nitrosil-ruténio, os animais foram pré-tratados com glibenclamida (droga
blogueadora seletiva dos canais de potéssio sensiveis ao ATP) na dose de 10 mg/Kg, via
intraperitonial. Apos 1 hora, os animais receberam o nitrosil-ruténio (3 mg/Kg, por gavagem).
Trinta minutos depois, a lesdo gastrica foi induzida pela administragdo de naproxeno (300mg/
Kg, por gavagem). O grupo controle recebeu apenas veiculo (salina). Seis horas apés a
administracdo do naproxeno, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical a leséo
gastrica foi avaliada de acordo com o método descrito anteriormente. Uma amostras do
estomago foi retirada, pesada e congelada a -80°C para dosagem de mieloperoxidase (MPO).

Outra amostra de tecido foi retirada para analise histopatologica.
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4.10.5 Avaliacgdo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos

Para o estudo histopatologico, uma amostra do estémago foi fixada numa solugéo
de formol 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram transferidas
para uma solugdo de &lcool 70%, onde permaneceram até a realizacdo dos procedimentos
histoldgicos. Logo ap6s, o material bioldgico foi seccionado e embebido em parafina. Foram
feitos cortes de cinco micrometros, colocados numa lamina e corados com hematoxilina-
eosina para o estudo no microscopio optico. As amostras foram avaliadas de acordo com o0s
critérios de Laine & Weinstein (1988), sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de
0-3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracdo de ceélulas inflamatdrias (escores de 0-3), sendo 14 o escore maximo. Toda a

avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.

4.11 Efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio (Rut-NO) versus nitroprussiato de sodio
(NPS) em modelos de leséo géstrica em camundongos

Uma vez comprovada a acao gastroprotetora do composto nitrosil-ruténio, decidimos
comparar o efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio com o doador de d6xido nitrico padréo
nitroprussiato de sodio (NPS) nos modelos de lesdo gastrica por etanol 50% ou por naproxeno

em camundongos.

4.11.1 Efeito protetor do Rut-NO versus NPS na lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos

Os animais foram pré-tratados, por gavagem, com salina, Rut-NO (3mg/Kg) ou
NPS (10mg/Kg). Apos 30 min, a leséo gastrica foi induzida pela administracdo de etanol 50%
(0,5 ml/25g), também por gavagem, de acordo com MEDEIRQS, 2009. Os grupos controles
receberam apenas solucdo salina ou salina + etanol 50%. Os animais foram sacrificados 1
hora apds a administracdo do etanol por deslocamento cervical e os estbmagos foram
rapidamente removidos e abertos ao longo da grande curvatura para o estudo dos efeitos da
droga (KO; CHO, 1998) como ja descrito anteriormente. A seguir, foram retirados 2
fragmentos do corpo gastrico do animal e essas amostras foram, entdo, pesadas e congeladas a

-80°C para posterior determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido
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(MDA), sendo estas metodologias j& descritas anteriormente. Outra amostra de tecido foi

retirada para andlise histopatolégica.

4.11.2 Efeito protetor do Rut-NO versus NPS na lesdo gastrica induzida por naproxeno

em camundongos

Os animais foram pré-tratados, por gavagem, com Rut-NO (3mg/kg) ou NPS
(10mg/Kg). Apo6s 30 min, a lesdo gastrica foi induzida pela administracdo de naproxeno
(NPX) na dose de 300mg/Kg, também por gavagem. O grupo controle recebeu apenas salina.
Os animais foram sacrificados 6 horas apds a administracdo do NPX por deslocamento
cervical e os estbmagos foram rapidamente removidos e abertos ao longo da grande curvatura
para o estudo dos efeitos da droga. A avaliacdo das lesdes da mucosa gastrica foi realizada
depois do 6rgdo ser estirado. A mensuracdo das erosdes lineares foi realizada conforme
descrito anteriormente. Em seguida, 01 fragmento do corpo do estdmago de cada animal foi
retirado pesado e congelado a -80°C para determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO),
conforme metodologia ja descrita anteriormente. Outro fragmento foi fixado em formol a 10%

para posterior avaliacdo histopatolégica.

4.12 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls. Para a anélise das alterac@es histoldgicas,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdo
maultipla de Dunns. Os resultados foram expresso ou como media £ E.P.M (varidveis com
distribuicdo normal) ou pela mediana + minimo e méaximo (variaveis sem distribuicdo

normal), sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.



54

Resultados




55

5. RESULTADOS

5.1 Protocolo 1- Dosagem de nitrito/nitrato (NOXx) no conteudo géstrico

Na figura 6, observa-se que o tratamento com o nitrosil-ruténio (3mg/kg) aumentou
significativamente a concentracdo de nitrito/nitrato (NOXx) no contetdo gastrico, 0 mesmo nao
foi observado com o grupo submetido ao tratamento com o composto ruténio (Rut) na dose de
2.3 mg/kg.

Figura 6 - Determinacgdo do conteudo total de nitrito/nitrato (NO,/NOg3") no suco gastrico de
camundongos.

[NO,/NO3] (uM)
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Animais tratados com salina, Rut-NO na dose de 3mg/kg ou ruténio (Rut) na dose de 2.3mg/kg, foram
submetidos a cirurgia de ligadura do piloro, ap6s 4h os animais foram sacrificados e o conteldo gastrico
coletado para determinacdo do contetido total de nitrito/nitrato. Os valores representam a méedia + o erro padréo
da média (E.P.M) para 6 animais/grupo. ®p< 0,05 versus grupo salina. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-
Keuls.

5.2 Protocolo 2 - Modelo de gastropatia induzida por etanol 50% em camundongos

5.2.1 Efeito protetor do nitrosil-ruténio (Rut-NO) na leséo gastrica induzida por etanol

50% em camundongos: Curva dose-efeito

Na figura 7 pode-se observar que 0s animais que receberam somente etanol 50%
apresentaram lesdes macroscopicas na mucosa gastrica. Ainda na figura 7 verifica-se que o
tratamento com Rut-NO (0,3; 1; 3 e 10 mg/kg de Rut-NO, por gavagem) , mas ndo com o
ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/Kg, reduziu as lesdes provocadas pelo etanol 50% na mucosa

gastrica. De todas as doses de Rut-NO avaliadas no trabalho, a dose de 3mg/kg foi a que



56

apresentou o maior efeito protetor na mucosa gastrica, diminuindo em 94,4% o tamanho da

lesdo.

Figura 7 - Efeito do tratamento com nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo géstrica induzida por
etanol em camundongos.
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Os animais foram tratados com Rut-NO nas doses de 0,3, 1, 3 e 10 mg/kg ou Ruténio (Rut) na dose de 2.3
mg/kg. Meia hora depois, etanol 50% (0,5 ml/25g) foi administrado. O indice de lesdo géstrica foi avaliado
depois de 1 hora. O grupo controle recebeu somente salina. A administracdo de Rut-NO inibiu a lesdo géstrica
induzida por etanol 50% em camundongos, com efeito maximo na dose de 3 mg/kg (reducdo de 94,4 % da
lesdo). Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. #p<0,001 versus
controle (salina);” p<0,01; °p<0,001, quando comparado ao grupo tratado com etanol. ANOVA, seguido pelo
teste de Newman-Keuls.

5.2.2 Avaliacdo histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com

nitrosil-ruténio e/ou etanol

Na analise microscopica, observou-se que o etanol 50%, provocou lesdo
hemorragica, edema e perda de células epiteliais (Figura 8- painel B e Tabela 1), quando
comparado com o grupo tratado com salina (grupo controle) (Figura 8 - painel A e Tabela 1).
O pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/kg, diminuiu de forma significativa a
hemorragia, 0 edema e os danos provocados pelo etanol na superficie epitelial da mucosa
gastrica (Figura 8 - painel C e Tabela 1), o0 mesmo ndo foi observado no grupo pré-tratado

com Ruténio na dose 2.3 mg/Kg (Figura 8 - painel D e Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito do nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo gastrica microscopica induzida por etanol
50% em camundongos.

2 (2-4)° 2 (2-3)° 2 (2-3)° 0
0 (0-1)° 0 (0-1)° 0.5 (0-1)°
2 (2-4) 2 (2-3) 2 (1-2)

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

% p<0,01, " p<0,001 versus grupo controle (salina).® p< 0,05 versus grupo etanol. Teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 8 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou ruténio (Rut) no modelo de lesdo gastrica por etanol.

Grupo controle (Salina — painel A); efeito do etanol 50% (0,5 ml/25g) na mucosa géstrica, mostrando leséo na
regido superficial glandular com perda de células epiteliais, edema e intensa hemorragia (painel B); Pré-
tratamento com Rut-NO na dose de 3 mg/kg (painel C), mostrando uma diminuigdo nos efeitos microscopicos
provocados pelo etanol. Pré-tratamento com Rut na dose de 2.3 mg/kg , mostrando lesdo na regido superficial

glandular com perda de células epiteliais, edema e hemorragia (painel D). (100x).
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5.2.3 Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa gastrica de camundongos

pré-tratados com nitrosil-ruténio no curso da lesdo géstrica induzida por etanol

A determinagdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos na mucosa gastrica de
camundongos mostrou que a administracdo de etanol 50% diminuiu de forma significativa os
niveis gastricos de glutationa reduzida quando comparado com o grupo controle (apenas
salina). Entretanto, o preé-tratamento dos animais com Rut-NO aumentou os niveis de
glutationa até valores semelhantes aos normais, 0 mesmo ndo foi observado no grupo pré-

tratado com Rut. (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do nitrosil-ruténio sobre os niveis de glutationa presentes na mucosa
gastrica de camundongos tratados com etanol 50%.
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Os animais foram tratados, por gavagem, com Rut-NO na dose de 3mg/kg ou Rut (2.3 mg/Kg) trinta minutos
antes da administracdo de etanol 50% (0,5ml1/25g). O grupo controle recebeu somente salina. A administracdo de
etanol diminuiu de forma significativa os niveis gastricos de glutationa reduzida. Rut-NO reverteu esse efeito do
etanol. Rut ndo reverteu os efeitos lesivos do etanol. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo
menos 6 animais por grupo. * p<0,001 versus controle, ® p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com etanol.
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.2.4. Determinacgdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa géstrica de
camundongos pré-tratados com nitrosil-ruténio no curso da leséo géstrica induzida por

etanol

Na figura 10 podemos observar que a administracdo de etanol 50% provocou um
aumento de 60,7% nos niveis de MDA na mucosa gastrica quando comparado ao grupo
controle (salina), indicando que houve peroxidacdo de lipidios por espécies reativas de
oxigénio (ROS) produzidas pelo etanol. Entretanto, quando os animais foram pré-tratados
com Rut-NO, observa-se uma redugdo significativa dos niveis gastricos de MDA quando
comparado ao grupo que recebeu somente etanol 50%. Assim, esses dados sugerem que 0
Rut-NO reduz o efeito do etanol e das ROS sobre a peroxidacdo de lipidios nas células da

mucosa gastrica, 0 mesmo néo foi observado no grupo pré-tratado com Rut.

Figura 10 - Efeito do nitrosil-ruténio sobre a concentracdo de MDA presentes na mucosa
gastrica de camundongos tratados com etanol 50%.

80-
§ 1T
& 601
(O]
o
2 40 o
(@]
e
= 204
<
|
=
0 T T
Controle Salina Rut-NO Rut

Etanol 50%

Os animais foram tratados, por gavagem, com Rut-NO na dose de 3mg/kgou Rut (2.3 mg/Kg) trinta minutos
antes da administracdo do etanol 50% (0,5 ml/25g). O grupo controle recebeu somente salina. A administracéo
de etanol aumentou de forma significativa os niveis gastricos de MDA. Rut-NO reverteu esse efeito do etanol.
Rut ndo reverteu os efeitos lesivos do etanol. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6
animais por grupo. #p<0,01versus controle, ® p<0,01 quando comparado ao grupo tratado com etanol. ANOVA,
seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.2.5. Papel da guanilato ciclase soltvel (GCs) no efeito protetor do nitrosil-ruténio na

lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos

Para avaliar o envolvimento da guanilato ciclase sollivel na gastroprotecdo
induzida pelo Rut-NO, os animais foram pré-tratados com ODQ, um inibidor seletivo da
guanilato ciclase soltvel (cGC), na dose de 10 mg/kg. Nas figuras 11 e 12 e na tabela 2,
verifica-se que o ODQ aboliu o efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio na lesdo géastrica
macroscopica e microscopica induzida por etanol 50%.

Além disso, na figura 13, observa-se que o pré-tratamento com ODQ aboliu o
efeito do Rut-NO sobre os niveis de glutationa na mucosa gastrica, bem como suprimiu o
efeito do Rut-NO sobre a concentracdo de MDA (Figura 14) no curso da lesdo gastrica por

etanol.

Figura 11 - Papel da guanilato ciclase soltvel (SGC) no efeito protetor do nitrosil-ruténio no
curso da leséo gastrica induzida por etanol em camundongos.
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Os animais receberam, por via oral, ODQ (10mg/kg). Trinta minutos depois os animais foram tratados com Rut-
NO na dose de 3mg/kg. Ap6s meia hora os animais receberam etanol 50% (0,5ml/25g). O grupo controle
recebeu somente salina. O indice de lesdo géstrica foi determinado 1 hora ap6s a administracdo do etanol. A
administracdo de ODQ reverteu o efeito protetor do Rut-NO. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M
de pelo menos 6 animais por grupo. # p<0,05versus controle,. ® p<0,05 versus etanol, ¢ p<0,05 comparado ao
grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Tabela 2 — Efeito do pré-tratamento com ODQ na lesdo gastrica microscopica induzida por
etanol 50% em camundongos.

3 (1-4) 4 (3-4)° 2 (1-3)°

0 (0-1)° 0 (0-1)° 0.5 (0-1)° 0

2 (1-4) 2.5 (2-4)° 2 (1-3)¢ 0

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

% p<0,001 versus grupo controle (salina), ® p<0,01; ©p<0,001 versus grupo etanol, * p<0,05 versus grupo Rut-NO.
Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 12 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou ODQ no modelo de gastropatia por etanol.

Grupo controle (Salina — Painel A); efeito do etanol 50% (0,5ml/25g) na mucosa gastrica, mostrando perda de
células epiteliais, edema e hemorragia (Painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/Kg (Painel C),
mostrando uma diminuigdo nos danos microscépicos provocados pelo etanol. Pré-tratamento com ODQ (Painel
D) mostrando uma reversdo no efeito protetor do Rut-NO (100x).
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Figura 13 - Papel da guanilato ciclase solvel no efeito protetor do Rut-NO sobre os niveis de
GSH no curso da leséo géstrica por etanol.
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Os animais receberam, por via oral, ODQ (10mg/kg). Trinta minutos depois os animais foram tratados com
nitrosil-ruténio (R-NO) na dose de 3mg/kg. Apds meia hora os animais receberam etanol 50% (0,5ml/25g). O
grupo controle recebeu somente salina. A administragdo de ODQ reverteu o efeito protetor do nitrosil-ruténio
sobre o nivel gastrico de glutationa. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais
por grupo. # p<0,001versus grupo controle, b p<0,001 versus grupo etanol, ¢ p<0,01quando comparado ao grupo
tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Figura 14 -Papel da guanilato ciclase soluvel no efeito protetor do Rut-NO sobre os niveis de
MDA no curso da lesdo gastrica por etanol.
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Os animais receberam, por via oral, ODQ (10mg/kg). Trinta minutos depois os animais foram tratados com
nitrosil-ruténio (R-NO) na dose de 3mg/kg.Apds meia hora 0s animais receberam etanol 50%(0,5ml/25g) . O
grupo controle recebeu somente salina. A administracdo de ODQ reverteu o efeito protetor do nitrosil-ruténio
sobre o nivel gastrico de MDA. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por
grupo. ® p<0,05 versus grupo controle, ® p<0,05 versus grupo etanol, ¢ p<0,05 quando comparado ao grupo
tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls
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5.2.6. Papel dos canais de potéssio sensiveis ao ATP (Katp) no efeito gastroprotetor do

nitrosil-ruténio na lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para avaliar o envolvimento do Katp no efeito protetor do nitrosil-ruténio, os
animais foram pre-tratados com glibenclamida (10mg/kg), um blogueador desses canais. Nas
figuras 15 e 16 e na tabela 3, pode-se observar que o pré-tratamento dos animais com
glibenclamida aboliu os efeitos protetores do nitrosil-ruténio na lesdo gastrica macroscopica e
microscopica induzida por etanol 50%.

Na figura 17, observa-se também que o pré-tratamento com glibenclamida aboliu o
efeito do nitrosil-ruténio sobre os niveis de glutationa na mucosa gastrica, bem como suprimiu
o efeito do nitrosil-ruténio sobre a concentracdo de MDA (Figura 18) no curso da lesdo

gastrica por etanol.

Figura 15- Papel dos Katp no efeito protetor do nitrosil-ruténio no curso da lesdo gastrica
induzida por etanol em camundongos.
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Os animais receberam, por via intraperitonial, glibenclamida (GLIB) na dose de10mg/kg. Uma hora depois 0s
animais foram tratados com Rut-NO na dose de 3mg/kg. Apds meia hora os animais receberam etanol
50%(0,5ml/25g). O grupo controle recebeu somente salina. O indice de lesdo gastrica foi determinado 1 hora
apos a administracdo do etanol. A administracdo de glibenclamida reverteu o efeito protetor do Rut-NO. Os
resultados estdo expressos pela média = E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. ® p<0,05 versus grupo
controle, ® p<0,01 versus grupo etanol, ¢ p<0,01 quando comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA,
seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Tabela 3 — Efeito do pré-tratamento com glibenclamida na lesdo gastrica microscépica
induzida por etanol 50% em camundongos.

2 (1-3)°

0 (0-1)° 0.5 (0-1)° 0 (0-1)° 0

2 (1-4) 2 (1-3)¢ 2 (1-3)¢ 0

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

# p<0,001 versus grupo controle (salina),  p<0,01; ©p<0,001 versus grupo etanol, ¢ p<0,05 versus grupo nitrosil-
ruténio. Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 16 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou Glibenclamida no modelo de gastropatia por etanol.

o
3"

Grupo controle (Salina — Painel A); efeito do etanol 50% (0,5ml/25g) na mucosa gastrica, mostrando perda de
células epiteliais, edema e hemorragia (Painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/Kg (Painel C),
mostrando uma diminuicdo nos danos microscopicos provocados pelo etanol. Pré-tratamento com GLIB (Painel
D) mostrando uma revers&o no efeito protetor do Rut-NO. (100x).
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Figura 17 - Papel dos Katp no efeito protetor do Rut-NO sobre os niveis de GSH no curso da
lesdo gastrica induzida por etanol.
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Os animais receberam, por via intraperitonial, glibenclamida (GLIB) na dose de 10mg/kg. Uma hora depois 0s
animais foram tratados com Rut-NO na dose de 3mg/kg. Apds meia hora os animais receberam etanol
50%(0,5ml /25g). O grupo controle recebeu somente salina.A administracdo de glibenclamida reverteu o efeito
protetor do Rut-NO sobre o nivel gastrico de glutationa. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de
pelo menos 6 animais por grupo. ® p<0,001 versus grupo controle, ® p<0,001 versus grupo etanol, ¢ p<0,001
quando comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Figura 18 - Papel dos Katp no efeito protetor do Rut-NO sobre os niveis de MDA no curso
da lesdo gastrica induzida por etanol.
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Os animais receberam, por via intraperitonial, glibenclamida (GLIB) na dose de 10mg/kg. Uma depois os
animais foram tratados com Rut-NO na dose de 3mg/kg. Apds meia hora os animais receberam etanol 50%
(0,5ml/25¢g). O grupo controle recebeu somente salina. A administragdo de glibenclamida reverteu o efeito
protetor do nitrosil-ruténio sobre o nivel gastrico de MDA. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de
pelo menos 6 animais por grupo. * p<0,01 versus grupo controle, ® p<0,01 versus grupo etanol, ¢ p<0,01 quando
comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.3 Protocolo 3 - Efeito do nitrosil-ruténio sobre a secrecdo gastrica no modelo de
ligacéo do piloro em camundongos

A administracdo do Rut-NO (3mg/kg) em camundongos com piloro ligado por 4h, néo
alterou o volume secretorio gastrico (Figura 19) e nem a acidez total gastrica (Figura 20)

quando comparado ao grupo controle (salina).

Figura 19 — Efeito da administracao oral do nitrosil-ruténio, ruténio e omeprazol no volume
secretorio gastrico em camundongos.
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Os valores representam a média + o erro padrdo da média (E.P.M) para 6 animais/grupo. Salina (controle), Rut-
NO na dose de 3mg/kg, ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/kg e omeprazol (10 mg/kg) foram administrados, por
via oral, 1 hora antes da cirurgia de ligagdo do piloro. Os animais foram sacrificados 4 h ap6s a cirurgia.
Histamina 10 mg/kg foi utilizada para validacéo do método. 2 p<0,05; . ® p<0,05 versus grupo controle. ANOVA,
seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Figura 20 — Efeito da administracdo oral do nitrosil-ruténio, ruténio e omeprazol na acidez total
gastrica em camundongos.
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Os valores representam a média + o erro padrdo da média (E.P.M) para 6 animais/grupo. Salina, Rut-NO na dose
de 3mg/kg, ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/kg e omeprazol (10 mg/kg) foram administrados, por via oral, 1
hora antes da cirurgia de ligacdo do piloro. Os animais foram sacrificados 4 h apds a cirurgia. Histamina 10
mg/kg foi utilizada para validagdo do método . 2p<0,01; . ®p<0,05 versus grupo controle. ANOVA, seguido
pelo teste de Newman-Keuls.



70

5.4. Protocolo 4 - Modelo de gastropatia induzida por naproxeno (NPX) em
camundongos

5.4.1 Padronizacdo do modelo

5.4.1.1 Curva dose-efeito do naproxeno
A andlise macroscopica (Figura 21) e microscopica (Tabela 4) indica que 0 NPX na

dose de 300mg/kg, em comparagcdo com animais tratados apenas com carboximetilcelulose
0,5% (CMC) induziu lesbes na mucosa gastrica.

Figura 21 - Curva dose-efeito do naproxeno na lesdo gastrica em camundongos
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Os animais foram tratados com Salina (controle) ou naproxeno nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. Seis horas
depois o indice de lesdo gastrica foi avaliado. Somente a administracdo de naproxeno na dose de 300mg/kg
induziu lesdo gastrica de maneira significativa. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos

6 animais por grupo.? p<0,001, quando comparado ao grupo tratado controle. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Tabela 4- Andlise histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos apds a administragdo de
naproxeno (NPX) nas doses de 30, 100 e 300 mg/ Kg.

0.5 (0-2) 0.5 (0-2)

0 2 (1-2) 1.5 (0-2) 1.5 (1-2)

2(1-4)° 2 (0-3)" 2 (1-3)" 2 (1-3)°

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.
Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.
#p<0.001 versus grupo controle (Salina). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.

5.4.1.2 Curva temporal da lesdo gastrica por naproxeno

Na curva temporal da lesdo gastrica por NPX (300mg/Kg) (Figura 22), observou- se a
ocorréncia de um indice de lesdo elevado em 6 horas, retornando ao nivel do controle, depois
de 24 horas.
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Figura 22- Variacdo temporal da lesdo gastrica induzida por naproxeno (NPX)
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Os animais foram tratados com NPX na dose de 300 mg/kg. Apds 3, 6, 12 ou 24 horas os animais foram
sacrificados e a lesdo gastrica foi avaliada Os resultados estdo expressos pela média = E.P.M de pelo menos 6
animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo controle (Salina). ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.

5.4.2. Efeito protetor do nitrosil-ruténio na lesdo gastrica induzida por naproxeno em

camundongos

Na figura 23 pode-se observar que os animais controle tratados apenas com salina ndo
apresentaram lesdes na mucosa gastrica, enquanto os animais que receberam somente NPX
apresentaram lesfes macroscépicas na mucosa gastrica. Ainda na figura 23 verifica-se que o
tratamento com Rut-NO reduziu as lesbes provocadas pelo NPX na mucosa gastrica, 0 mesmo

ndo foi observado no grupo tratado com ruténio (Rut).
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Figura 23: Efeito do tratamento com nitrosil-ruténio na lesdo gastrica induzida por naproxeno
em camundongos
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Os animais foram tratados com salina, Rut-NO na dose de 3 mg/kg ou Ruténio (Rut) na dose de 2.3 mg/kg. O
indice de lesdo gastrica foi avaliado depois de 6 horas. A administracdo de Rut-NO inibiu a lesdo gastrica
induzida por NPX em camundongos, 0 mesmo nédo foi observado no grupo Rut. Os resultados estdo expressos
pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. °p<0,0lversus grupo salina; "p<0,01, quando
comparado ao grupo tratado com NPX. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.4.3 Avaliacdo histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com

nitrosil-ruténio e/ou naproxeno

Na analise microscopica, observou-se que o grupo NPX, apresentou edema, perda
de células epiteliais e presenca de infiltrado inflamatério (Figura 24 — painel B e Tabela 5),
qguando comparado com o grupo tratado com salina (grupo controle) (Figura 24 - painel A e
Tabela 5). O pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/kg, diminuiu de forma significativa
0 edema, o infiltrado e os danos provocados pelo etanol na superficie epitelial da mucosa
gastrica (Figura 24 - painel C e Tabela 5), 0 mesmo ndo foi observado no grupo pré-tratado

com Ruténio na dose 2.3 mg/Kg (Figura 24 - painel D e Tabela 5).
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Tabela 5 — Efeito do nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo gastrica microscépica induzida por
naproxeno.

2(0-3)°

2(1-4)°

0 (0-1)° 0.5(0-1)° 1(0-1) 0(0-1)°

1(1-2) 2(1-3) 2(1-3) 2(1-3)

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e méaximo, respectivamente.
4p<0,01, ®p<0,001 versus grupo controle (salina); ©p<0,01, p<0,001 versus grupo NPX. Teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 24. Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina, nitrosil-
ruténio (Rut-NO) ou ruténio (Rut) no modelo de gastropatia por NPX.

Grupo controle (salina — painel A); efeito do NPX (300mg/Kg) na mucosa gastrica, mostrando lesdo
na regido superficial glandular com perda de células epiteliais, edema, infiltrado inflamatorio e
hemorragia (painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3 mg/kg (painel C), mostrando uma
diminuicdo nos efeitos microscopicos provocados pelo NPX. Pré-tratamento com Rut na dose de 2.3
mg/kg , mostrando lesdo na regido superficial glandular com perda de células epiteliais, edema e
infiltrado (painel D). (100x).
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5.4.4 Efeito do nitrosil-ruténio sobre a infiltracdo e adesdo neutrofilica induzida por

naproxeno em camundongos

Nas figuras 25 e 26, observa-se que o0 tratamento com NPX aumentou
significativamente a infiltracdo e adesdo neutrofilica. Por outro lado, o pré-tratamento com

Rut-NO diminui significativamente a infiltragdo e a adeséo.

Figura 25 - Efeito do tratamento com nitrosil-ruténio sobre a infiltracdo de neutréfilos
induzida por naproxeno em camundongos.
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Os animais tratados com NPX aumentaram significativamente a infiltracdo de neutrofilos na mucosa gastrica.
Por outro lado, os animais pré-tratados com Rut-NO apresentaram uma diminuicao significativa na infiltracdo de
neutrdfilos, o0 mesmo nédo foi observado no grupo tratado com Rut. Os resultados estdo expressos pela média +
E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. * p<0,01versus grupo controle (salina),” p<0,01 quando comparado ao
grupo tratado com NPX. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 26 - Efeito do tratamento com nitrosil-ruténio sobre a adesdo de neutrofilos induzida
por naproxeno em camundongos.
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Os animais tratados com NPX na dose de 300mg/Kg (Painel B) aumentaram significativamente a adeséo
de neutrofilos. Por outro lado, os animais pré-tratados com Rut-NO na dose de 3 mg/Kg (Painel C)
apresentaram uma diminuicéo significativa na adesdo de neutrofilos. Painel A (grupo controle- salina). Os
resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. * p<0,001 versus grupo
controle, . ® p<0,01quando comparado ao grupo tratado com NPX. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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5.4.5 Dosagem de TNF-a e IL-1p no tecido gastrico de camundongos pré-tratados com

nitrosil-ruténio na gastropatia por naproxeno (NPX)

Na figura 27, observamos que os animais tratados com NPX, na dose de 300mg/Kg,
apresentaram um aumento na concentracdo de TNF-o e IL-1B na mucosa gastrica, quando
comparado ao grupo controle (animais tratados somente com salina). O tratamento com
nitrosil-ruténio (3mg/Kg) diminuiu de forma significativa a concentracdo de TNF-a e IL-1p

na mucosa gastrica dos animais submetidos a gastropatia por NPX.

Figura 27 — Determinacdo da concentracdo das citocinas TNF-a e IL-1p no tecido gastrico de
camundongos tratados com salina ou nitrosil-ruténio (Rut-NO) na lesdo gastrica induzida por
naproxeno.
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Os animais tratados com NPX na dose de 300mg/Kg aumentaram significativamente os niveis de TNF-a (painel
A) e IL-1p (painel B). Por outro lado, os animais pré-tratados com Rut-NO na dose de 3 mg/Kg apresentaram
uma diminuicdo significativa nosniveis dessas citocinas. Grupo controle (salina). Os resultados estdo expressos
pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. ® p<0,01; ¢ p<0,001versus grupo controle. ® p<0,001; ¢
p<0,01quando comparado ao grupo tratado com NPX. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.4.6 Papel da guanilato ciclase soluvel (GCs) no efeito protetor do nitrosil-ruténio na

lesdo géastrica induzida por naproxeno em camundongos

Para avaliar o envolvimento da guanilato ciclase sollvel na gastroprotecdo
induzida pelo nitrosil-ruténio, os animais foram pre-tratados com ODQ, um inibidor seletivo
da guanilato ciclase soltuvel (GCs), na dose de 10 mg/kg. Nas figura 28 e 29 e tabela 7,
verifica-se que o ODQ aboliu o efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio na lesdo géastrica
macroscopica e microscopica induzida por naproxeno (NPX).

Além disso, na figura 30, observa-se que o pré-tratamento com ODQ aboliu o

efeito do Rut-NO sobre a infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica.

Figura 28 - Papel da guanilato ciclase soluvel no efeito protetor do nitrosil-ruténio no curso
da lesdo gastrica induzida por NPX em camundongos.
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Os animais receberam, por via oral, ODQ (10mg/kg). Trinta minutos depois os animais foram tratados com Rut-
NO na dose de 3mg/kg. Ap6s meia hora os animais receberam naproxeno(NPX) na dose de 300 mg/kg. O grupo
controle recebeu somente salina. O indice de lesdo gastrica foi determinado 6 horas apds a administragdo do
NPX. A administragdo de ODQ reverteu o efeito protetor do nitrosil-ruténio. Os resultados estdo expressos pela
média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo. * p<0,001 versus grupo controle;” p<0,01, quando comparado
ao grupo tratado com NPX. € p< 0,05, quando comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo
teste de Newman-Keuls.
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Tabela 6 — Efeito do pré-tratamento com ODQ na lesdo gastrica microscopica induzida por
NPX em camundongos.

2(0-3)° 2(1-3) 2(1-3)

0(0-1) ¢ 0.5(0-1)° 1(0-1) 0(0-1)°

2(0-3)° 2(1-3)° 2(1-3)f 2(1-3)°

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

p<0,01, " p<0,001 versus grupo controle (salina); ®p<0,01, “p<0,001 versus grupo NPX; ); ¢p<0,01, "p<0,001
versus grupo Rut-NO.

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 29 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou ODQ no modelo de gastropatia por NPX (100x).

Grupo controle (salina — painel A); efeito do NPX (300mg/Kg) na mucosa gastrica, mostrando leséo
na regido superficial glandular com perda de células epiteliais, edema, infiltrado inflamatorio e
hemorragia (painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3 mg/kg (painel C), mostrando uma
diminuicdo nos efeitos microscépicos provocados pelo NPX. Pré-tratamento com ODQ na dose de 10
mg/kg , mostrando uma reverséo no efeito protetor do Rut-NO (painel D).
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Figura 30 - Papel da guanilato ciclase soltivel sobre a infiltracdo de neutréfilos no curso da
lesdo gastrica induzida por NPX em camundongos.
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Os animais tratados com NPX aumentaram significativamente a infiltracdo neutrofilica na mucosa géstrica. Por
outro lado, os animais pré-tratados com Rut-NO apresentaram uma diminuicéo significativa nessa infiltracdo. A
administracdo de ODQ reverteu o efeito do nitrosil-ruténio. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de
pelo menos 6 animais por grupo.  p<0,05 versus grupo controle;” p<0,05, quando comparado ao grupo tratado
com NPX.° p< 0,05, quando comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.

5.4.7 Papel dos canais de potéssio sensiveis ao ATP (Katp) no efeito gastroprotetor do

nitrosil-ruténio na leséo gastrica induzida por naproxeno em camundongos

Para avaliar o envolvimento do Katp no efeito protetor do nitrosil-ruténio, os
animais foram pré-tratados com glibenclamida (10mg/kg), um bloqueador desses canais. Nas
figuras 31 e 32 e na tabela 7, pode-se observar que o pré-tratamento dos animais com
glibenclamida aboliu o efeito protetor do nitrosil-ruténio na lesdo gastrica macroscopica e
microscopica induzida por naproxeno.

Além disso, na figura 33, observa-se que o pré-tratamento com glibenclamida

aboliu o efeito do Rut-NO sobre a infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica.
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Figura 31 - Papel dos canais Karp no efeito protetor do nitrosil-ruténio no curso da leséo
géastrica induzida por NPX em camundongos.
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Os animais receberam, por via intraperitonial, glibenclamida (GLIB) na dose de 10mg/kg. Uma hora depois 0s
animais foram tratados com nitrosil-ruténio (Rut-NO) na dose de 3mg/kg. Ap6s meia hora os animais receberam
naproxeno (NPX) na dose de 300 mg/kg. O grupo controle recebeu somente CMC. O indice de lesdo gastrica foi
determinado 6 horas ap6s a administracdo do NPX. A administracdo de glibenclamida reverteu o efeito protetor
do nitrosil-ruténio. Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M de pelo menos 6 animais por grupo.?
p<0,001 versus grupo controle; ® p<0,01, quando comparado ao grupo tratado com NPX.® p< 0,05, quando
comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Tabela 7 — Efeito do pré-tratamento com Glibenclamida (GLIB) na lesdo gastrica microscopica
induzida por NPX em camundongos.

HEMORRAGIA EDEMA PERDA DE INFILTRADO
(escore 0-4) (escore 0-4) CELULAS (escore 0-3)
(escore 0-3)
Controle 0 0 0 0
NPX (300mg/Kg) 2(1-4) b 2(0-3)* 2(1-3)* 2(1-3)*
Rut-NO (3mg/k
N 0(0-1)° 0.5(0-1)° 1(0-1)° 0(0-1)°
GLIB+ Rut-NO
N 2(0-3) 1.5(1-3)° 2(0-3)" 1.5(1-3)°

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e méaximo, respectivamente.

#p<0,001, ®p<0,01versus grupo controle(salina); °p<0,001 %<0,01, versus grupo NPX, p<0,05, "p<0,01 versus
grupo Rut-NO. Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 32 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou Glibenclamida (GLIB) no modelo de gastropatia por NPX.

Grupo controle (salina — painel A); efeito do NPX (300mg/Kg) na mucosa gastrica, mostrando leséo
na regido superficial glandular com perda de células epiteliais, edema, infiltrado inflamatorio e
hemorragia (painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3 mg/kg (painel C), mostrando uma
diminuigdo nos efeitos microscopicos provocados pelo NPX. Pré-tratamento com GLIB na dose de
10 mg/kg , mostrando uma reverséo no efeito protetor do Rut-NO (painel D).



85

Figura 33 - Papel dos canais Katp sobre a infiltracdo de neutrofilos no curso da lesdo géastrica
induzida por NPX em camundongos.
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Os animais tratados com NPX aumentaram significativamente a infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica. Por
outro lado, os animais pré-tratados com Rut-NO apresentaram uma diminuic&o significativa nessa infiltragdo. A
administracéo de glibenclamida reverteu o efeito do nitrosil-ruténio. Os resultados estdo expressos pela média +
EPM de pelo menos 6 animais por grupo. ® p<0,05 versus grupo controle; ® p<0,05, quando comparado ao grupo
tratado com NPX. ¢ p< 0,05, quando comparado ao grupo tratado com Rut-NO. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.

5.5. Efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio (Rut-NO) versus nitroprussiato de sodio
(NPS) em modelos de leséo géstrica em camundongos

5.5.1 Efeito protetor do Rut-NO versus NPS na lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos

Neste modelo, podemos observar nas tabelas 8 e 9 que o0s animais tratados apenas com
salina (controle) ndo apresentaram lesdes na mucosa gastrica, enquanto os animais tratados
somente com etanol 50% apresentaram lesfes macroscopicas e microscépicas na mucosa.
Ainda na tabela 8 verifica-se que a administracdo de Rut-NO, bem como de NPS inibiu a
lesdo gastrica induzida pelo etanol 50% e que o pré-tratamento com Rut-NO apresentou uma
reducdo de 92,03% da lesdo enquanto que o pre-tratamento com NPS apresentou uma reducdo
de 56,37%, mostrando, portanto, que na lesdo gastrica macroscépica induzida por etanol 50%
0 Rut-NO promoveu uma protecdo maior que a do NPS. Na tabela 9 e figura 34 podemos
observar que tanto o Rut-NO como o NPS promoveram uma protecdo na lesdo microscopica

induzida pelo etanol.
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Ainda neste modelo, observou-se um aumento significativo nos niveis de MDA,
associado com uma diminuicéo significativa de GSH no grupo etanol quando comparado com
0 grupo controle (Tabela 8). Também podemos observar que tanto o grupo Rut-NO como NPS
apresentou uma diminuicdo nos niveis de MDA quando comparado ao grupo etanol, porém
verificou-se que o grupo Rut-NO apresentou uma diminui¢cdo maior nesses niveis quando
comparado ao grupo NPS. Com relacéo aos niveis de GSH foi observado que tanto o grupo
Rut-NO como o NPS mostraram um aumento nesses niveis, entretanto neste parametro o

grupo NPS mostrou um aumento maior que o Rut-NO.

Tabela 8 —Avaliacdo macroscopica e determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e
glutationa (GSH) na mucosa géstrica de camundongos pré-tratados com nitrosil-ruténio (Rut-
NO) na dose de 3 mg/kg ou nitroprussiato (NPS) na dose de 10 mg/Kg no curso da lesédo
gastrica induzida por etanol 50%.

Rut-NO + NPS+

[0)
CONTROLE  ETANOL50%  e1aANOL 5006 ETANOL 50%

Lesdo Gastrica (mm?) 0 96.2 + 15.96° 7.6 £50° 41.98 + 14.03°
MDA (nmol/g de tecido) 36.0+3.4 78.0 £ 7.4° 31.9+35° 50.1 £2.3°
GSH (pg/g de tecido) 41914319  197.5+242° = 299.2 + 34.8° 471 + 44.1°

Resultados expressos com média+ E.P.M. ®p< 0,001 quando comparado ao grupo controle (salina); ® p< 0,001; °
p< 0,05 quando comparado ao grupo etanol; ¢ p< 0,05; ¢ p< 0,001 quando comparado ao grupo etanol. ANOVA e
teste de Newman-Keuls.
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Tabela 9 — Efeito do pré-tratamento com Rut-NO ou NPS na lesdo gastrica microscopica
induzida por etanol 50% em camundongos.

2(2-3)°

0(0-1)° 0(0-1)° 0(0-1)° 0

0(0-1)° 0.5(0-1)° 0(0-1)° 0

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e méaximo, respectivamente.

% p<0,001versus grupo controle(Salina); ® p<0,01,° p<0,05, ¢ p<0,05, ¢ p<0,01 versus grupo Etanol, Teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 34 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou NPS no modelo de gastropatia por etanol.
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Grupo controle (Salina — Painel A); efeito do etanol 50% (0,5ml/25g) na mucosa gastrica, mostrando perda de
células epiteliais, edema e hemorragia (Painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/Kg (Painel C) e
NPS na dose de 10mg/Kg (Painel D), mostrando uma diminui¢cdo nos danos microscépicos provocados pelo

etanol. (100x).
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5.5.2 Efeito protetor do Rut-NO versus NPS na lesdo gastrica induzida por naproxeno

em camundongos

Neste modelo, podemos observar que os animais tratados apenas com salina (controle)
ndo apresentaram lesGes na mucosa gastrica, enquanto os animais tratados somente com NPX
apresentaram lesGes macroscopicas e microscépicas na mucosa (Tabelas 10 e 11). Ainda na
tabela 10, verifica-se também que a administracdo de Rut-NO, bem como de NPS inibiu a
lesdo gastrica induzida pelo NPX e que o pré-tratamento com Rut-NO apresentou uma
reducdo de 55,2% da lesdo enquanto que o pré-tratamento com NPS apresentou uma reducao
de 63,27% na leséo géstrica ndo havendo, portanto, diferenca estatistica entre os dois grupos.
Na tabela 11 e figura 35 podemos observar que tanto o0 Rut-NO como o NPS promoveram

uma protecdo na lesdao microscopica induzida pelo naproxeno.

Tabela 10 — Avaliacdo macroscopica da mucosa gastrica de camundongos pré-tratados com
nitrosil-ruténio (Rut-NO) na dose de 3 mg/kg ou nitroprussiato (NPS) na dose de 10 mg/Kg
no curso da lesdo gastrica induzida por naproxeno.

CONTROLE NPX Rut-NO + NPX NPS+ NPX

Lesdo Gastrica (mm?) 0 11.4+1.1° 51+1.0° 42+15°

Resultados expressos com média+ E.P.M. ®p< 0,001 quando comparado ao grupo controle (salina); ” p< 0,01;
“p< 0,001 quando comparado ao grupo NPX. ANOVA e teste de Newman-Keuls.
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Tabela 11 — Efeito do pré-tratamento com Rut-NO ou NPS na lesdo gastrica microscépica
induzida por NPX em camundongos.

2(1-3)? 2(1-3)? 2(1-3)*

0 0(0-1)° 0(0-2)° 0(0-1)"

0 0(0-1)° 1(0-3)¢ 1(0-2)¢

Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

% p<0,001versus grupo controle(salina); ® p<0,01,° p<0,001, ¢ p<0,01, ¢ p<0,05 versus grupo NPX, Teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s.
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Figura 35 - Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos tratados com salina,
nitrosil-ruténio (Rut-NO) ou NPS no modelo de gastropatia por NPX (100x).

Grupo controle (salina — Painel A); efeito do NPX (300mg/Kg) na mucosa gastrica, mostrando perda de células
epiteliais, edema e infiltrado (Painel B); Pré-tratamento com Rut-NO na dose de 3mg/Kg (Painel C) e NPS na
dose de 10mg/Kg (Painel D), mostrando uma diminui¢do nos danos microscépicos provocados pelo NPX.
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Discussdo
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o efeito do doador de 6xido nitrico (NO) nitrosil-
ruténio (Cis-[Ru(bpy),SO3sNO]" (PF¢) na defesa da mucosa gastrica nos modelos de lesdo
gastrica induzida por etanol 50% e naproxeno em camundongos, e verificamos que este
composto foi capaz de reduzir as lesbes gastricas macro e microscopicamente, atenuar a
deplecdo dos grupos sulfidrilas ndo protéicos, bem como diminuir significativamente os
niveis de malonildialdeido formados pela administracdo do etanol. Além disso, ele também
foi eficaz em diminuir a infiltracdo e adesdo neutrdfilica, bem como reduzir a concentracédo
das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1p na mucosa gastrica. A via NO/GMPc/K atp €sta
envolvida no efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio nos dois modelos de lesdo géstrica
utilizados no estudo. Nossos resultados também mostraram que o nitrosil-ruténio néo
influenciou a secrecdo e acidez gastrica.

Nosso trabalho teve por primeiro objetivo avaliar a atividade gastroprotetora do
nitrosil-ruténio no modelo de gastropatia por etanol 50%. No presente trabalho, nés
demonstramos que a administracdo de etanol resultou em lesdes hemorragicas na mucosa
gastrica de camundongos e através das analises histopatoldgicas, n6s observamos que a lesdo
foi acompanhada por hemorragia, edema e perda de células epiteliais. A literatura mostra que
na lesdo gastrica induzida por etanol, ha a presenca de hemorragias subepiteliais focais na
mucosa devido a acdo direta dos efeitos tdxicos do etanol e indireta de mediadores como
citocinas, radicais livres e outras moléculas de sinalizacdo, provocando inflamacdo ou
apoptose ou reducdo do fluxo sanguineo gastrico (SZABO et al, 1985). No modelo usado
neste estudo, ndo observamos a presenca de infiltrado de células inflamatdrias na mucosa
gastrica. 1sso pode ser explicado pelo fato da lesdo ser avaliada 1 hora apds a administracdo
do etanol. Entretanto, alguns trabalhos relatam que lesGes avaliadas 3 horas apds a
administracdo do etanol podem ser acompanhada por uma migracdo de células inflamatorias
para a mucosa gastrica (LIEBER, 1997).

Neste modelo nossos resultados mostraram que Nitrosil-ruténio (1, 3 e 10 mg/kg), foi
capaz de prevenir as lesbes gastricas macro e microscopicas induzidas pela administragdo de
etanol 50%, demonstrando uma agdo gastroprotetora, sendo a dose de 3mg/Kg a que
apresentou uma maior gastroprotecdo, portanto foi a escolhida para a realizacdo dos
experimentos. Os radicais livres s&o lesivos através de uma variedade de mecanismos, dentre

eles a peroxidagdo dos &cidos graxos das membranas celulares. As mudancgas conformacionais
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nos &cidos graxos resultantes da peroxidacdo lipidica alteram a permeabilidade e fluidez da
membrana, prejudicando as fungdes dos receptores, canais idnicos e outras proteinas que
fazem parte da membrana (FREEMAN & CRAPO, 1982). Compostos sulfidrilas
desempenham um importante papel no reparo de danos celulares quando agentes oxidantes
estdo envolvidos no processo de injaria (SZABO et al., 1991). Glutationa é provavelmente o
mais importante antioxidante no trato gastrointestinal (CHO, 2001). O tratamento agudo com
etanol promove estresse oxidativo com conseqiiente aumento da peroxidacdo lipidica,
aumentando os niveis de malonildialdeido, e deplecédo dos niveis dos grupos sulfidrilas ndo-
proteicos (REPETTO et al., 2002).

No nosso estudo, nitrosil-ruténio diminuiu significativamente o0s niveis de
malonildialdeido formados pela administracdo de etanol, além disso, também atenuou a
deplecdo dos grupos sulfidrilas ndo protéicos na lesdo gastrica induzida por etanol 50%.
Nossos dados estdo de acordo com outros autores que mostram que o etanol depleta os
estoques de glutationa na mucosa gastrica e que a restauracdo parece ser importante na
gastroprotecdo (TRIER et al., 1987; OLIVEIRA et al., 2004; SZABO et al., 1985). Dessa
forma, torna-se plausivel sugerir que a acdo gastroprotetora do nitrosil-ruténio se deva, ao
menos em parte, a suas propriedades antioxidantes. Uma possivel explicacdo para esse efeito
poderia ser 0 composto estar agindo por um efeito direto ou indireto. Caso fosse um efeito
direto poderia ser do ruténio (Rut) ou do nitrosil-ruténio (Rut-NO), porém ndo deve ser do
ruténio, pois nossos dados mostram que ele sozinho ndo protegeu a mucosa gastrica dos
efeitos lesivos do etanol, assim poderia ser do NO, mas o NO nédo tem efeito antioxidante e
sim pro-oxidante (WALLACE., 2000; RODRIGUES et al., 2012). Assim, pode-se sugerir que
o efeito € indireto por aumento do fluxo sangliineo na mucosa gastrica, no nosso estudo nao
avaliamos o fluxo sanguineo gastrico, entretanto um estudo realizado por Silva 2009 mostra
gue complexos doadores de NO possuem efeito vasodilatador (SILVA., 2009). Assim sugeri-
se que o efeito antioxidante do nitrosil-ruténio deve ser secundario a vasodilatacéo.

Nosso segundo objetivo foi avaliar o papel do nitrosil-ruténio na leséo gastrica e
na infiltracdo e adesdo de neutréfilos em um modelo experimental de lesdo géastrica por
naproxeno (NPX), que é um dos antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES) mais utilizados na
clinica médica para reduzir a febre e a dor associada com doengas agudas e crénicas e
inflamacdo (JUNG et al., 2011), sendo este farmaco reconhecido por ser eficaz e clinicamente
seguro (YOKOYAMA; HORIE; AWAZU., 2006). O NPX, assim como os demais AINEs
inibem a biossintese de prostaglandinas no estbmago, especificamente PGl, e PGE,, através

da inibicdo das ciclooxigenases COX-1 e COX-2 diminuindo, assim, o fluxo sangiineo na
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mucosa géastrica e aumentando a adesdo de leucdcitos ao endotélio (WALLACE, 1997;
CAPONE; TACCONELLI; SCIULLI., 2007). Os neutrdfilos parecem desempenhar um
papel chave na patogénese da lesdo induzida por AINEs na mucosa gastrica. Em 1990,
Wallace e colaboradores mostraram que a indometacina, um potente inibidor de COX-1, foi
capaz de desencadear um aumento no numero de neutrdfilos aderidos ao endotélio na
microcirculacdo gastrica e mesentérica em ratos e que a neutropenia induzida por metotrexate
ou pelo soro anti-neutrofilico inibiram a lesdo gastrica induzida por AINEs (WALLACE.,
1990).

Para estudar os efeitos do nitrosil-ruténio no modelo de gastropatia induzida por
AINEs, padronizamos um modelo de lesdo géastrica por NPX em camundongos. Nossos
resultados mostraram que a lesdo gastrica por NPX em camundongos foi evidente somente na
dose de 300mg/Kg, no tempo de 6h apds a administracdo oral do mesmo, o que resultou no
aparecimento de lesGes importantes na mucosa gastrica dos animais que desapareceram com
24 horas, portanto mostrando seguir um padrdo de lesdo por AINEs. Ap6s uma cuidadosa
busca na literatura, verificamos que ndo existe descricdo de um modelo agudo de lesdo por
NPX em camundongos. Em 2010, Ortiz e colaboradores realizaram um estudo em ratos onde
verificaram que a administracdo oral de naproxeno (10, 30 e 100mg/Kg) induziu lesbes na
mucosa gastrica apds 6h da administracdo do mesmo (ORTIZ, et al., 2010). No nosso
modelo, ap6s uma avaliacdo histologica, n6s observamos a presenca de perdas de células
epiteliais, edema, infiltrado de células inflamatorias. Verificamos que a lesdo gastrica por
NPX (300mg/Kg) possivelmente é um processo dependente da infiltracdo de neutréfilo, pois
houve um aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) na mucosa gastrica, bem
como um aumento da adesdo de neutréfilos ao endotélio vascular apds a administracdo de
NPX (300mg/Kg). Estes resultados estdo de acordo com trabalhos da literatura que
demonstram, tanto em ratos (WALLACE et al., 1990; TREVETHICK et al.,, 1993;
KIRCHNER, T., 1997) quanto em camundongos (MORISE et al., 1999) que a gastropatia por
AINEs é um processo dependente da infiltragdo de neutrofilos. A efetiva participacdo destas
células somente ser4 comprovada apds a modulacdo farmacologica inibindo a migracao destas
para o estdbmago, por exemplo, com fucoidina. Um estudo realizado por Souza (2002),
mostrou que o tratamento de camundongos com fucoidina, um polissacarideo derivado de
algas capaz de se ligar e bloquear as funcbes da L- e da P- selectina (VARKI, 1994 e
BEVILACQUA, 1993) inibiu tanto a lesdo quanto a infiltracdo de neutréfilos induzidas por
indometacina (20mg/Kg).
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Nosso estudo mostrou que o nitrosil-ruténio (3mg/Kg), foi capaz de reduzir a leséo
gastrica por naproxeno (300mg/Kg) tanto macro como microscopicamente, bem como
diminuiu a infiltracdo de neutrofilos na mucosa gastrica, mensurada pela atividade de MPO
como também diminuiu a adesdo dos leucocitos ao endotélio induzida pelo NPX.
Possivelmente, esses efeitos sdo decorrentes da acdo do NO na mucosa gastrica, uma vez que
ndo devem ser do ruténio, pois nossos dados mostram que ele sozinho ndo protegeu a mucosa
gastrica dos efeitos lesivos do naproxeno. Nossos resultados sugerem que um dos
mecanismos envolvidos no efeito protetor do nitrosil-ruténio frente as lesdes gastricas
induzidas pelo NPX seria em parte dependente da inibicdo da infiltracdo de neutrofilos para o
sitio inflamado. A adesdo do leucécito a célula endotelial € uma das principais etapas da
migracdo do neutrdfilo, e parece ser modulado por uma variedade de proteinas de adesédo
expressas na superficie dos leucocitos e das células endoteliais (DAVENPECK et al., 1997).
Alguns estudos mostraram que estas moléculas de adeséo sdo responsaveis pela diminuico
da velocidade do rolling e pelo aumento na adesdo e na transmigracdo dos leucdcitos
(WALLACE et al., 1993). No nosso trabalho, a administracdo de naproxeno resultou num
aumento no numero de leucécitos aderidos. Nossos resultados evidenciaram que o nitrosil-
ruténio foi capaz de reverter este efeito do naproxeno, pois diminui de forma significativa a
adesdo leucocitéaria nas vénulas mesentéricas pds-capilares. Dessa forma, o nitrosil-ruténio
protegeria a mucosa de lesdes induzidas por naproxeno por um mecanismo dependente da
diminuicdo da infiltracdo de leucdcitos por uma diminuicdo na adesdo. A literatura mostra que
0 NO modula a interacdo leucdcito-célula endotelial. Estudos mostram que inibidores
seletivos de iINOS e eNOS aumentam o rolamento e adeséo de leucdcitos a celulas endoteliais
e a transmigracdo de neutréfilos para sitios inflamatoérios, enquanto que doadores de NO
diminuem esses parametros (IALENT et al, 2000; KUBES et al, 1991; DAL SECCO, 2004).

Além de verificar a participacdo dos neutrofilos no curso da lesdo por NPX,
verificamos, também, a participacdo das citocinas pré-inflamatorias. As citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a e IL-1p, sdo mediadores importantes na gastropatia induzida por
AINES (SANTUCCI et al., 1995). Nossos resultados estdo, novamente de acordo com a
literatura, na qual observamos que os animais tratados com AINES, apresentam um aumento
na concentracdo de TNF-a e IL-1PB no tecido gastrico. Nitrosil-ruténio mais uma vez foi
eficaz, diminuindo os niveis dessas duas citocinas pré-inflamatorias.

Outra explicacdo plausivel para o efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio neste modelo
seria que o NO teria um efeito benéfico através de uma vasodilatagdo na microcirculagéo

gastrica. Como discutido anteriormente no nosso estudo ndo avaliamos o fluxo sangliineo
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géastrico, porém em 2009, Silva mostrou que complexos doadores de NO possuem efeito
vasodilatador (SILVA., 2009). Vérios estudos vem demonstrado um possivel efeito benéfico
de doadores do NO na mucosa gastrica, como o efeito da nitroglicerina transdérmica
(CALATAYUD et al., 1999) e dos NO-AINES (ELLIOTT et al., 1995), que séo capazes de
acelerar a cicatrizacdo de lesGes géastricas induzidas pelos AINEs. O NO esta envolvido no
aumento do fluxo sanglineo da microcirculagdo gastrica, na reducdo da adesdo dos
neutrofilos nas vénulas pds-capilares e no aumento da secrecdo de muco (WALLACE et al.,
2000a). Nosso estudo nédo é o unico a demonstrar efeitos diversos do NO na mucosa gastrica.
Tem sido demonstrado que drogas doadoras de NO possuem este efeito. Em baixas doses 0s
doadores de NO previnem a leséo gastrica. Por outro lado, em altas doses os doadores de NO
sdo capazes de induzir uma extensa lesdo hemorragica no esttmago (LAMARQUE et al.
1995a e LAMARQUE et al., 1995b).

A adesdo do neutrdfilo ao endotélio vascular e & liberacdo subsequente de radicais
livres de oxigénio e de enzimas proteoliticas foi implicado como um evento critico na
patogénese da ulceracdo gastrointestinal induzido por AINEs. (WALLACE, 1993). Sakuma e
colaboradores mostraram que o peroxido de hidrogénio esta envolvido nas lesdes gastricas na
mucosa de ratos. Visto que, enquanto a superoxido dismutase estimula a sintese do
prostaglandina E2 que protege a mucosa, o peréxido de hidrogénio inibe essa protecdo
fazendo com que a mucosa fique susceptivel ao aparecimento de lesGes (SAKUMA et al.,
1992). Neste modelo ndo avaliamos os aspectos antioxidantes do nitrosil-ruténio, porém ja
demonstramos anteriormente no modelo de lesdo gastrica por etanol 50% que ele protege a
mucosa gastrica contra o estresse oxidativo, diminuindo a producdo de MDA e aumentando
os niveis de GSH, portanto ha grande possibilidade de inibicdo de aspectos oxidantes neste
modelo, 0 que deve ser investigado.

O passo seguinte do nosso trabalho foi investigar a possivel participacdo da enzima
guanilato ciclase soluvel (GC;) no efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio sobre a lesé@o
gastrica induzida por etanol ou naproxeno. O GMPc é um nucleotideo sintetizado no interior
da célula pela a¢do de uma enzima conhecida como guanilato ciclase. Esta enzima é ativada
por NO, formando GMPc (BEAVO, 1995; POLSON & STRADA, 1996). A producdo do
GMPc é o principal mecanismo pelo qual o NO produz muitos dos seus efeitos fisioldgicos.
H& evidéncias que o NO e o GMPc podem atuar sobre diversos alvos como as proteinas
quinases GMPc-dependente, as fosfodiesterases reguladas por GMPc e diferentes tipos de
canais de potassio (BOLOTINA et al., 1994; HAN et al., 2007; LEVY & STRASSMAN,
2004).
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O nosso trabalho mostrou que a inibicdo da enzima guanilato ciclase soltvel (GCs)
e, consequente inibicdo da formacdo de GMPc elimina o efeito gastroprotetor do nitrosil-
ruténio tanto no modelo de gastropatia por etanol 50% como no de lesdo gastrica por NPX.
Neste experimento foi utilizado como ferramenta farmacoldgica o ODQ (um inibidor
altamente seletivo da enzima guanilato ciclase soluvel) na concentragdo de 10 mg/kg. Foi
demonstrado também que a inibicdo da GCs reduziu os niveis de glutationa bem como
aumentou os niveis de malondialdéido na mucosa gastrica. Assim, esse experimentou mostrou
que os efeitos benéficos do nitrosil-ruténio na mucosa gastrica envolve a guanilato ciclase
intracelular e o GMPc. Sakai e colaboradores obtiveram resultados semelhantes aos nossos,
no qual mostraram que o GMPc e o NO protegem as células parietais da citotoxicidade
provocada pelo etanol e que a citoprotecdo dependente de GMPc esta relacionada a ativacao
da via NO/cGMP e a abertura dos canais de cloro basolaterais (SAKAY et al., 1995). Em
2009, Gomes mostrou que o efeito protetor da via hemeoxigenasel/biliverdina/CO em
modelos experimentais agudos de lesbes gastricas em camundongos, envolve a ativagdo da
guanilato ciclase soluvel (GOMES., 2009).

Investigamos também a possivel participacdo dos canais de potassio ATP-
dependentes (Katp) no efeito gastroprotetor do nitrosil-ruténio nos modelos de lesdo géstrica
induzida por etanol ou naproxeno. Tem sido postulado que os canais de Katp estdo envolvidos
em uma variedade de funcGes fisiopatoldgicas no estdbmago tais como: regulacdo do fluxo
sanguineo, secrecdo de acido gastrico e contratilidade da musculatura gastrica. A capacidade
da glibenclamida e do diazoxido de alterar a resposta de algumas drogas tem sido aceita como
evidéncia para sugerir o envolvimento dos Karp nos eventos bioldgicos (STANDEN et al.,
1989). Trabalhos estudando os efeitos do diazdxido, um ativador dos canais Karp, € da
glibenclamida, um bloqueador dos canais Katp, mostraram que o diazoxido inibiu a lesdo
gastrica induzida por indometacina em ratos, com a glibenclamida revertendo essa protecao
(AKAR et al., 1999). Nosso grupo mostrou que o LPS protege a gastropatia induzida por
indometacina, em parte devido a abertura dos canais de Katp (GOMES et al., 2006), e que 0
sildenafil protege a gastropatia induzida por etanol absoluto, também em parte devido a
abertura dos canais Karp (MEDEIROS et al., 2008). Nossos resultados evidenciaram que a
glibenclamida reverteu o efeito protetor do nitrosil-ruténio nos dois modelos de leséo gastrica
utilizados neste estudo. Recentemente, Peskar e colaboradores sugeriram a acdo das
prostaglandinas enddgenas como ativadores dos canais de Karp em modelos de
gastroprotecdo (PESKAR et al., 2002). Nosso estudo também mostrou que a glibenclamida

induziu um aumento na atividade géastrica de MPO no grupo tratado com nitrosil-ruténio mais
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naproxeno. Uma possivel explicacdo para este achado seria que a glibenclamida poderia
induzir uma diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico e dessa forma aumentar as lesbes na
mucosa gastrica induzidas pelo naproxeno. Akar e colaboradores demonstraram que o
diazoxido reduziu a lesdo gastrica e a infiltracdo de neutrofilos na mucosa gastrica de ratos, e
que o relaxamento de artérias gastricas pré-contraidas pela noradrenalina induzida por
diazdxido foi revertido pela glibenclamida. Entdo, estes autores sugeriram que 0s canais de
Katp possuem uma fungdo importante na manutencdo da integridade da mucosa gastrica pelo
aumento da perfusdo gastrica e da regulacao dos neutrofilos (AKAR, et al., 1999).

O nosso estudo também avaliou a acdo do nitrosil-ruténio na secrecdo gastrica acida e
verificamos que este composto ndo demonstrou efeito na secrecdo e nem na acidez gastrica,

portanto sugerindo que esse mecanismo nao faz parte do seu efeito protetor.

Com base nos dados obtidos, sugerimos o seguinte modelo hipotético:

Figura 36: Modelo hipotético para os efeitos protetores do nitrosil-ruténio na mucosa
gastrica.
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Baseado nos dados acima, nossos resultados demonstraram que 0 composto nitrosil-

ruténio possui um papel protetor importante nos modelos experimentais agudos de lesdes
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géastricas induzidas por etanol 50% e por naproxeno. Este efeito gastroprotetor € dependente
da ativacdo da guanilato ciclase solGvel e da abertura de canais de Karp. ESte evento parece
depender, também, da diminuicdo da producdo de radicais livres, visto que o pré-tratamento
com nitrosil-ruténio diminuiu a peroxidacdo lipidica e aumentou os niveis de GSH,
substancias importantes na remogéo dos radicais livres presentes no modelo de gastropatia por
etanol. J& no modelo de gastropatia por NPX observamos a participagdo de células
inflamatdrias, como neutrofilos e as citocinas pré-inflamatorias TNF-o e IL-1p na génese da
lesdo gastrica. Nitrosil-ruténio foi capaz de diminuir essas substancias que contribuem para a
formacdo da lesdo géstrica por AINEs. Desta forma, a compreensdo dos mecanismos pelos
quais nitrosil-ruténio exerce seus efeitos no estbmago podera ser um alvo interessante para o
desenvolvimento de novas terapéuticas citoprotetoras.

O uso de compostos capazes de liberar NO in vivo tem se tornado uma area importante
de pesquisa. E de grande interesse a busca de compostos quimicos que possam servir de
veiculo para a liberacdo de NO nos sistemas bioldgicos. Esses compostos devem apresentar
algumas propriedades caracteristicas, como ser de facil preparacdo em uma forma pura e
estavel, de preferéncia um solido, gerar NO quantitativamente e seus produtos de degradacéo
devem ser inertes e atoxicos. Uma estratégia € usar complexos metalonitrosilos como
liberadores de NO, como ja foi observado para alguns complexos de ruténio (LUNARDI et
al., 2009). Farmacos baseados no metal ruténio, geralmente apresentam menos problemas de
citotoxicidade do que outros metais. Esta baixa toxicidade pode ser devida a semelhanca do
ruténio com o ferro. O Ruténio consegue se ligar a moléculas bioldgicas da mesma forma que
o ferro, como ocorre com a albumina e a transferrina. Por este motivo, o organismo utiliza a
mesma ferramenta para eliminar o ruténio e o ferro, impedindo os seus efeitos tdxicos
(ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Nosso estudo, além de avaliar a atividade gastroprotetora do composto nitrosil-ruténio
em modelos experimentais de lesdo géastrica, também teve como objetivo comparar o efeito
gastroprotetor do nitrosil-ruténio com o doador de NO de referéncia nitroprussiato de sédio
(NPS). Nossos dados mostraram que o nitrosil-ruténio (3mg/Kg) apresentou uma
gastroprotecdo semelhante ao NPS (10mg/Kg) em uma dose menor (Rut-NO: 1.5umol/Kg;
NPS: 33,5 pmol/Kg). Estudos em outros sistemas também mostraram que diferentes
complexos metalonitrosilos liberadores de NO também apresentaram efeitos semelhantes ou
maiores do que o NPS. Um estudo realizado por Pereira 2011, mostrou que 0 composto
doador de NO RuBPY promove relaxamento na aorta de ratos com Enax Semelhante ao
NPS (PEREIRA., 2011). Ja Castro 2011, mostrou que o composto RUTERPY apresenta um
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relaxamento no musculo liso de vias aéreas de ratos maior que o SNP (CASTRO., 2011).
Essas diferengas na poténcia do efeito desses doadores pode ser explicada pela diferenca na
liberacdo do NO (PEREIRA., 2011).

Outra vantagem dos complexos metalonitrosilos liberadores de NO em relagcdo ao NPS
é a baixa toxicidade, nosso estudo ndo avaliou a toxicidade do nitrosil-ruténio frente ao NPS,
porém Pereira 2011 avaliou a citotoxicidade do doador de NO RuBPY frente ao NPS através
do ensaio colorimétrico MTT em células recém isoladas de musculo liso vascular de aorta
(CMLV) e verificou-se que este composto ndo apresentou toxicidade em CMLV, na
concentracdo que induziu o efeito méximo de relaxamento em aorta de ratos, nos estudos de
reatividade vascular. J& ao avaliar o efeito citotoxico do NPS, o autor verificou que este
doador de NO apresenta citotoxicidade em CMLV na concentracdo que induz efeito maximo
na reatividade vascular. Em 2006, Bonaventura também mostrou que outro doador de NO,
trans-[RuCI([15]aneN 4 )NOJ** ndo possuia efeito  téxico para CMLV
(BONAVENTURA, 2007). A liberagdo de NO pelo NPS ocorre em conjunto com a liberagéo
de cianeto presente na molécula, o qual apresenta alta toxicidade ao organismo (BATES et
al., 1991). Nagano et al. (2005), também demonstraram que o NPS induz morte
celular de microglia de forma dose e tempo- dependente. Essa toxicidade do NPS pode
limitar seu uso terapéutico e dessa forma, os complexos metalonitrosilos liberadores de NO
apresentam vantagens em relagdo ao NPS.

A intensa investigacdo relacionada as funcdes bioldgicas do éxido nitrico demanda
fontes exdgenas de doadores de NO como ferramentas de pesquisa e como farmacos. Desde
meados dos anos 80, o desenvolvimento de novos doadores de NO tem oferecido varias
vantagens sobre doadores mais antigos, como liberacdo espontanea de NO e liberacdo sob
taxas controladas visando especificamente alguns tecidos. As vias pelas quais tem-se a
formacdo de NO diferem demasiadamente de composto para composto, como também a sua
reatividade (ACHIKE; KWAN., 2003). Os nitratos organicos, descobertos ha mais de um
século, sdo os mais conhecidos doadores de NO. Sendo estes usados para o alivio da dor
aguda associada a angina e para o tratamento de angina cronica (MILLER; MEGSON., 2007).
Outro doador de NO usado na clinica é o nitroprussiato de sédio (SNP), sendo este utilizado
nos hospitais para promover uma rapida diminuicdo da pressédo arterial em crises
hipertensivas. O grande problema do uso dos nitratos organicos e do SNP ocorre devido ao
desenvolvimento de tolerancia e ao acumulo de cianeto respectivamente. Desta forma, faz-se

necessario a busca de novos doadores de NO que possuam uma maior seletividade, permita
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que o NO seja liberado de maneira controlada e permaneca em niveis subtoxicos para serem

utilizados terapeuticamente de maneira eficaz e segura.



103

Conclusées
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7 CONCLUSOES

O composto nitrosil-ruténio preveniu a lesdo géstrica, o consumo de glutationa e
aumento da peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica induzida pela administracao

de etanol 50% em camundongos

O tratamento com nitrosil-ruténio ndo alterou a atividade secretora &cida gastrica
O modelo de lesdo gastrica por naproxeno em camundongos foi padronizado

O composto nitrosil-ruténio possue uma acdo anti-inflamatéria. O mesmo foi
capaz de produzir uma diminuicdo da adesdo e infiltracdo de células inflamatorias,

bem como a diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-1.

Dessa forma, evidenciamos que o mecanismo de acdo gastroprotetor do nitrosil-
ruténio é dependente da via NO/GMPc/Katp. O bloqueio farmacolédgico da
guanilato ciclase solGvel ou dos canais Katp revertem a gastroprotecao do nitrosil-

ruténio.

O composto nitrosil-ruténio apresentou uma atividade gastroprotetora semelhante

a do doador de NO padréo nitroprussiato (NPS).
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