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RESUMO. 
INTRODUÇÃO: O papel do LPS na defesa da mucosa gástrica ainda não está 

estabelecido. OBJETIVOS: 1-Verificar o efeito protetor do LPS na lesão gástrica 

(LG), na infiltração de neutrófilos (IN), no aumento da adesão leucocitária, na 

diminuição dos níveis de GSH induzidos por indometacina (INDO) em ratos; 2-

Investigar o papel da COX-2, NOSi e dos canais de K sensíveis ao ATP (KATP) 

na gastroproteção do LPS na gastropatia por INDO. MÉTODOS: Os ratos foram 

tratados com LPS da E. coli (30, 100 ou 300 µg/Kg, e.v.). Após 6 hs, foi 

administrado INDO (20mg/Kg, p.o.). Decorridas 3 hs, o sangue foi colhido para 

determinação do leucograma. Posteriormente, os ratos foram sacrificados e a LG 

foi aferida. Fragmentos do estômago foram retirados para avaliação da atividade 

de mieloperoxidase (MPO) e determinação dos níveis de glutationa (GSH). A 

adesão e o rolling dos leucócitos foram avaliados por microscopia intravital. 

Diferentes grupos foram tratados com rofecoxib, L-NAME, aminoguanidina, 

dexametasona, glibenclamida, diazóxido ou glibenclamida + diazóxido. Após 3 

horas da administração de INDO (20mg/Kg, p.o.), foram avaliadas a LG, a MPO e 

GSH. RESULTADOS: LPS reduziu a LG e o aumentou a MPO induzidas por INDO 

de forma dose-dependente, com o efeito máximo na dose de 300 µg/Kg e no 

tempo de 6 hs. O pré-tratamento com LPS induziu uma neutrofilia na gastropatia 

induzida pela INDO. LPS reverteu à queda dos níveis de GSH no estômago com 

INDO. O tratamento com LPS diminui a adesão e aumentou o rolling dos 

leucócitos quando comparado com o tratado com INDO. Rofecoxib, L-NAME, 

aminoguanidina ou dexametasona não reverteram o efeito protetor do LPS. 

Glibenclamida, mas não diazóxido, reverteu o efeito protetor do LPS na 

gastropatia induzida por INDO, aumentando de forma significativa a LG, MPO e 

diminuindo a GSH. A associação de glibenclamida com diazóxido não reverteu o 

efeito protetor do LPS. CONCLUSÕES: LPS protege contra a LG por INDO, 

através da inibição da IN por uma diminuição da adesão de leucócitos ao 

endotélio e por um aumento dos níveis de GSH no estômago. Este evento 

dependente da abertura de KATP. Nossos dados também sugerem que a 

atividade de COX-2 e NOSi não estão envolvidos no efeito protetor do LPS. 



ABSTRACT. 

INTRODUCTION: The role of the LPS in the defense of the gastric mucosa is still 

not established. AIMS: 1-To verify the protective effect of the LPS in the gastric 

damage (GD), in the neutrophil infiltration (NI), in the increase of the leukocyte of 

adhesion, in the reduction of the induced glutathione levels for indomethacin 

(INDO) in rats; 2- To investigate the role of the COX-2, NOSi and of  AATTPP--sseennssiittiivvee  

kk  cchhaannnneellss (KATP) in the protective effect of LPS administration on INDO- induced 

gastropathy. METHODS: The rats were treated with LPS of E. coli (30, 100 or 300 

mg/Kg, e.v.). After 6 hs, INDO was administrated (20mg/Kg, p.o.). Three hs later, 

the blood was harvested for determination the total and differential number of white 

blood cell counts. Later, the rats had been sacrificed and the GD was surveyed. 

Piece of the stomach had been removed for evaluation of the myeloperoxidase 

(MPO) activity and determination of the glutathione (GSH) levels. The adhesion 

and rolling of the leukocytes had been evaluated by intravital microscopy. Different 

groups were treated with rofecoxib, L-NAME, aminoguanidine, dexamethasone, 

glibenclamide, diazoxide or glibenclamide + diazoxide. After 3 hs of the 

administration of INDO (20mg/Kg, p.o.), had been evaluated the GD, MPO and 

GSH. RESULTS: LPS reduced dose- dependently INDO- induced GD and 

increase in MPO, with the maximal effect at the dose of 300 µg/kg and  in the time 

of 6 hs. The LPS treatment neutrophilia induced in INDO induced gastropathy. LPS 

reverted to the fall of the GSH levels in the stomach with INDO. The LPS treatment 

decreased the adhesion and increased rolling of the leukocytes when compared 

with the INDO treated. Rofecoxib, L-NAME, aminoguanidine or dexamethasona 

had not reverted the protective effect of the LPS. Glibenclamide, but not diazoxide, 

reverted the protective effect of the LPS in the induced gastropathy for INDO, 

increasing of significant form the GD, MPO and decreasing the GSH. The 

diazoxide + glibenclamide association of with did not revert the protective effect of 

the LPS. CONCLUSIONS: LPS protects against INDO induced GD, through the 

inhibition of the NI for a reduction of the adhesion of leukocytes to the endothelin 

and for an increase of the GSH levels in the stomach. This dependent event of the 



KATP opening. Our data also suggest that the activity of COX-2 and NOSi are not 

involved in the protective effect of the LPS. 
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1.0- Introdução 

Com o incremento da industrial farmacêutica, nas últimas seis décadas, os 

medicamentos passaram a ocupar, de forma crescente, lugar de destaque como 

alternativa para a cura das doenças e alívio dos sintomas. Por isso, os produtos 

farmacêuticos passaram a sofrer um uso indiscriminado e irracional. Esse uso 

indiscriminado, obviamente, termina por acarretar conseqüências negativas 

importantes nos indivíduos traduzidos, particularmente, pelo aumento de efeitos 

colaterais ou reações adversas, por vezes bastante graves (BARROS, 1984).  

Os antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) são os medicamentos mais 

prescritos no mundo, sendo a toxicidade gastrintestinal a maior limitação para o 

seu uso. Em todo o mundo, mais de 75 milhões de prescrições de 

antiinflamatórios não-esteroidais - AINEs são emitidas ao ano.   Nos Estados 

Unidos, Tylenol®, Advil® e Aspirina® são muito consumidas. Entretanto, o uso 

indiscriminado desses medicamentos levou a uma série de complicações. O 

resultado disso é que mais de 100 mil pessoas são hospitalizadas por conta do 

uso indevido dessas drogas; e cerca de 16.500 pessoas morrem por ano. Os 

dados constam no artigo publicado pelo New England Journal of Medicine, em 

1997.  

No Brasil não se têm dados muito precisos, mas sabe-se que os 

antiinflamatórios também estão entre as drogas mais consumidas e sem 

prescrição médica, pela população. Além daquelas drogas citadas anteriormente, 

outras drogas da categoria dos AINEs fazem parte do cotidiano brasileiro, como 



por exemplo, os AINEs derivados da ácido idolacéticos. Quando prescritas por 

médicos, com paciente acompanhado e monitorado, são altamente resolutivas, 

Por outro lado, quando tomados de forma indiscriminada aumentam 

significativamente o risco de complicações gastrointestinais graves entre os 

usuários. Esses fatores de risco incluem antecedentes pessoais de complicações 

TGI graves associadas à úlcera induzida por AINE, uso concomitante de 

anticoagulante, idade avançada e uso de múltiplos e diferentes AINEs em altas 

doses. No entanto, os sintomas, ou a falta deles, não são bons sinais de eventos 

gastrointestinais graves. De fato, 30% a 40% dos pacientes com úlceras induzidas 

por AINEs são assintomáticos e, entre aqueles que desenvolvem hemorragia 

digestiva, até 60% o fazem silenciosamente, em contraste com os 25% de 

hemorragias assintomáticas observadas nos não-usuários de antiinflamatórios 

(COELHO, 1998). 

Tem sido sugerido ainda que a maioria dos pacientes usuários de AINEs 

não desenvolvem lesão gastrintestinal, pois a sua mucosa gástrica seria capaz de 

se adaptar criando resistência à agressões pelos AINEs. A falha deste mecanismo 

de adaptação seria a chave para o entendimento do desenvolvimento de lesões 

gástricas por AINEs em pacientes susceptíveis (OLIVERO & GRAHAM, 1992). 

Através de um fenômeno de adaptação, inúmeros produtos químicos podem 

induzir uma proteção da mucosa gástrica a lesão por AINEs ou por etanol 

(PESKAR et al., 2002). Tem sido descrito que o envolvimento de várias vias, como 

COX-2 (MIYAKE et al., 2002; SOUZA et al, 2003), NO sintase induzida 

(TAKEUCHI et al., 1999) e mais recentemente os canais de K sensíveis ao ATP 



(canais de KATP) (PESKAR et al., 2002) entre outros, estão envolvidos neste 

fenômeno de adaptação.  

 

 

1.1- Lipopolissacarídeo (LPS) 

 

O lipopolissacarídeo (LPS) presente na parede das bactérias Gram 

negativas está envolvido no desencadeamento da maioria dos fenômenos 

fisiopatológicos envolvidos na infecção por estas bactérias.  

Nas bactérias Gram-negativas, a parede celular é composta por uma 

camada de peptidioglicano e três outros componentes que a envolvem 

externamente; lipoproteína, membrana externa e lipopolissacarídeo. O 

peptidioglicano, responsável pela forma das células e proteção do citoplasma 

frente às diferenças de pressão osmótica entre os meios externo e interno, 

confere rigidez ao corpo bacteriano (BURNETT & SCHUSTER, 1974). A 

lipoproteína está ligada de modo covalente ao peptidioglicano e não covalente à 

membrana externa; sua função é estabilizar a membrana externa e ancorá-la à 

camada de peptídioglicano. A membrana externa é uma dupla camada, contendo 

fosfolipídeos e proteínas e apresentando, em sua camada externa, o 

lipopolissacarídeo. Quimicamente, a endotoxina das bactérias gram-negativas é 

um lipopolissacarídeo (LPS), que tem na sua porção mais interna um lipídeo A, 

seguido do core e, na região externa, o antígeno O, composto por cadeias 

repetidas de oligossacarideos. O lipídeo A é a porção responsável pela toxicidade 



da molécula e é antigenicamente conservado entre as bactérias gram-negativas 

patogênicas (BURNETT & SCHUSTER, 1974). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é o maior fator de virulência, determinando 

efeitos biológicos que resultam na amplificação das reações inflamatórias. Esta 

endotoxina é um antígeno fraco não específico que não é facilmente neutralizado 

por anticorpos, sendo capaz de ativar a cascata do complemento. A ativação do 

complemento envolve a formação de cininas, outros importantes mediadores da 

inflamação. Também ativa: plaquetas, mastócitos, basófilos e células endoteliais. 

O LPS induz os macrófagos a secretarem as interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator 

de necrose tumoral (TNF-α), óxido nítrico, interferons, fator ativador de plaquetas 

(PAF) e prostaglandinas (BURNETT & SCHUSTER, 1974;  NISENGARD & 

NEWMAN, 1994). 

 

1.2- INFLAMAÇÃO 

 A inflamação constitui o principal mecanismo de defesa do organismo as 

alterações do meio. Constantemente, a superfície da mucosa do trato 

gastrintestinal é exposta a estímulos lesivos como drogas, toxinas bacterianas, 

proteínas heterólogas e suco gástrico. Estes estímulos lesivos determinam o 

aparecimento de uma reação inflamatória coordenada por vários mediadores 

liberados por células do epitélio e da lâmina própria, tendo como conseqüência 

final o desenvolvimento de lesões na mucosa e o aparecimento de doenças como, 

por exemplo, esofagite, gastrite, úlcera péptica e diarréia (KATZUNG, 1998). 



 Por ser um mecanismo de defesa natural do organismo a qualquer 

agressão eventualmente sofrida, sua intensidade mostra-se diretamente 

proporcional ao tamanho do trauma sofrido. A resposta inflamatória costuma ser 

dividida em três fases: a inflamação aguda, a resposta imune e a inflamação 

crônica (KATZUNG, 1998). Segundo Wanmacher e Ferreira (1995), a inflamação 

aguda refere-se à resposta inicial à lesão tecidual; é mediada pela liberação de 

autacóides e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta imune 

(WANMACHER & FERREIRA, 1998). A resposta imune surge quando as células 

imunes são ativadas e liberadas durante a resposta inflamatória aguda ou crônica. 

A inflamação crônica (quadro proliferativo) caracteriza-se pela duração 

prolongada, sendo que ocorrem simultaneamente a inflamação ativa, a destruição 

tecidual e as tentativas de cicatrização. Cortes histológicos demonstram uma 

infiltração de células, principalmente macrófagos, linfócitos e plasmócitos; 

destruição tecidual; e reposição do tecido conjuntivo da lesão por um processo 

envolvendo angiogênese e fibrose (ALLE & ALLE-FILHO, 1992).  

 A resposta inflamatória celular é um mecanismo pelo qual o organismo se 

defende contra infecções e repara danos teciduais. Porém, se a inflamação 

persistir, esta se torna patológica e causa danos ao hospedeiro. A resposta 

inflamatória pode ser gerada a partir de células como os neutrófilos, eosinófilos, 

basófilos, macrófagos, plaquetas e endotélio e também proteínas circulantes que 

em sua maioria são componentes da coagulação, da fibrinólise e das vias da 

cinase. 



 Para que se possa ativar rapidamente a resposta inflamatória celular e 

proteger o organismo dos medidores inflamatórios celulares estes são pré-

formados e estocados. As células participantes da resposta inflamatória podem 

ser categorizadas em: circulantes de vida curta (neutrófilos, eosinófilos e 

basófilos) e não-circulantes de vida longa (macrófagos e mastócitos). Os 

neutrófilos e macrófagos têm como função primária à fagocitose. Essas células 

funcionam como uma barreira entre o ambiente e o hospedeiro caso uma partícula 

ou organismo tente adentrar nele (Weiss, 1989). Os mastócitos e basófilos têm 

como função principal à secreção de mediadores inflamatórios. Essas células 

contêm além dos mediadores, que aumentam a permeabilidade celular, fatores 

quimiotáticos que são responsáveis por recrutar outras células inflamatórias. 

 Castilho e colaboradores afirmaram que a lesão celular associada à 

inflamação atua sobre as membranas celulares, provocando a liberação de 

enzimas lisossômicas pelos leucócitos. Depois, ocorre liberação de ácido 

araquidônico, a partir de compostos precursores, e vários eicosanóides são 

sintetizados (CASTILHO et al., 1998). De acordo com Schutz e colaboradores, as 

prostaglandinas exercem uma variedade de efeitos sobre os vasos sanguíneos, as 

terminações nervosas e as células envolvidas na inflamação (SCHUTZ, 1997).  

 

1.3- LESÃO GÁSTRICA POR ANTIINFLAMATÓRIOS NÃO-ESTEROIDAIS 
(AINES)  
 

AINEs são hoje considerados como uma causa estabelecida de úlcera 

péptica, podendo ocorrer após administração oral ou sistêmica das drogas e com 

praticamente todos os antiinflamatórios (SINGH et al., 1996). Acredita-se que 



AINEs promovem lesão gastroduodenal por dois mecanismos independentes, ou 

seja, diretamente por efeito tóxico direto, em nível epitelial, sobre os mecanismos 

de defesa da mucosa gastroduodenal, resultando em aumento da permeabilidade 

celular, inibição do transporte iônico e da fosforilação oxidativa, e, sistemicamente, 

enfraquecendo os mecanismos de defesa através da inibição da cicloxigenase, 

enzima chave na síntese das prostaglandinas (WALLACE, 2000). Desta forma, 

AINEs causam uma redução significativa nos teores de prostaglandinas das 

mucosas. Sabe-se que as prostaglandinas, especificamente a PGI2 e PGE2, 

protegem a mucosa gástrica através de seus efeitos estimulantes sobre a 

produção de muco e secreção de bicarbonato, enquanto aumentam o fluxo 

sangüíneo mucoso e reduzem turnover celular (WALLACE, 2000).  

As PGs constituem uma família de ácidos carboxílicos de cadeia linear, um 

anel ciclopentânico e graus variáveis de insaturação. Todas as PGs são 

produzidas a partir dos ácidos graxos livres: eicosatrienóico, araquidônico e 

eicosapentanóico. A formação das PGs inicia-se com a ativação da fosfolipase A2 

que pode ser provocada por estímulos fisiológicos (angiotensina, bradicinina, 

noradrenalina) ou por estímulos patológicos (lesão tissular). Após sofrer ativação, 

a fosfolipase A2 cliva o ácido araquidônico da membrana que pode, dessa forma, 

ser metabolizado pela lipoxigenase, pela ciclooxigenase ou pela lysil PAF.  A via 

da lipoxigenase tem como produtos finais de metabolização diferentes tipos de 

leucotrienos e a via da ciclooxigenase tem como produtos finais de metabolização 

as PGs. Por outro lado, a via do lysil PAF leva a produção de plaquetas 

(WALLACE, 1997).  



No início da década de 1990, foi estabelecida a presença 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 função, pesos moleculares 

semelhantes e similaridade na seqüência de aminoácidos, estas isoenzimas são 

codificadas por genes diferentes e apresentam modelos de expressão também 

diferentes (HALTER et al., 2001). A COX-1, também chamada de constitutiva está 

presente em grande quantidade na maioria dos tecidos e de fundamental 

importância na proteção da mucosa gástrica, enquanto a COX-2, chamada de 

indutiva, aparece em quantidades baixas sob condições basais, mas sua 

expressão é induzida por estímulos inflamatórios como fatores de crescimento 

(FC), citocinas e injúria tissular (XIE et al., 1991; WALLACE, 1997). 

Em situações de dano tecidual, transformações malignas ou inflamatórias, a 

COX-2 tem sua expressão aumentada por substâncias como mitógenos, citocinas 

e endotoxinas. Isto tem permitido propor que a COX-1 está relacionada com 

efeitos fisiológicos, responsáveis pela homeostase corporal, enquanto a COX-2 

está relacionada com efeitos patológicos como a inflamação (VANE & BOTTING, 

1995).  

A organização mundial da saúde classifica os AINEs seletivos para COX2 

em dois grupos. O primeiro é chamado de grupo dos coxibs representados pelo 

rofecoxib, celecoxib entre outros (SCOTT & LAMB, 1999). O segundo grupo é 

formado por AINEs utilizados há certo tempo e, após passarem por testes de 

seletividade, demonstram serem seletivos para isoenzima indutiva. Fazem parte 

deste grupo a nimesulida, meloxicam e nalbumetona. O celecoxib e rofecoxib 



quando submetidos aos testes de seletividade para COX, mostraram ação seletiva 

para isoenzima indutiva. Uma vez determinado à seletividade destes 

medicamentos, têm sido realizados estudos tanto em animais quanto em seres 

humanos com o objetivo de se verificar a ação protetora destes medicamentos 

sobre a mucosa gástrica (CHAN et al., 1995, CHAN et al., 1999, SIMON, 1999). 

Embora alguns estudos agudos e crônicos envolvendo essas drogas 

demonstrarem uma certa habilidade destes medicamentos em não alterar a 

síntese de PG no estômago, reduzir a incidência de lesão sobre a mucosa do TGI 

e diminuir a anemia originada por sangramento gástrico, não há estudos 

epidemiológicos que avaliem de modo conclusivo tais efeitos ficando claro a 

necessidade de estudos prospectivos com tais medicamentos (HAWKEY, 2001). 

Recentemente foi demonstrado que o uso de coxibs estão relacionados ao 

aumento de incidência de eventos cardíacos. Os resultados obtidos demonstraram 

maior risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares trombóticos com o 

uso do rofecoxib, incluindo infarto do miocárdio, angina instável, trombos 

cardíacos, morte súbita, ataques isquêmicos e ataques isquêmicos transitórios 

(Mukherjee et al., 2001).  

Em estudos agudos em humanos, Hawkey (2001) demonstrou que o 

rofecoxib, quando utilizado em doses supraterapêuticas (250 mg/dia), não diminui 

a síntese de PGs quando comparado com o placebo. Por outro lado, houve 

redução de PGs entorno de 70 % nos pacientes que utilizaram naproxeno 

(500mg/dia) (HAWKEY, 2001). Simont e colaboradores (2001) avaliaram os 

efeitos induzidos por rofecoxib. Rofecoxib reduziu em 54% eventos clínicos no TGI 



(dispepsia, dor abdominal e desconforto epigástrico) quando comparado com o 

naproxeno. Seus efeitos protetores da mucosa gástrica foram maiores quando 

analisados sintomas de complicações no TGI (ulcerações, obstruções e 

perfurações) e sangramentos, os quais foram reduzidos em 57% e 62 %, 

respectivamente, em relação ao naproxeno (SIMON et al., 2001).  

Apesar de alguns estudos demonstrarem a baixa incidência de efeitos 

lesivos sobre a mucosa gástrica de humanos induzidos por inibidores seletivos 

para COX-2, estudos realizados em ratos têm demonstrado que a COX-2 

desempenha um papel importante na proteção da mucosa gástrica. Brzozowski e 

colaboradores demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 pioraram a lesão 

gástrica por isquemia reperfusão (BRZOZOWSKI et al., 1999). Wallace e 

colaboradores mostraram que um inibidor seletivo da COX-1 (SC-560) reduziu o 

fluxo sanguíneo na mucosa gástrica, sem alterar a adesão de leucócitos nas 

vênulas mesentéricas ou causar lesões gástricas. Por outro lado, um inibidor 

seletivo da COX-2 (celecoxib) causou um aumento da adesão de leucócitos nas 

vênulas mesentéricas, sem alterar fluxo sanguíneo na mucosa gástrica ou causar 

lesões gástricas. Somente com a administração concomitante de inibidores 

seletivos para COX-1 e COX-2 foi possível desencadear lesões gástricas 

(WALLACE et al., 2000). Ademais, Konturek e colaboradores demonstraram que 

durante a adaptação da mucosa gástrica à aspirina ocorre um aumento da 

expressão de COX-2, num mecanismo compensatório (KONTUREK et al., 1998).  

Foi observado que camundongos Knockout para COX1 desenvolve erosões 

gástrica por indometacina, um dos mais potentes AINEs, mostrando que outros 



mecanismos além da inibição da síntese de PGs, podem estar envolvidos nesse 

fenômeno (LANGENBACH, 1995). Recentemente, Miyake e colaboradores 

observaram que no curso de uma reação inflamatória gástrica ocorreu um 

aumento da expressão de COX-2 e uma adaptação da mucosa a lesão por etanol 

(MIYAKE et al., 2002).  Souza e colaboradores demonstraram que o efeito protetor 

da gastrite por iodocetamina em ratos é inibido pelo rofecoxib (SOUZA et al., 

2003).  

 

1.4- FISIOPATOLOGIA DA LESÃO POR AINES 

 
Apesar do principal mecanismo envolvido na toxicidade gástrica dos AINEs 

ser a capacidade destas drogas em inibirem a síntese de prostaglandinas, via 

inibição da ciclooxigenase, nas últimas décadas houve um grande acúmulo de 

conhecimentos a cerca dos mecanismos e mediadores inflamatórios envolvidos 

lesão gastrintestinal associada ao uso de AINEs.  

Há vários anos, já se conhecia a capacidade dos AINEs em reduzir o fluxo 

sangüíneo na mucosa gástrica (KITAHORA et al., 1987; GANA et al., 1986). 

Entretanto, o conhecimento da existência da lesão no endotélio vascular 

decorrente da administração dos AINEs é relativamente recente. Este tipo de 

lesão é semelhante à lesão gástrica observada em modelos de isquemia e 

reperfusão, onde neutrófilos tem um papel importante (WALLACE, 1997). Em 

1993, Wallace e colaboradores desenvolveram os primeiros trabalhos 

demonstrando o papel dos neutrófilos na gênese da lesão gastrintestinal por 

AINEs (WALLACE et al., 1993). Eles mostraram que a indometacina, um dos 



antiinflamatórios não esteroidais mais potentes, foi capaz de desencadear um 

aumento no número de neutrófilos aderidos ao endotélio na microcirculação 

gástrica e mesentérica em ratos e que a neutropenia induzida por metotrexate ou 

pelo soro anti-neutrofílico inibiram a lesão gástrica induzida por AINEs (WALLACE 

et al., 1990). Em 1991, o mesmo grupo mostrou que o uso de anticorpos 

monoclonais contra a subunidade β do complexo de proteínas de adesão 

CD11/CD18 inibiu a lesão causado por AINEs (WALLACE et al., 1991). 

Consistentes com esses dados foram os resultados de vários estudos que 

examinaram o mecanismo molecular que levaria ao aumento da adesão dos 

neutrófilos ao endotélio induzidas pelos AINEs. Assim, a expressão de proteínas 

de adesão endoteliais, ICAM-1 e P-selectina, estavam aumentadas no modelo de 

gastropatia induzida por AINEs (MORISE et al., 1998).  Em 1999, Morise e 

colaboradores mostraram que camundongos deficientes para CD18 ou ICAM-1ou 

P-selectina apresentaram uma lesão gástrica menor do que os animais não 

deficientes, demonstrando a importância da expressão destas proteínas de 

adesão na gênese da lesão gástrica por AINEs (MORISE et al., 1999).  

Acredita-se que o TNF–α seja um outro mediador importante na gastropatia 

induzida por AINEs. Foi demonstrado que a inibição da síntese de prostaglandinas 

por AINEs é capaz de aumentar a produção de TNF–α (UTSUNOMIYA et al., 

1994; MARTICH et al., 1991; GONCALVES DE MORAES et al., 1996). Santucci e 

colaboradores demonstraram que drogas que diminuem a produção de TNF–α 

protegem a mucosa gástrica e previnem a infiltração de neutrófilos induzidas pela 

administração de indometacina e substâncias que aumentam a produção de TNF–



α provocam o aumento tanto da lesão gástrica quanto da infiltração de neutrófilos 

induzidos pela indometacina (SANTUCCI et al., 1995). Demonstrando que apesar 

do TNF–α ter um papel fundamental na gênese da lesão por AINEs parece não 

ser secundário a uma inibição na adesão dos leucócitos ao endotélio 

(APPLEYARD et al., 1996).  Recentemente, Souza e colaboradores 

demonstraram em um modelo de lesão gástrica por indometacina em 

camundongos que o tratamento com fucoidina reduziu a lesão gástrica e a 

infiltração de neutrófilos induzidos por indometacina (SOUZA et al., 2004). 

Com base nos conhecimentos produzidos, Wallace, propôs um esquema 

para representar os eventos envolvidos na fisiopatologia da lesão gástrica 

induzida por AINEs (figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Esquema representativo 
fisiopatologia da lesão gástrica por AINE
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pela inibição das sínteses de prostaglandinas em diferentes tecidos, outras ações 

contribuem de forma significativa aos efeitos terapêuticos do medicamento.  

A indometacina tem propriedades analgésicas - antipirética e 

antiinflamatória semelhante aos salicilatos. Possui propriedades analgésicas 

independentes dos seus efeitos antiinflamatórios. É indicada na fase ativa da 

artrite reumatóide, osteoartrite, espondilite anquilosante, alterações músculo 

esqueléticas (bursite, tendinite), processos inflamatórios posteriores a 

intervenções ortopédicas (SATOH et al., 1981). 

 

1.6- LPS E A LESÃO GÁSTRICA POR AINEs 

 

O efeito do LPS na defesa da mucosa gástrica não está definido. Por um lado à 

administração aguda de LPS pode induzir lesão na mucosa do trato 

gastrintestinal, por outro a administração de altas doses de maneira crônica 

protegeria a mucosa gástrica a lesão por etanol. Em relação ao efeito do LPS 

na defesa da mucosa gástrica, foi estabelecido inicialmente que a 

administração de LPS agudamente levaria a lesão na mucosa gastrintestinal 

(BOUGHTON-SMITH et al., 1993). Posteriormente, Konturek e colaboradores 

demonstraram que baixas doses de LPS administrado por via intra-peritoneal 

inibiram a secreção de pepsina e ácido gástrico e reduziram significativamente 

as lesões gástricas induzidas por etanol. Por outro lado, quando aplicado em 

altas doses, o LPS provocou hipotensão e falha na proteção a lesão gástrica 



induzida por etanol (KONTUREK et al., 1998). Ferraz e colaboradores 

descreveram que a administração de altas concentrações de LPS foi capaz de 

induzir a expressão de COX-2 e NOS induzida na mucosa gástrica e proteger a 

lesão gástrica por etanol. Entretanto, Castaneda e colaboradores 

demonstraram que LPS de forma dose dependente desencadeou um aumento 

das lesões gástricas induzidas por etanol (CASTANEDA et al., 1999). Assim, 

pode-se concluir que permanece não totalmente definido um papel do LPS na 

proteção da lesão gástrica. 

 

 

1.7- ÓXISO NÍTRICO, LPS E A LESÃO GÁSTRICA POR AINEs 

 
Recentemente, a descoberta do óxido nítrico (NO) tem chamado a atenção 

pela participação do mesmo na sinalização de inúmeros processos fisiológicos e 

patológicos. O óxido nítrico é um gás não carregado e tem sido demonstrado estar 

envolvido em processo fisiológicos com relaxamento de músculo liso, 

neurotransmissão, agregação plaquetária e mecanismo de defesa de hospedeiros. 

Além disso, NO pode ter uma função na patologia de várias doenças inflamatórias 

como artrite, miocardite, colites, nefrites e outras condições patológicas como 

câncer, diabetes e doenças neurodegenerativas. 

Em 1980, foi demonstrado que o relaxamento vascular induzido por 

acetilcolina era mediado por um fator, mais tarde conhecido como fator de 

relaxamento dependente do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 



1980). Alguns anos depois, em 1987, foi demonstrado que esse fator de 

relaxamento derivado do endotélio era um gás, o óxido nítrico (NO). Palmer e 

colaboradores sugeriram que EDRF e óxido nítrico eram equivalente na atividade 

biológica, estabilidade química e susceptibilidade a inibidores e que ambos tinham 

sua ação inibida pela hemoglobina e potencializada por superóxido dismutase 

(PALMER et al., 1987). Nesse mesmo ano, foi demonstrado que as células 

endoteliais produziam oxido nítrico (NO) a partir da L-arginina (KUO & 

SCHROEDER, 1995).  

Nas células do endotélio vascular, na presença de oxigênio molecular, o 

terminal guanidino nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, NO, e 

L-citrulina em um processo catalisado pela enzima óxido nítrico sintase (KUO & 

SCHROEDER, 1995). O NO atravessa o espaço do endotélio para o músculo liso 

vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase solúvel e a 

conseqüente formação de cGMP (monofosfato cíclico de guanosina) intracelular, 

resultando no relaxamento das células da musculatura lisa vascular. A interação 

do NO com a guanilil ciclase solúvel ou os produtos de sua reação com oxigênio 

molecular e radicais superóxidos podem modificar diferentes macromoléculas 

como proteínas, lipídios  e  ácidos  nucléicos  para produzir  tanto  efeitos 

fisiológicos como patológicos (CONGER, 1994). 

O NO tem alta afinidade com o grupo heme, encontrado em proteínas 

intracelulares como, por exemplo, óxido nítrico sintase, ciclooxigenase e guanilato 

ciclase e também é capaz de se ligar a grupos -SH, formando tiol (nitrosotiol); é 



um gás incolor e estável, moderadamente solúvel em água e sua meia-vida varia 

de 3 a 60 segundos (PALMER et al., 1987, DAVIES et al., 1995). 

Três isoformas de NOS são descritas, sendo uma NOS induzida (iNOS) e 

duas NOS constitutivas (eNOS e nNOS) (WONG et al., 1996). 

 A isoforma  I  ou  óxido  nítrico-sintase  neuronal (nNOS) é uma NOS 

constitutiva, presente em neurônios, células epiteliais, SNC e SNP, sistema 

NANC, mácula densa do rim, medula adrenal, músculo esquelético,  órgão  sexual  

masculino,  células  β  pancreática e outros. É cálcio-calmodulina dependente e 

regula a transmissão sináptica no SNC; atua na regulação central da pressão 

sangüínea, no relaxamento do músculo liso e na vasodilatação via nervos 

periféricos. A isoforma II ou óxido nítrico-sintase induzida (iNOS)  é  uma  NOS  

induzida  por  citocinas  e lipopolissacarídeos,  no  endotélio  e  musculatura  lisa 

vascular.  Não é regulada por cálcio.  Produz grande quantidade de NO que tem 

efeito citostático por inibição de enzimas contendo ferro, também causando 

fragmentação de DNA.  Atua em parasitas e células tumorais. A isoforma III ou 

óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS)  é  uma  NOS  constitutiva  e  produz  NO  

em endotélio vascular sob condições basais. O NO liberado no lúmem vascular é 

um potente inibidor de adesão e agregação plaquetária na parede vascular e 

também inibe a adesão de leucócitos ao endotélio vascular, inibe a síntese de 

DNA, mitogênese e a proliferação de células da musculatura lisa vascular e, 

também é responsável pela regulação da pressão sangüínea e contratilidade do 

músculo cardíaco (FORSTERMANN et al., 1994).  



O óxido nítrico pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do meio 

em que ele está e é rapidamente destruído pelo oxigênio, sendo que sua oxidação 

produz nitrito e nitrato (KIECHLE et al., 1993).  

O NO modula reações inflamatórias ou antiinflamatórias, dependendo do 

tipo celular e do estímulo (ADAMS et al., 1996) e participa de vários fenômenos, 

como vasodilatação dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por 

macrófagos, inibição da ativação, adesão e agregação plaquetária, relaxamento 

do corpo cavernoso peniano humano e regulação da pressão sangüínea basal 

(KIECHLE et al., 1993).  

 A NOS induzida não é detectável em condições basais. LPS ou outras 

endotoxinas bacterianas, junto com citocinas, como  TNF-α,  IL-1β  ou  interferons, 

induzem  a  síntese  de  iNOS,  de  2  a  4  horas  após  a exposição ao agente. A 

indução de iNOS pode ser suprimida por  IL-4, IL-10, IL-8  e  por  glicocorticóides,  

que  inibem  a indução, mas não a atividade das enzimas já induzidas (DAVIES et 

al., 1995). 

A expressão da iNOS é o resultado de uma resposta inflamatória  

localizada  ou  difusa  resultante  de  uma infecção  ou  dano  tecidual.  Assim, 

onde a resposta inflamatória é parte de uma resposta adaptativa (infecção ou 

sepse), a expressão de iNOS é benéfica; quando a expressão da iNOS é parte da 

inflamação anormal (não adaptativa), a expressão de iNOS pode ser nociva 

(doença autoimune) (DAVIES et al., 1995).  

O óxido nitrico tem propriedades citoprotetoras no trato gastrintestinal 

(PALMER et al., 1988). Em relação à mucosa gastrintestinal, recentemente numa 



revisão, Wallace propôs que o NO seria um importante mediador na defesa da 

mucosa do trato gastrintestinal (TGI), mas paradoxalmente, em várias situações, 

poderia contribui para a lesão da mucosa. A presença de NO em baixas 

concentrações está associado aos efeitos benéficos no TGI, como o aumento na 

secreção de muco protetor, manutenção da barreira epitelial e da microcirculação 

e estimulação da reparação da mucosa. Por outro lado, o NO em altas 

concentrações, pode induzir a formação de radicais derivados do nitrogênio, que 

são tóxicos para varias linhagem celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000). Os 

inibidores da síntese de óxido nítrico acentuam os danos à mucosa gástrica 

produzida pela indometacina e por outras AINEs, por reduzir o fluxo sangüíneo na 

mucosa e restaurar a migração de neutrófilos para o foco inflamatório ( TAVARES-

MURTA et al., 1998). Por outro lado, uma outra classe de AINEs, os NO-AINEs ( 

Ex: nitrofenac), aceleram a cicatrização de lesões gástricas induzidas por ácido 

acético e diclofenaco e não produzem danos gastrointestinal (ELLIOTT et al., 

1995). Souza e colaboradores demonstraram que em camundongos deficientes 

para iNOS não desenvolveram lesão gástrica por AINEs (Souza et al. 2004). 

O efeito do LPS na mucosa gastrointestinal pode se caracterizar por 

algumas divergências na função biológica do óxido nítrico. Salvemini e 

colaboradores demonstraram que o LPS administrado por via endovenosa produz 

danos na mucosa do TGI visíveis dentro de três horas após a administração, e 

que os inibidores de NO (L-NAME e L-NIL) aumentaram a gravidade das lesões 

enquanto que o uso de doadores do NO não reduziram estes danos. Mas 6 horas 

após a administração de LPS, quando a expressão dos iNOS estava aumentada o 



tratamento com os inibidores de NO preveniu o aumento dos danos na mucosa do 

TGI (SALVEMINI et al., 1996). Recentemente, Konturek e colaboradores 

realizaram um estudo comparativo dos efeitos da administração de LP em ratos 

contra lesões gástricas induzidas por etanol 100%. Com o objetivo de mostrar o 

efeito gastroprotetor central e periférico do LPS, foram analisados os efeitos do 

pré-tratamento com inibidores não seletivos da NO sintase (L–NAME) ou 

inibidores seletivos da NO sintase induzida (L–NIL). Os resultados mostraram que 

LPS administrado, tanto por i.c.v quanto por i.p., reduziram as lesões gástricas 

induzidas por etanol, sendo este efeito similar ao observado pela administração de 

doadores de óxido nítrico. Entretanto, a proteção induzida por LPS foi abolida com 

o uso de L–NAME e atenuada com o uso de L–NIL. Foi ainda demonstrado que o 

SNAP (S-nitroso-acetilpenicillamina), um doador de NO, administrado por via intra-

peritoneal, preveniu a aparecimento de lesões gástricas induzidas pelo etanol, 

através do aumentou o fluxo sangüíneo pela liberação de NO na mucosa gástrica. 

A supressão da atividade da NO sintase (NOS) pela L-NAME ou pelo L-NIL 

reverteu os efeitos protetores do LPS. Foi também observado que LPS e SNAP 

aumentaram significativamente a produção de PDE2, sendo que este efeito 

revertido pelo pré-tratamento com inibidores da NO sintase (KONTUREK et al., 

1998). Por outro lado, Padol e colaboradores demonstraram, in vitro, que 

lipopolisacarídeos purificados de H. pylori e H. felis aumentaram as secreções 

acidas das glândulas gástricas, contribuindo para o desenvolvimento de lesões 

gástricas em camundongos (PADOL et al., 2001). Ademais, Lamarque e 

colaboradores demonstraram que a administração de LPS foi capaz de induzir a 



expressão da NO sintase em células do epitélio duodenal de ratos in vivo 

(LAMARQUE et al., 2000). Os mesmos autores demonstraram ainda que o LPS, 

de forma dose dependente, causou um aumento das lesões gástricas, através da 

diminuição do fluxo sangüíneo na mucosa e aumentou expressão da NOS 

induzida na mucosa gástrica. A administração de aminoguanidina, um inibidor 

relativamente seletivo para a NOS induzida, desencadeou uma diminuição da 

lesão gástrica e um aumento do fluxo sanguíneo na mucosa induzidos pelo LPS. 

Assim, acreditamos que ainda permanece não definido o papel da NOS induzida 

no mecanismo de proteção do LPS a lesão gástrica por AINEs. 

 

1.8- CANAIS DE POTÁSSIO SENSÍVEIS AO ATP (CANAIS de KATP), LPS E A 

LESÃO GÁSTRICA POR AINEs 

 

Os canais de potássio sensíveis ao ATP (canais de KATP) representam a 

maior e mais diversificada família de canais iônicos do corpo. Foi descoberto 

originalmente no coração (TERZIC et al., 1995) e encontradas mais tarde em 

muitos outros tecidos como no pâncreas (ASHCROFT et al., 1984, RORSMAN & 

TRUBE, 1985), músculo esquelético (SPRUCE et al., 1985), músculo liso 

(STANDEN et al., 1989) e cérebro (ASHFORD et al., 1988). Apresentam também 

uma atividade regulatória em muitas funções celulares tais como secreção de 

hormônios, excitabilidade dos neurônios e dos músculos e de citoproteção na 

isquemia cardíaca e cerebral (ASHCROFT, 1988, TERZIC et al., 1995). 



Os canais de potássio sensíveis ao ATP são formados por um complexo 

tetramérico das subunidades que forma o poro, estando cada subunidade 

associada a uma proteína reguladora pertencente a receptores da sulfoniluréia 

(SUR1, SUR2a ou SUR2b). Estes são definidos tendo por base a sua 

sensibilidade para o ATP intracelular que inibe a sua atividade. Na maioria das 

células excitáveis os canais de potássio sensíveis ao ATP estão fechados em 

condições fisiológicas e abertos quando a razão [ATP]/[ADP] está diminuída. A 

dissociação da ATP causa a sua oclusão e conseqüente hiperpolarização da 

membrana (SOBEY, 2001).  

Tem sido postulado que os canais de potássio estão envolvidos em uma 

variedade de funções fisiopatológicas do estômago tais como: regulação do fluxo 

sangüíneo, secreção de ácido gástrico e contratilidade do estômago. Entretanto, 

efeito canais de potássio sensíveis ao ATP na modulação dos eventos 

gastroprotetores não foram ainda completamente investigado.  

Trabalhos recentes estudando os efeitos do diazóxido, ativador dos canais 

de potássio sensíveis ao ATP, e da glibenclamida, bloqueador dos canais de 

potássio sensíveis ao ATP, demonstraram que o diazóxido inibiu as lesões na 

mucosa gástrica induzidas por etanol enquanto que a glibenclamida aumentou as 

lesões gástricas induzidas por etanol (TOROUDI et al., 1999). O efeito lesivo 

direto da indometacina na mucosa gástrica de rato pode ser agravado pelo uso de 

bloqueadores de canais de potássio sensíveis ao ATP, como a glibenclamida. 

Entretanto, esse efeito pode ser inibido com o uso de ativadores desses canais, 

tais como o cromakalim e o diazóxido (AKAR et al., 1999). Peskar e colaboradores 



demonstraram que a gastroproteção por vários agentes, incluindo etanol 20%, é 

inibido não somente pelo indometacina, mas também pela glibenclamida. Estes 

dados sugerem que o mecanismo da ação da PGs endógenos e exógenas 

envolve a ativação dos canais de potássio sensível ao ATP (PESKAR et al., 

2002). Um outro grupo de pesquisadores mostrou que o diazóxido inibiu também a 

lesão gástrica induzida por indometacina em ratos e a glibenclamida reverteu esta 

proteção (AKAR et al., 1999). Estes trabalhos sugerem que a regulação da 

abertura e fechamento dos canais de potássio sensíveis ao ATP pode ser um 

mecanismo de defesa da mucosa gástrica a agressões externas. Até o momento, 

faltam estudos avaliando um possível papel dos canais de potássio sensíveis ao 

ATP na proteção do LPS a lesão gástrica por AINEs. 

Dessa forma, o conhecimento da fisiopatologia da lesão gástrica por AINEs, 

bem como dos mecanismos envolvidos na defesa da mucosa gástrica como, por 

exemplo, a expressão aumentada COX-2 (MIYAKE et al., 2002; SOUZA et al, 

2003), de NO sintase induzida (TAKEUCHI et al., 1999) e a abertura de canais de 

K sensíveis ao ATP (PESKAR et al., 2002), podem contribui para o  

desenvolvimento de novas  estratégias para o tratamento e profilaxia da lesão 

gastrintestinal por AINEs. 

 

 

 

 

 



2.0- OBJETIVOS: 

 

2.1- Reproduzir o modelo de lesão gástrica induzida por indometacina em 

ratos. 

 

2.2- Verificar o possível efeito protetor do LPS na lesão gástrica e na 

infiltração de neutrófilos induzido por indometacina em ratos. 

 

2.3- Verificar o efeito protetor do LPS na adesão leucocitária em vênulas 

mesentéricas pós-capilares de ratos tratados com indometacina. 

 

2.4- Avaliar o efeito do LPS na concentração de glutationa induzida por 

indometacina. 

 

2.5- Estudar o efeito do LPS associado ou não com a indometacina em 

contagem total e diferencial de leucócitos no sangue periférico. 

 

2.6- Investigar o papel da COX-2 na proteção do LPS à lesão gástrica e na 

infiltração de neutrófilos por indometacina em ratos. 

 

 



2.7- Investigar o papel do óxido nítrico e da NOS induzida na proteção do 

LPS a gastropatia e a infiltração de neutrófilos por indometacina em 

ratos. 

 

2.8- Verificar um possível efeito dos canais de K sensíveis ao ATP na 

proteção do LPS à lesão gástrica e na infiltração dos neutrófilos 

induzida por indometacina em ratos. 

 

2.9-  Investigar a participação da glibenclamida e do diazóxido no efeito 

protetor do LPS avaliando a infiltração leucocitária presente no sangue 

periférico de ratos tratados com indometacina. 

 

2.10- Estudar o efeito de drogas que modulam os canais de K sensíveis ao 

ATP, como a glibenclamida e o diazóxido, na concentração de 

glutationa presente no efeito do LPS em modelo de gastropatia induzida 

por indometacina. 

 

 

 

 

 



3.0- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1- ANIMAIS. 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 200 - 280 gramas, 

provenientes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do 

Ceará (UFC). Os animais foram mantidos com água e alimentação ad libitum no 

Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina 

da Universidade Federal do Ceará. Dezoito a vinte e quatro horas antes, em todos 

os experimentos, os animais foram colocados em jejum, mas com livre acesso à 

água. Todos os tratamentos e procedimentos cirúrgicos realizados foram 

aprovados no Comitê de Ética em pesquisa animal da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal do Ceará.  

 

3.2 - APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS. 

 

- Alicate para deslocamento cervical 

- Balança Analítica Ohaus AS2600 

- Balança Analítica Marte AL200 

- Câmara de Neubauer (0,100/0,0025mm2) 

- Capela de fluxo laminar Vico Biosafe Plus Classe II tipo A 

- Centrífuga Eppendorf 5804R 

- ELISA ELX 800 - Biotek 



- Espectrofotômetro Spectronic 20 Genesys 

- Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T8.10 da Ika 

Labortechnik 

- Lupa Cirúrgica Ramsor 

- Material cirúrgico 

- Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N 

- Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 e 1000 µL 

- Microscópio Óptico binoclar Nikon Alphaphot 2 VS2 

- Micrótomo Olympus 

- Paquímetro Digital Mitotoyo 

- Ponteiras para pipetas automáticas Sigma 

- Seringas (B-D Plastipak) 

 

3.3 – DROGAS. 

 

a) Acetato de Dexametasona (Merck), diluída em salina. 

b) Aminoguanidina (Sigma-Aldrich), diluída em salina.  

c) Diazóxido (Sigma-Aldrich), diluído em 1 M NaOH e 0,9% NaCl.  

d) Glibenclamida (Sigma-Aldrich), diluída em 4% de glicose e 0.01N de NaOH.  

e) Indometacina (Prodome Química e Farmacêutica Ltda), diluída em tampão 

Tris com pH de 8,0. 

f) Lipopolissacaríeo da Escherichia coli sorotipo 0111:B4A (Sigma-Aldrich), 

diluído em 0,9% NaCl estéril.  



g) L-NAME (Sigma-Aldrich), diluída em salina. 

h) Rofecoxib (Pfiser), diluídos em 0,9% NaCl. 

 

3.4- CORANTES. 

 

- Corante de Turk 

Ácido acético glacial (Synth) -----------------------------20,0 mL 

Violeta de genciana ------------------------------------------2,0 mL 

Água destilada ------------------------------------------------1,0 L 

- Corante rápido HEMA 3 

- Eosina (Merck) 

- Hematoxilina (Reagen) 

 

3.5 - SOLUÇÕES. 

 

- Solução salina: 

Cloreto de sódio a 0,9% estéril. 

 

- Tampão Tris: 

Hidroximetil aminometano ( Tris) ---------------------------------- 6,1g. 

Água destilada ---------------------------------------------------------- 500 mL. 

O pH do tampão foi acertado para 8,0. 

 



 

- Tampão de ensaio para a enzima nitrato redutase: 

Para 2,5 mL: 

NADPH ------------------------------------------------------------------ 5 mg (500 µL). 

Nitrato redutase ------------------------------------------------------- 10 U (50 µL). 

KH2PO4 (pH 7,5) ------------------------------------------------------ 1 mL (0,5 M). 

Água deionizada Mili-Q -----------------------------------------------2,5mL. 

 

Solução de Greiss: 

a) Solução 1: 

H3 PO4 ---------------------------------------------------------------- 25 mL. 

Água deionizada Mili-Q ------------------------------------------ 50 mL. 

b) Solução 2: 

Sulfanilamida -------------------------------------------------------- 0,5g. 

H3 PO4 5% ------------------------------------------------------------ 25 mL. 

c) Solução 3: 

Diamina-di-hidroclorido de naftaleno (NEED) --------------- 0,05g. 

Água deionizada Mili-Q ------------------------------------------ 25 mL. 

 

Deixar as soluções estoques a 4 °C. Na hora do ensaio, misturar uma 

parte da solução 1, com uma parte da solução 2 e uma parte da solução 3 e 

uma parte de água destilada.  

- Tampão fosfato de potássio: 



Solução A ----------------------------------------------- 988 mL.  

Solução B ----------------------------------------------- 12 mL. 

 

Solução A: 

KH2PO4 (Synth) ------------------------------------------- 6,8 g. 

Água destilada ---------------------------------------------1 L. 

 

Solução B: 

K2HPO4 (Synth) -------------------------------------------8,7 g. 

Água destilada ------------------------------------------------1 L. 

 

- Tampão de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 

HTAB (Sigma) ----------------------------------------------- 5 g. 

Tampão fosfato de potássio --------------------------------- 1 L. 

 

- Peróxido de hidrogênio 0,1%  

Peróxido de hidrogênio 30% (Vetec) ----------------------1 mL. 

Água destilada -----------------------------------------------29 mL. 

 

- Solução de o-dianisidina (DDI) 

O-dianisidina (Sigma) --------------------------------------16,7 mg. 

Tampão fosfato de potássio ----------------------------------10 mL. 



H2O2 ------------------------------------------------------------50 µL. 

Água destilada -------------------------------------------------90 mL. 

 

- EDTA 0,2 M 

 

 EDTA -----------------------------------------------------------1,737 g. 

H2O destilada ------------------------------------------------- 23,3 mL. 

 

- EDTA 0,02 M 

Solução de EDTA 0,2 M ------------------------------------ 10 mL. 

H2O destilada -------------------------------------------------- 100 mL. 

 

- Tris 0,4 M pH 8,9 

Tris ------------------------------------------------------------------- 4,84 g. 

 EDTA 0,2 M -------------------------------------------------------- 10 mL. 

H2O destilada ------------------------------------------------------ 100 mL.   

 

- DTNB 0,01 M 

DTNB --------------------------------------------------------------- 13,2 mg.  

Metanol ------------------------------------------------------------- 3,33 mL. 

 

 



3.6- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA 

EM RATOS - CURVA DOSE RESPOSTA. 

 

Os animais foram pré-tratados por via endovenosa com LPS em várias 

doses (30, 100 e 300 µg/Kg) diluída em salina. Após 6 horas, a lesão gástrica foi 

induzida pela administração, por gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluída 

em tampão Tris. O grupo controle recebeu apenas o veículo (Tris). Três horas 

após a injeção de indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical e os estômagos foram retirados rapidamente e abertos pela grande 

curvatura. A avaliação das lesões da mucosa gástrica foi feita depois do órgão ser 

estirado. A mensuração das erosões lineares foi realizada utilizando-se um 

paquímetro (figura 2) e uma lupa com aumento de cerca de 3X. O INDICE DE 

LESÃO (I.L.) foi considerado como a somatória das extensões de todas as 

erosões encontradas na mucosa do órgão (SANTUCCI et al., 1994). Após a 

medida das lesões, dois fragmentos do corpo gástrico de cada animal foram 

retirados. Um fragmento foi pesado e posteriormente congelado à -70° até a 

realização do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica descrita por 

BRADLEY et al, 1982.                                                                               



                               

 

Figura 2- Paquímetro digital utilizado para a medida das extensões das lesões. 

 

3.7- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA 

EM RATOS - CURVA TEMPO RESPOSTA. 

Os animais foram pré-tratados por via endovenosa com LPS (300 µg/Kg) ou 

salina. Após 30 minutos, 6, 24 e 48 horas a lesão gástrica foi induzida pela 

administração por gavagem, de indometacina na dose 20 mg/Kg, diluída em 

tampão Tris. O grupo controle receberá apenas o veículo (Tris). Decorridas 3 

horas após a administração de indometacina, os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical e os estômagos foram retirados rapidamente e abertos pela 

grande curvatura. A mensuração da lesão da mucosa gástrica foi realizada 

conforme descrição na seção anterior. Após a medida das lesões, um fragmento 

do corpo gástrico de cada animal foi retirado, pesado e posteriormente congelado 

à -70° para realização do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica 

descrita por BRADLEY et al., 1982. 

 



3.8 – LEUCOGRAMA. 

 

As contagens leucocitárias total e diferencial foram feitas de acordo com 

método de Souza e Ferreira (1985). Os animais receberam por via endovenosa 

LPS (300 µg/Kg) ou salina. Três horas depois da administração, os animais 

foram tratados por via oral com Tris ou indometacina (20 mg/Kg). Após três 

horas, os animais tiveram o sangue colhido através de uma punção cardíaca. 

Do sangue colhido, foi obtido um esfregaço em lâmina para a realização da 

contagem diferencial. As lâminas foram coradas com corante rápido HEMA 3 e 

a contagem foi realizada em microscópio óptico com objetiva de imersão 

(aumento de 100x). Foram contadas 200 células e calculadas as percentagens 

de polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN). O número total de PMN e 

MN será calculado multiplicando-se as percentagens pelo número total de 

leucócitos, obtidas na contagem totais. 

Para a contagem total, 20 µL de sangue foram diluídos em 380 µL de Turk 

(diluição 1:20) e o número de leucócitos foi contado em câmara de Neubauer.  

 

3.9 – DETERMINAÇÃO DO ROLLING E A ADESÃO DE NEUTRÓFILOS NA 

MICROCIRCULAÇÃO MESENTÉRICA POR MICROSCOPIA INTRAVITAL.  

 

O rolling e a adesão dos leucócitos foram realizados como descrito 

previamente por SECCO et al. (2004). Com o objetivo de verificar se o LPS 

interfere na adesão e no rolling leucocitário induzido por indometacina, à técnica 



de microscopia intravital foi realizada nas vênulas mesentéricas pós-capilares de 

ratos pré-tratados por via endovenosa com LPS na dose 300 µg/Kg diluída em 

salina. Após 6 horas, a lesão gástrica foi induzida pela administração, por 

gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluída em tampão Tris. O grupo controle 

recebeu apenas o veículo (Tris).  Inicialmente, animais foram anestesiados com 

tribromoetanol (250 mg/kg). O tecido mesentério foi exposto para a observação 

microscópica in situ. Este processo foi realizado através de uma incisão 

longitudinal da pele e do músculo abdominal no lado direito do corpo seguido pela 

exposição do mesentério. Os movimentos respiratórios dos animais não foram 

afetados durante a preparação, e as características microcirculatórias 

permaneceram basicamente estáveis durante todo o curso da experiência. Os 

animais foram mantidos em uma placa especial com temperatura controlada em 

torno de 37 ˚C, com uma plataforma transparente trans-iluminada onde o tecido a 

ser analisado foi colocado. As veias selecionadas para o estudo continham 

vênulas de terceira ordem, definido de acordo com sua posição dentro da rede 

microvascular. Estas veias corresponderam as vênulas pós-capilares, com um 

diâmetro de 10-18 µm. A interação dos leucócitos com a superfície luminal do 

endotélio vascular foi estudada em um segmento da veia. O rolling dos leucócitos 

foi definido como as células do sangue (células brancas) que se moveram em uma 

velocidade menor do que os eritrócitos na mesma vênula mesentérica. O número 

de leucócitos rolados foi determinado no intervalo de 10 minutos (FORTES et al., 

1991). O leucócito foi considerado como aderido ao endotélio vascular se 

permanecesse estacionado por um período de 30 segundos (GRANGER et al., 



1989). As células aderidas foram expressas como o número de células por 10 µm 

de comprimento na vênula mesentérica. As células foram contadas na imagem 

gravada usando cinco diferentes campos para cada animal. Os resultados foram 

expresso como média ± E.P.M para cada animal. 

 

3.10 - DETERMINAÇÃO DOS GRUPOS SUFIDRILAS NO ESTÔMAGO. 

 

Inicialmente, os animais receberam por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) 

ou salina. Decorridos 3 horas, a lesão gástrica foi induzida pela administração por 

via oral de Tris ou indometacina (20 mg/Kg). Decorridas 3 horas da administração 

de indometacina, os animais foram sacrificados e fragmentos do corpo gástrico de 

cada animal foram retirados, pesados para determinação dos grupos sufidrilas, 

seguindo a técnica descrita por Sedlak & Lindsay (SEDLAK J & LINDSAY RH, 

1968). Inicialmente foi preparado um homogenato 10% (100 mg do tecido de 

estômago/ ml) em EDTA 0,02M. Alíquotas (400 µl) de tecido homogeneizado 

foram misturados a 320 µl de água destilada, 80 µl de ácido tricloacético 50% e 

centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Depois de centrifugado, 400 µl do 

sobrenadante foram misturados a 800 µl de tampão Tris 0.4 M, pH 8.9. Por fim, 20 

µl de 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) 0,01M (DTNB) foi adicionado e a 

absorbância foi mensurada a 412 nm em espectrofotômetro. A concentração de 

GSH/g foi determinada a partir de uma curva padrão de glutationa redutase, 

processada de maneira semelhante. 

 



3.11 - PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO (NO) NO EFEITO PROTETOR DO LPS NA 

LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS. 

 

Os animais receberam, inicialmente, por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) 

ou salina. Após 5 horas, os animais foram tratados por via intra-peritoneal com 

salina, L-NAME (inibidor não específico NOS; 20 mg/Kg) ou aminoguanidina 

(inibidor relativamente específico da NOSi) na dose de 100 mg/Kg (dose única). 

Um outro grupo experimental, 30 minutos antes da administração de LPS (300 

µg/Kg), foi tratado inicialmente por via intra-peritoneal com aminoguanidina na 

dose de 50 mg/Kg (duas doses). Após 5 horas, os animais foram novamente 

tratados por via intra-peritoneal com aminoguanidina na mesma dose. Decorridos 

60 minutos, a lesão gástrica foi induzida pela administração, por gavagem, de 

indometacina na dose de 20 mg/Kg diluída em tampão Tris. Decorridas 3 horas da 

administração de indometacina, os animais foram sacrificados e a lesão gástrica 

foi avaliada utilizando o I.L., conforme descrito acima. Após a medida das lesões, 

fragmentos do corpo gástrico de cada animal foram retirados, pesados e 

posteriormente congelado à -70° até a realização do ensaio da mieloperoxidase 

(MPO), seguindo a técnica descrita por BRADLEY et al., 1982. 

 

3.12 - PAPEL DA COX-2 NO EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESÃO 

GÁSTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS. 

 



Após 18- 24 horas de jejum, os animais foram pré-tratados por via 

endovenosa com LPS (300 µg/Kg) ou salina. Após 5 horas, os animais foram 

tratados por via oral com salina ou rofecoxib (inibidor seletivo da COX-2) na dose 

de 20 mg/Kg (dose única). Outro grupo experimental, 30 minutos antes da 

administração de LPS (300 µg/Kg), foi tratado inicialmente por gavagem, com 

rofecoxib na dose de 10 mg/Kg (duas doses). Após 5 horas, a mesma dose de 

rofecoxib foi novamente administrada nos animais. Transcorridos 60 minutos, a 

lesão gástrica foi induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na 

dose de 20 mg/Kg diluída em tampão Tris. Decorridas 3 horas da administração 

de indometacina, os animais foram sacrificados e a lesão gástrica foi avaliada 

utilizando o I.L., conforme descrito acima. Após a medida das lesões, fragmentos 

do corpo gástrico de cada animal foram retirados, pesados e congelados à -70° 

até a realização do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica descrita 

por BRADLEY et al., 1982. 

 

3.13 - EFEITO DA DEXAMETASONA NO PAPEL PROTETOR DO LPS NA 

LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS. 

 

Após o período de jejum, os animais foram pré-tratados por via endovenosa 

com LPS (300 µg/Kg) ou salina. Após 5 horas, os animais foram tratados por via 

intra-peritoneal com salina ou dexametasona na dose de 2 mg/Kg (dose única). 

Trinta minutos antes da administração de LPS (300 µg/Kg), outro grupo de 

animais foi tratado inicialmente por gavagem com dexametasona na dose de 1 



mg/Kg (duas doses). Após 5 horas, a mesma dose de dexametasona foi 

novamente administrada nos animais. Transcorridos 60 minutos, a lesão gástrica 

foi induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na dose de 20 

mg/Kg diluída em tampão Tris. Decorridas 3 horas da administração de 

indometacina, os animais foram sacrificados e a lesão gástrica foi avaliada 

utilizando o I.L., conforme descrito acima. Após a medida das lesões, fragmentos 

do corpo gástrico de cada animal foram retirados, pesados e congelados à -70° 

até a realização do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica descrita 

por BRADLEY et al., 1982. 

  

3.14 - PAPEL DOS CANAIS DE POTÁSSIO SENSÍVEIS AO ATP NA PROTEÇÃO 

DO LPS A LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS. 

 

Os animais receberam por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina. 

Após 5 horas, os animais foram tratados por via oral com salina, glibenclamida 

(bloqueador dos canais de potássio sensíveis ao ATP; 0.3, 1, 3 mg/Kg, por 

gavagem), diazóxido (ativador dos canais de potássio sensíveis ao ATP; 3 mg/Kg, 

por via intra-peritoneal) ou diazóxido (3 mg/Kg, por via intra-peritoneal) + 

glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 30 minutos, a lesão gástrica foi 

induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na dose de 20 mg/Kg 

diluída em tampão Tris. Decorridas 3 horas da administração de indometacina, os 

animais tiveram o sangue colhido através de uma punção cardíaca para 

determinação do leucograma seguindo a técnica citada anteriormente e descrita 



por Souza e Ferreira (1985) (SOUZA & FERREIRA, 1985). Posteriormente, os 

animais foram sacrificados e a lesão gástrica foi avaliada utilizando o I.L., 

conforme descrito acima. Após a medida das lesões, fragmentos do corpo gástrico 

de cada animal foram retirados, pesados e posteriormente congelado à -70° até a 

realização do ensaio da mieloperoxidase (MPO) seguindo a técnica descrita por 

BRADLEY et al., 1982. Outro fragmento do corpo gástrico de cada animal foi 

retirado, pesado e posteriormente congelado à -70° até a determinação dos níveis 

de glutationa, seguindo a técnica citada anteriormente e descrita por Sedlak & 

Lindsay (SEDLAK J & LINDSAY RH, 1968).  

 

3.15 - AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE NO ESTÔMAGO. 

 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos 

grânulos azurófilos dos neutrófilos e tem sido utilizada como um marcador 

quantitativo da infiltração de neutrófilos nos processos inflamatórios em vários 

tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Para tanto, 50 a 100 mg de tecido 

gástrico, depois de pesados, foram colocados num tampão de potássio com 0,5% 

de brometo de hexadecitrimetilamônio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e 

posteriormente homogeneizados em um Politron. A seguir, o homogenato foi 

centrifugado a 4500 rpm por 12 minutos a 4° C, e o sobrenadante foi colhido. A 

atividade da MPO por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita por 

BRADLEY et al., utilizando 0,0005% de peróxido de hidrogênio como substrato 

para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi definida como aquela capaz de 



converter 1 µmol de peróxido de hidrogênio em água em 1 minuto a 22° C. 

Durante o ensaio, à medida que o peróxido de hidrogênio era degradado ocorria a 

produção do ânion superóxido, responsável pela conversão de o-dianosidine em 

um composto de cor marrom.  Os resultados foram expressos como Atividade de 

MPO/mg de tecido (BRADLEY et al., 1982). 

 

3.16 - ANÁLISE ESTATÍSTICA. 

 

A análise estatística foi realizada empregando o teste de análise de 

variância (ANOVA). Quando houve diferença significativa entre os grupos, foi 

realizado o teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls. Os resultados 

foram expresso ou como média ± E.P.M (variáveis com distribuição normal) ou 

pela mediana ± desvio padrão (variáveis sem distribuição normal), sendo as 

diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



4.0- RESULTADOS 

4.1- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA 

EM RATOS. 

 

Na figura 3, observa-se que não houve lesão da mucosa gástrica dos ratos 

tratados somente com LPS (painel B) quando comparado como controle (painel 

A). Por outro lado, observam-se várias lesões hemorrágicas em toda a mucosa no 

grupo tratado com indometacina (20 mg/Kg; painel C).  O painel D mostra que o 

tratamento com LPS protegeu a mucosa gástrica de lesões induzidas por 

indometacina. 

Os grupos pré-tratados inicialmente com LPS nas três doses testadas (30, 

100, 300 µg/Kg) reduziram significativamente (p<0,001) a lesão gástrica (Figura 4, 

painel A) e o aumento da atividade de MPO (Figura 4, painel B) induzida por 

indometacina, de maneira dose dependente, com o efeito máximo na dose de 300 

µg/Kg (figura 4; painel A). 

Na avaliação da curva tempo-resposta do efeito protetor do LPS (figura 5) 

observa-se uma significativa redução da lesão gástrica (painel A) e do aumento da 

atividade de mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina pelo 

tratamento com LPS (300 µg/Kg) com efeito máximo no tempo de seis horas. 

Observa-se ainda que esse efeito protetor persiste por pelo menos 48 horas, após 

uma única injeção de LPS. 

O efeito protetor do LPS na dose de 300 µg/Kg causou alterações 

significativas na contagem leucocitária total e diferencial. O pré-tratamento com 



LPS aumentou de forma significativa (p<0.05) as contagens dos neutrófilos no 

sangue periférico durante a gastropatia induzida pela indometacina (tabela 1). 

A determinação dos grupos sufidrilas na mucosa de ratos mostrou que a 

indometacina diminuiu de forma significativa (p<0,05) o nível de glutationa quando 

comparado com o grupo controle. Por outro lado, o pré-tratamento com LPS na 

dose de 300 µg/Kg fez com que os níveis de glutationa retornasse a valores 

semelhantes aos animais do grupo controle (figura 6). 

Na figura 7 observa-se o efeito do LPS na adesão de leucócitos induzida 

por indometacina em ratos. Para isso foi realizada uma microscopia intravital nas 

vênulas mesentéricas pós-capilares de ratos pré-tratados por via endovenosa com 

LPS na dose 300 µg/Kg. O tratamento com LPS na dose de 300 µg/Kg diminui  de 

forma significativa (P<0,001) a adesão leucocitária nas vênulas mesentéricas pós-

capilares de ratos tratados com  indometacina. Por outro lado, na figura 8, o LPS 

foi capaz de reverter o efeito da indometacina. Na dose de 300 µg/Kg, O LPS 

aumentou significativamente o rolling dos leucócitos nas vênulas mesentéricas 

pós-capilares dos ratos tratados com indometacina quando comparado com o 

grupo controle.  
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gura 3- Efeito do tratamento do LPS de E. coli na lesão gástrica induzida 
r indometacina em ratos. Aspecto macroscópico do estômago de ratos após 
S na dose de 300 µg/Kg  (painel B), indometacina na dose de 20 mg/Kg (painel 
 ou LPS + indometacina nas mesmas doses citadas anteriormente( painel D) 
 comparação ao padrão normal da mucosa gástrica do rato controle (painel A). 
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Figura 4- Efeito do tratamento do LPS na lesão gástrica (painel A) e aumento 
da atividade de mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em 
ratos – Dose resposta. Os ratos foram tratados com salina (SAL) ou LPS na 
dose de 30,100 e 300 µg/Kg. Seis horas depois, indometacina (20 mg/Kg) foi 
administrado. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O 
índice de lesão gástrica (painel A) e a atividade de mieloperoxidase (painel B) 
foram avaliados depois de três horas. A administração de LPS inibiu de forma 
dose dependente a lesão gástrica (painel A) e o aumento da atividade de 
mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em ratos, com efeito, 
máximo na dose de 300 µg/Kg. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo 
tratado com Indometacina. Anova, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 5- Efeito do tratamento do LPS na lesão gástrica (painel A) e aumento 
da atividade de mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em 
ratos – Tempo resposta. Os ratos foram tratados com salina (SAL) ou LPS na 
dose de 300 µg/Kg. Ao final de 1/2, 6, 24, e 48 horas, indometacina (20 mg/Kg) foi 
administrado. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O 
índice de lesão gástrica (painel A) e a atividade de mieloperoxidase (painel B) 
foram avaliados depois de três horas. A administração de LPS inibiu a lesão 
gástrica (painel A) e o aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B) 
induzidas por indometacina em ratos, com efeito, máximo no tempo de seis horas. 
LPS causou um significativo efeito protetor que se persistiu por 48 horas. Os 
resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por 
grupo. (*) p<0, 05, quando comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, 
seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
 

 



Tabela 1- Efeito protetor do LPS de E. coli na contagem de leucócitos totais 

e neutrófilos no sangue periférico de ratos tratados com indometacina. 

 

 

∗ p<0.05 quando comparado com o grupo controle. 

∗∗ p<0.05 quando comparado com o grupo indometacina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Leucócitos (cell/mm3) Neutrófilos(cell/mm3) 

Controle 9425,0 ± 269 1567,0 ± 33 

LPS 4913,0 ± 321* 4221,0 ± 49* 

indometacina 7679,0 ± 211 1432,0 ± 184 

LPS + indometacina 13900,0 ± 890** 9480,0 ± 183** 
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Figura 6- Determinação dos níveis de glutationa presentes na mucosa de 
ratos tratados com LPS. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300 
µg/Kg) ou salina. Após 6 horas, os animais foram tratados com Tris ou 
indometacina (20 mg/Kg), por via oral. O grupo controle (CONT) foi tratado com 
salina ou tampão Tris. LPS foi capaz de reverter o efeito da indometacina 
aumentando de forma significativa os valores de NPSH na mucosa gástrica. Os 
resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por 
grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, 
seguido pelo teste de Newman - Keuls. 
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Figura 7- Efeito do LPS de E. coli na diminuição da adesão leucocitária 
induzida por indometacina. Os animais foram pré-tratados por via endovenosa 
com LPS na dose 300 µg/Kg diluída em salina. Após 6 horas, a lesão gástrica foi 
induzida pela administração, por gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluída 
em tampão Tris. O grupo controle (CONT) recebeu apenas o veículo (Tris).  Uma 
hora depois, os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg) e o 
tecido mesentério foi exposto e examinado por microscopia intravital. O tratamento 
com LPS na dose de 300 µg/Kg diminui a adesão leucocitária nas vênulas 
mesentéricas pós-capilares induzida por indometacina. Os resultados estão 
expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, 
quando comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, seguido pelo teste 
de Newman - Keuls. 
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Figura 8- Efeito do LPS de E. coli no aumento
induzido por indometacina. Os animais foram pré-
com LPS na dose 300 µg/Kg diluída em salina. Após
induzida pela administração, por gavagem, de indo
em tampão Tris. O grupo controle (CONT) recebeu a
hora depois, os animais foram anestesiados com tri
tecido mesentério foi exposto e examinado por micros
com LPS na dose de 300 µg/Kg aumentou o roll
mesentéricas pós-capilares induzida por indomet
expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 an
quando comparado o grupo tratado com indometacin
de Newman - Keuls. 
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4.2- MODULAÇÂO FARMACOLÓGICA DO EFEITO PROTETOR DO LPS NA 

LESÃO GÁSTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS. 

Na figura 9, demonstra-se que o L-NAME não alterou a proteção do LPS na 

gastropatia por indometacina (painel A). Por outro lado, o L-NAME aumentou de 

forma significativa a infiltração de neutrófilos, medida pela atividade de MPO 

(painel B), na mucosa gástrica quando administrado na dose de 20 mg/Kg (painel 

B).  

A figura 10 mostrou que o tratamento com aminoguanidina na dose única 

de 100 mg/Kg e nas duas doses testadas de 50 mg/Kg não foi capaz de reverter o 

efeito protetor do LPS nem lesão gástrica (painel A) e nem no aumento da 

atividade de MPO (painel B) induzidas por indometacina em ratos.  

Na figura 11 observa-se que o tratamento com rofecoxib na dose de 20 

mg/Kg (dose única) ou na dose de 10 mg/Kg (duas doses) não alterou a proteção 

do LPS na gastropatia por indometacina (painel A). O mesmo resultado foi 

observado quando avaliada a atividade de MPO, pois o pré-tratamento com 

rofecoxib nas doses testadas não foram capazes de alterar a infiltração de 

neutrófilos na mucosa gástrica tratada com LPS mais indometacina (painel B). 

 O pré-tratamento com dexametasona (figura 12) não reverteu o efeito 

protetor do LPS nem na lesão gástrica (painel A) e nem na atividade de MPO 

(painel B) na dose de 2 mg/Kg. A mesma resposta foi obtida quando o tratamento 

com dexametasona foi feito usando duas doses de 1 mg/Kg, uma 30 minutos 

antes e outra 5 horas depois da administração do LPS (300 µg/Kg). 



Na figura 13 observa-se que a glibenclamida nas doses testadas de 0,1,1 

ou 3 mg/Kg reverteram (p<0,001) o efeito protetor do LPS na gastropatia induzida 

por indometacina, com efeito máximo na dose de 1 mg/Kg (painel A). Alem disso, 

no painel B nota-se um aumento na infiltração de neutrófilos, medido pela 

atividade de MPO, no estômago de ratos tratados com glibenclamida nas doses 

testadas.  Nos animais pré-tratados com diazóxido na dose de 3 mg/Kg (figura 14) 

não se observam mudanças no efeito protetor do LPS, nem na lesão gástrica 

(painel A) e nem na atividade de MPO (painel B).  

Ademais, o efeito protetor do LPS na gastropatia induzida por indometacina 

também foi mantido no grupo de animais tratados com glibenclamida mais 

diazóxido (figura 15).  Glibenclamida mais diazóxido não reverteu o índice de 

lesão gástrica (Painel A) e nem aumentou a infiltração neutrofílica (Painel B) na 

mucosa de ratos tratados com LPS, diferente do observado em ratos tratados 

somente com glibenclamida. 

O grupo de animais pré-tratados com glibenclamida diminuiu de forma 

significativa (p<0,05) o número de leucócitos totais e neutrófilos quando 

comparado com o grupo LPS mais indometacina. Por outro lado, quando os 

animais foram pré-tratados com glibenclamida mais diazóxido ocorreu um 

aumento na contagem leucocitária total e diferencial, fazendo com que os níveis 

de leucócitos e neutrófilos retornassem a níveis semelhantes ao do grupo tratado 

com LPS mais indometacina (tabela 2). 

Na figura 16 a glibenclamida reverteu o efeito do LPS, de forma 

significativa, fazendo com o que os níveis de glutationa fossem semelhantes ao do 



grupo de animais tratados com indometacina. No grupo de animais tratados com 

glibenclamida mais diazóxido os valores de glutationa aumentaram retornando a 

valores semelhantes ao do grupo tratado com LPS mais indometacina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

LPS (300µµµµg/Kg)
INDOMETACINA (20mg/Kg)

« «

A-

L
es
ão
 g
ás
tr
ic
a 
(m
m
)

CONT           SAL             SAL        L-NAME (20 mg/Kg)
0

10

20

30

40

50

60

CONT             SAL             SAL       L-NAME (20 mg/Kg)

LPS (300 µµµµg/Kg)

INDOMETACINA (20 mg/Kg)

««

«

B-

A
tiv
id
ad

e 
d
e 
M
P
O

(U
/m
g
 d
e 
te
ci
d
o
)

 

 

Figura 9- Efeito do tratamento com L-NAME na proteção do LPS à lesão 
gástrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B) 
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam LPS (300 µg/Kg) 
ou salina (SAL) por via endovenosa. Após 5 horas, os animais foram tratados por 
via intra-peritoneal com salina ou L-NAME (20 mg/Kg).  Decorridos 60 minutos, a 
lesão gástrica foi induzida pela administração de indometacina na dose de 20 
mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O 
tratamento com L-NAME não foi capaz de alterar a proteção do LPS na 
gastropatia por indometacina. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo 
tratado com Indometacina. Anova, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 10- Efeito do tratamento com aminoguanidina (AMINO) na proteção 
do LPS à lesão gástrica (painel A) e aumento da atividade de 
mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em ratos. Os animais 
receberam, inicialmente, por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina (SAL). 
Após 5 horas, os animais foram tratados por via intra-peritoneal com SAL ou 
AMINO (100 mg/Kg). Um outro grupo experimental foi tratado inicialmente com 
AMINO na dose de 50 mg/Kg, 30 minutos antes e 5 horas após a administração 
de LPS 300µg/Kg, via intra-peritoneal. Uma hora depois, os animais receberam 
indometacina na dose de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com 
salina ou tampão Tris. O tratamento com AMINO não foi capaz de alterar a 
proteção do LPS na gastropatia por indometacina. Os resultados estão expressos 
pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando 
comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, seguido pelo teste de 
Newman-Keuls. 
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Figura 11- Efeito do tratamento com rofecoxib na proteção do LPS à lesão 
gástrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B) 
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam, inicialmente, por 
via endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, os animais foram 
tratados por via oral com SAL ou rofecoxib (20 mg/Kg; 1X). Um outro grupo 
experimental foi tratado inicialmente com rofecoxib na dose de 10 mg/Kg (2X), 30 
minutos antes e 5 horas após a administração de LPS 300µg/Kg, via oral. Uma 
hora depois, os animais receberam indometacina na dose de 20 mg/Kg. O grupo 
controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O tratamento com 
rofecoxib não foi capaz de alterar a proteção do LPS na gastropatia por 
indometacina. Os resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 
animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo tratado com 
indometacina. Anova, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 12- Efeito do tratamento com dexametasona (DEXA) na proteção do 
LPS à lesão gástrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase 
(painel B) induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam, 
inicialmente, por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, 
os animais foram tratados por via intra-peritoneal com SAL ou DEXA (2 mg/Kg; 
1X). Um outro grupo experimental foi tratado inicialmente com dexametasona na 
dose de 1 mg/Kg (2X), 30 minutos antes e 5 horas após a administração de LPS 
300µg/Kg, via intra-peritoneal. Uma hora depois, os animais receberam 
indometacina na dose de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com 
salina ou tampão Tris. O tratamento com dexametasona não alterou a proteção do 
LPS na gastropatia por indometacina. Os resultados estão expressos pela média ± 
EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo 
tratado com indometacina. Anova, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 13- Efeito do tratamento com glibenclamida na proteção do LPS a 
lesão gástrica e aumento da atividade de mieloperoxidase induzidas por 
indometacina em ratos. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300 
µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, os animais foram tratados por via oral com 
salina, glibenclamida (0.3, 1, 3 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a 
lesão gástrica foi induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na 
dose de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão 
Tris. O tratamento com glibenclamida reverteu tanto à proteção do LPS à lesão 
gástrica (painel A) induzida por indometacina como também a atividade de MPO 
(painel B). Os resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 
animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo tratado com 
Indometacina. Anova, seguido pelo teste de Newman- Keuls. 
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Figura 14- Efeito do tratamento com diazóxido na proteção do LPS a lesão 
gástrica e aumento da atividade de mieloperoxidase induzidas por 
indometacina em ratos. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300 
µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, os animais foram tratados por via oral com 
salina, diazóxido (3 mg/Kg, via intra-peritoneal). Decorridos 60 minutos, a lesão 
gástrica foi induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na dose 
de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O 
tratamento com diazóxido não reverteu à proteção do LPS à lesão gástrica (painel 
A) induzida por indometacina como também a atividade de MPO (painel B). Os 
resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por 
grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo tratado com Indometacina. Anova, 
seguido pelo teste de Newman- Keuls. 
 

 



 

 

 

 

 

 

0

14

28

42

56

70

CONT         SAL        SAL           SAL      DIAZOXIDO (3 mg/Kg)

GLIBENCLAMIDE (1 mg/Kg)

LPS (300 µµµµg/Kg)

INDOMETACINA (20 mg/Kg)

*
*

A-
u

L
es
ão

 g
ás
tr
ic
a 
(m

m
)

0

5

10

15

20

*

B-

A
tiv

id
ad

e 
d
e 
M
P
O

(U
/m

g
 d
e 
te
ci
d
o
)

CONT         SAL        SAL           SAL      DIAZOXIDO (3 mg/Kg)

GLIBENCLAMIDE (1 mg/Kg)

LPS (300 µµµµg/Kg)

INDOMETACINA (20 mg/Kg)

u

u

 

 

Figura 15- Efeito do tratamento com diazóxido no efeito da glibenclamida na 
proteção do LPS à lesão gástrica e aumento da atividade de mieloperoxidase 
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam por via 
endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, os animais foram 
tratados por via oral com salina, diazóxido (3 mg/Kg, por via intra-peritoneal) + 
glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 30 minutos, a lesão gástrica foi 
induzida pela administração, por gavagem, de indometacina na dose de 20 mg/Kg. 
O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampão Tris. O tratamento com 
diazóxido reverteu o efeito da glibenclamida na perda da proteção do LPS (painel 
A) e na atividade de MPO (painel B) induzida por indometacina. Os resultados 
estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) 
p<0,05, quando comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, seguido 
pelo teste de Newman - Keuls. 
 



Tabela 2 – Efeito dos canais de potássio sensíveis a ATP na contagem de 

leucócitos totais e neutrófilos no sangue periférico de ratos no efeito 

protetor do LPS na lesão gástrica induzida por indometacina. 

 

# p<0.01 quando comparado com o grupo LPS + indometacina.  

## p<0.05 quando comparado com o grupo LPS + indometacina + glibenclamida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Leucócitos (cell/mm3) Neutrófilos (cell/mm3) 

Indometacina 7679,0 ± 211 1432,0 ± 184 

LPS + indometacina 13900,0 ± 890 9480,0 ± 183 

LPS + indometacina +  

glibenclamida 

6120,0 ± 422# 4896,0 ± 114# 

LPS +indometacina+  

glibenclamida + diazóxido 

8080,0 ± 264## 5478,0 ± 70## 
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Figura 16- Determinação dos níveis de glutationa presentes na mucosa de 
ratos tratados glibenclamida e diazóxido mais glibenclamida. Os animais 
receberam por via endovenosa LPS (300 µg/Kg) ou salina (SAL). Após 5 horas, os 
animais foram tratados por via oral com salina, glibenclamida (bloqueador dos 
canais de potássio sensíveis ao ATP; 1 mg/Kg, por gavagem) ou diazóxido 
(ativador dos canais de potássio sensíveis ao ATP; 3 mg/Kg, por via intra-
peritoneal) + glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a 
lesão gástrica foi induzida como já descrito anteriormente.  Glibenclamida foi 
capaz de manter o efeito da indometacina, ou seja, os baixos níveis de grupos 
sufidrilas foram semelhantes ao do grupo de animais tratados com indometacina. 
No grupo de animais tratados com glibenclamida + diazóxido os valores de 
glutationa aumentaram retornando a valores semelhantes ao do grupo controle. 
Os resultados estão expressos pela média ± EPM de pelo menos 5 animais por 
grupo. (*) p<0,05, quando comparado o grupo tratado com indometacina. Anova, 
seguido pelo teste de Newman - Keuls. 
    



5.0- DISCUSSÃO 

Os antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) constituem uma das classes 

de fármacos mais prescritas no mundo. A toxicidade gastrintestinal constitui a 

maior limitação para o uso dos AINEs. Atualmente, sabe-se que cerca de 10 a 

20% dos pacientes em uso de AINEs apresentam sintomas dispépticos (WOLFE 

et al., 1999). 

O efeito do LPS na defesa da mucosa gástrica não está definido. Por um 

lado à administração aguda de LPS levaria a lesão na mucosa do trato 

gastrintestinal (BOUGHTON-SMITH et al., 1993), por outro a administração de 

altas doses de maneira crônica protegeria a mucosa gástrica a lesão por etanol 

(KONTUREK et al., 1998). A administração de LPS em altas doses é capaz de 

induzir a expressão de COX-2 e de NOSi na mucosa gástrica, e assim 

aumentar a síntese de NO e PGs, que são importantes mediadores da defesa 

da mucosa. Recentemente, Peskar e colaboradores demonstraram a 

participação dos canais KATP em vários modelos da proteção gástrica, como 

16, 16- prostaglandina dimethyl- E2, etanol 20%, salicilato de sódio (PESKAR 

et al., 2002). Entretanto, o papel dos canais de KATP e do LPS na proteção 

gástrica a lesões induzidas por indometacina não este completamente 

elucidado. Usando como ferramenta farmacológica, a glibenclamida (um 

bloqueador de canais de KATP) ou o diazóxido (uma droga ativadora de canais 

de KATP), nós demonstramos que o efeito protetor dos LPS na lesão gástrica 

induzida por indometacina foi mediado, em parte, pela abertura dos canais de 

KATP.  



Neste estudo nós investigamos o efeito da administração do LPS de E. coli 

na defesa da mucosa gástrica, usando um modelo clássico de inflamação 

gástrica, a gastropatia induzida por indometacina. Em 1993, Wallace e 

colaboradores desenvolveram os primeiros trabalhos demonstrando o papel dos 

neutrófilos na gênese da lesão gastrintestinal por AINEs (WALLACE et al., 1993). 

Eles mostraram que a indometacina, um dos antiinflamatórios não esteroidais 

mais potentes, foi capaz de desencadear um aumento no número de neutrófilos 

aderidos ao endotélio na microcirculação gástrica e mesentérica em ratos e que a 

neutropenia induzida por metotrexate ou pelo soro anti-neutrofílico inibiram a lesão 

gástrica induzida por AINEs (WALLACE et al., 1990). Nossos resultados 

mostraram que o tratamento com LPS diminuiu de forma significativa à lesão 

gástrica e a atividade de MPO induzida pela indometacina. A administração oral 

de indometacina (20 mg/kg) em ratos resultou na formação de erosões 

hemorrágicas no estômago (WALLACE et al. 1990, SOUZA et al., 2003). Uma 

única dose de LPS foi capaz de abolir completamente a lesão gástrica, com efeito 

máximo na dose de 300 µg/kg e no tempo de seis horas. Entretanto, esse efeito 

protetor do LPS foi persistente por um período de pelo menos 48 horas. Nossos 

resultados estão no acordo outros trabalhos publicados anteriormente. Em 1998, 

Konturek e colaboradores demonstraram que o LPS administrado por via 

intraperitoneal inibiu a secreção de pepsina e ácido gástrico e reduziu 

significativamente as lesões gástricas induzidas por etanol (KONTUREK et al., 

1998). Recentemente, Calatayud e colaboradores demonstraram que a 

administração dos LPS preservou a perfusão sanguínea e protegeu a mucosa 



gástrica de lesões induzidas por indometacina (CALATAYUD et al., 2003).  

   Nosso estudo demonstrou que o LPS diminuiu a infiltração de neutrófilos 

na mucosa gástrica, mensurada pela atividade de MPO, induzida por 

indometacina. As Bactérias gram-negativas ou endotoxinas circulantes podem 

suprimir alguns componentes da resposta inflamatória incluindo a migração 

neutrofílica (ROSENBAUM et al., 1983, CUNHA et al, 1989, THOMAZZI et al., 

1995). A compreensão da inibição da migração de neutrófilos induzida por LPS 

não esta completamente elucidada. Muitos mecanismos, tais como a leucopenia 

(MORRISON & ULEVITCH, 1978), a liberação continua de fatores quimiotáticos 

na circulação (CUNHA et al, 1989, CUNHA et al., 1992, WAGNER et al., 2002), 

um aumento na produção de NO pela iNOS (TAVARES-MURTA et al., 2001), a 

ativação do sistema de coagulação (PEARSON et al., 1995) o seqüestramento 

vascular dos neutrófilos (WAGNER et al., 2002) e o aumento da adesão 

leucocitária (WALLACE, 1993) podem participar deste processo. Nossos 

resultados demonstraram que o LPS administrado por via endovenosa não induziu 

leucopenia. Como pode ser observado na tabela 1, o LPS aumentou as contagens 

dos neutrófilos no sangue periférico na gastropatia induzida pela indometacina. 

Uma outra possibilidade é que a endotoxina poderia está induzindo um 

seqüestramento de neutrófilos no leito vascular. Assim, diminuindo a migração de 

neutrófilos para mucosa gástrica e aumentando o número de neutrófilos no 

sangue periférico, como observado na figura 4 e na tabela 1. 

Dessa forma, nossos resultados sugeriram que o efeito protetor do LPS 

contra lesões gástricas induzidas por indometacina é em parte dependente da 



inibição da infiltração de neutrófilos para o sítio inflamado. A adesão do leucócito à 

célula endotelial, uma das principais etapas da migração de neutrófilo, parece ser 

modulado por uma variedade de proteínas de adesão expressada na superfície 

dos leucócitos e das células endoteliais (DAVENPECK et al., 1997). Alguns 

estudos mostraram que estas moléculas da adesão são responsáveis pela 

diminuição da velocidade do rolling do leucócito e pelo o aumento na adesão e na 

transmigração dos leucócitos. Na lesão gástrica por indometacina, já foi 

demonstrado que a adesão do leucócito à célula endotelial foi reduzida 

significativamente pelo tratamento com os anticorpos contra CD11b/CD18 ou E-

selectina, mas não pelo anticorpo contra P-selectina, sugerindo que as proteínas 

de adesão o leucócito e das células endotelial (E-selectina) contribuem para um 

aumento dos leucócitos neste modelo de lesão gástrica (WALLACE et al., 1993).  

No nosso trabalho, a administração de indometacina resultou num aumento 

no número de leucócitos aderidos e transmigrado e por uma redução na 

velocidade do rolling. Nossos resultados evidenciaram que o LPS foi capaz de 

reverter este efeito da indometacina, pois diminui de forma significativa à adesão 

leucocitária e aumentou o rolling dos leucócitos nas vênulas mesentéricas pós-

capilares (Figuras 7 e 8).  Dessa forma, o LPS protegeria a mucosa de lesões 

induzidas por indometacina por um mecanismo dependente da diminuição da 

infiltração de leucócitos por uma diminuição na adesão e aumento no rolling.  

A adesão do neutrófilo ao endotélio vascular e á liberação subseqüente de 

radicais livres de oxigênio e de enzimas proteolíticas foi implicado como um 

evento crítico na patogênese da ulceração gastrointestinal induzido por AINEs. 



(WALLACE, 1993). As espécies ativas do oxigênio causam os danos na mucosa 

gástrica in vivo. Entretanto, não se sabe se estas espécies são diretamente 

citotóxicas para células gástricas. Sakuma e colaboradores mostraram que o 

peróxido de hidrogênio está envolvido nas lesões gástricas na mucosa de ratos. 

Visto que, enquanto a superóxido dismutase estimula a síntese do prostaglandina 

E2 que protege a mucosa, o peróxido de hidrogênio inibe essa proteção fazendo 

com que a mucosa fique susceptível ao aparecimento de lesões (SAKUMA et al., 

1992). A glutationa é uma sulfidrilas endógena importante como “scanvergers” dos 

radicais livres.  Assim, na presença de radicais livres ocorre o seu consumo. Por 

isso o papel da glutationa (GSH) na proteção gástrica pelo LPS lesão gástrica 

induzida por indometacina foi investigado. A administração de indometacina em 

nossos experimentos diminuiu os níveis dos GSH na mucosa gástrica, 

provavelmente devido ao consumo destes pelos radicais livres presentes. O LPS 

quando administrado sozinho foi capaz de aumentar a concentração de glutationa 

na mucosa gástrica e quando administrado antes da indometacina fez com que os 

níveis de GSH retornassem ao nível do controle (Figura 6).  Este efeito pode ter 

ocorrido devido a um menor consumo de GSH por uma inibição da liberação de 

radicais livres, devido a uma menor infiltração de neutrófilos para a mucosa 

gástrica, ou por um aumento da síntese de novo da GSH. De acordo com os 

nossos resultados está o trabalho de Ueshima e colaboradores. Eles concluíram 

que a administração prévia de cisteamina e glutationa aumentou os níveis de GSH 

e inibiram as lesões gástricas induzidas por indometacina (UESHIMA et al., 1992).  

Apesar de se acreditar que as PGs produzidas no tecido gástrico normal, 



na sua maioria, são provenientes da COX1 (HALTER et al., 2001), estudos 

recentes vem demonstrando um papel relevante da COX-2 na defesa da mucosa 

gastrintestinal. Brzozowski e colaboradores demonstraram que inibidores seletivos 

da COX-2 pioraram a lesão gástrica por isquemia reperfusão (BRZOZOWSKI et 

al., 1999) e que durante a adaptação da mucosa gástrica à aspirina ocorre um 

aumento da expressão de COX-2, num mecanismo compensatório (KONTUREK 

et al., 1998). Recentemente, foi demonstrada que durante uma reação inflamatória 

gástrica ocorreu um aumento da expressão de COX-2 e uma adaptação da 

mucosa a lesão por etanol (MIYAKE et al., 2002). Souza e colaboradores 

demonstraram que a diminuição na lesão gástrica por aspirina em ratos com 

gastrite é revertida com a administração de rofecoxib, um potente inibidor seletivo 

da COX-2 (SOUZA et al., 2003). 

Em relação à proteção gástrica pelo LPS, foi demonstrado que a 

administração de LPS aumentou a resistência a lesões para o etanol, através de 

um mecanismo dependente da produção prostaglandinas tanto pela COX-1, como 

pela COX-2, por aumento da sua expressão (FERRAZ et al., 1997). Ng e 

colaboradores sugeriram que a gastroproteção do LPS dependente de um 

aumento da síntese de PGEs (NG et al., 2002). Este resultado difere do obtido em 

nossos estudos, onde o uso de um inibidor seletivo para COX-2 (Rofecoxib) não 

foi capaz de reverter o efeito protetor do LPS, sugerindo dessa forma, que o 

mecanismo de ação do LPS na proteção da mucosa gástrica a lesões induzidas 

por indometacina é independente da atividade COX-2. 

 



Foi proposto recentemente em uma revisão que o NO seria um importante 

mediador na defesa da mucosa do trato gastrintestinal (WALLACE, 2001), mas 

paradoxalmente, em várias situações, poderia contribui para a lesão da mucosa 

(MUSCARA et al., 1999). A presença de NO em baixas concentrações está 

associado aos efeitos benéficos no TGI, como o aumento na secreção de muco 

protetor, manutenção da barreira epitelial e da microcirculação e estimulação da 

reparação da mucosa. Por outro lado, o NO em altas concentrações, pode induzir 

a formação de radicais derivados do nitrogênio, que são tóxicos para varias 

linhagem celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000). Lamarque e colaboradores 

demonstraram que a administração de LPS foi capaz de induzir a expressão da 

NO sintase em células do epitélio duodenal de ratos in vivo (LAMARQUE et al., 

2000). Os mesmos autores demonstraram ainda que o LPS, de forma dose 

dependente, causou um aumento das lesões gástricas, através da diminuição do 

fluxo sangüíneo na mucosa e aumentou expressão da NOS induzida na mucosa 

gástrica. A administração de aminoguanidina, um inibidor relativamente seletivo 

para a NOS induzida, desencadeou uma diminuição da lesão gástrica e um 

aumento do fluxo sanguíneo na mucosa induzidos pelo LPS (LAMARQUE et al., 

2000). Recentemente, Konturek e colaboradores mostraram que LPS reduziram 

as lesões gástricas induzidas por etanol, mas a supressão da atividade da NO 

sintase (NOS) pela L-NAME ou pelo L-NIL reverteu os efeitos protetores do LPS. 

Este resultado não foi observado em nossos experimentos. Quando utilizamos 

inibidores não seletivos da NO sintase (L- NAME) ou inibidores seletivos da NO 

sintase induzida (aminoguanidina) não foi observado nenhuma mudança no efeito 



protetor do LPS, sugerindo que o óxido nítrico produzido via NO sintase induzida 

não participa da gastroproteção induzida pela endotoxina.  Uma possível 

explicação para a divergência dos nossos resultados com a literatura, poderia ser 

o papel da NOSi na gênese da lesão. Assim, a inibição farmacológica da NOSi 

desencadearia uma maior inibição da lesão gástrica por indometacina. Neste 

sentido, Souza e colaboradores demonstraram que camundongos deficientes para 

a NOSi apresentaram uma menor lesão gástrica por indometacina quando 

comparados com animais selvagens (SOUZA et al., 2004).  

Apesar do tratamento com L-NAME não ter revertido à inibição da lesão 

gástrica por indometacina pelo LPS, foi observado um aumento na infiltração de 

neutrófilos na mucosa gástrica. Alguns trabalhos publicados anteriormente 

demonstraram que a inibição da síntese de NO desencadeia um importante 

aumento na adesão de leucócitos ao endotélio (KUBES et al., 1991) e que 

somente a presença de neutrófilos na mucosa gástrica não seria capaz de 

desencadear a lesão gástrica (SANTUCCI et al., 1995). Uma explicação para o 

fato do L-NAME aumentar a infiltração de neutrófilos, mas não reverter a proteção 

com LPS na lesão gástrica por  indometacina, poderia estar relacionado ao efeito 

do L-NAME sobre a NOSi dos neutrófilos recém migrados, inibindo assim a 

liberação de NO e substâncias reativas do nitrogênio, que são importantes 

mediadores da lesão gástrica (SOUZA et al., 2004).  

Os corticóides constituem um grupo de drogas com efeitos antiinflamatórios 

e imunossupressores comumente utilizados na área biomédica. Os corticóides 

têm sido considerados como agentes inibidores da produção de prostaglandinas, 



pela ação inibitória que exercem sobre a fosfolipase A2, por meio da liberação de 

anexina-1 (mediador protéico antiinflamatório). O resultado final da ação destes 

antiinflamatórios é a parcial ou total redução da liberação dos mediadores pró-

inflamatórios. Os glicocorticóides exógenos inibem a expressão da COX-2 e NOSi, 

através da inibição do fator de transcrição nuclear NFκβ, reduzindo a geração de 

prostanóides  e óxido nítrico nas células inflamatórias, porém exercem pouco ou 

nenhum efeito sobre a enzima constitutiva COX-1 e NOSc (SIMON, 1999). Como 

observado anteriormente tanto o uso de um inibidor seletivo para COX-2, o 

rofecoxib, como inibidores da NOS não foram capazes de alterar o efeito protetor 

do LPS. O resultado obtido com o uso da dexametasona, nas duas doses 

testadas, esta de acordo com os nossos resultados anteriormente citados, de que 

prostaglandinas derivadas da enzima induzida COX -2 e o NO produzidos pela 

NOSi não participam da gastroproteção mediada pelo LPS.  

O LPS deve desencadear uma gastroproteção no nosso modelos por vias 

independentes da síntese de PGEs e NO. Outras vias de gastroproteção podem 

estar envolvidas no efeito protetoras do LPS na gastropatia por indometacina 

como a participação de mediadores como: neuropeptídeos (FREITAS, 1997), 

leucotrienos (PESKAR, 1991), Lipoxinas (SOUZA et al., 2004), anexina-1, o 

aumento do fluxo sanguíneo na mucosa gástrica (TAKEUCHI at al., 2001), a 

diminuição da hipercontractilidade antral (TAKEUCHI at al., 2001) 

Tem sido postulado que os canais de potássio estão envolvidos em uma 

variedade de funções fisiopatológicas do estômago tais como: regulação do fluxo 

sangüíneo, secreção de ácido gástrico e contratilidade da musculatura gástrica. A 



habilidade da glibenclamida e do diazóxido de alterar a resposta de algumas 

drogas foi utilizada para evidenciar a participação dos canais de KATP (STANDEN 

et al., 1989; QUAYLE et al., 1995) nos eventos biológicos. Trabalhos recentes 

estudando os efeitos do diazóxido, ativador dos canais de potássio sensíveis ao 

ATP, e da glibenclamida, bloqueador dos canais de potássio sensíveis ao ATP, 

demonstraram que o diazóxido inibiu as lesões na mucosa gástrica induzidas por 

etanol, e a glibenclamida apresentou aumentou as lesões gástricas induzidas por 

etanol (RAHGOZAR et al., 2001).  Um outro grupo mostrarou que o diazóxido 

inibiu também a lesão gástrica induzida por indometacina em ratos e a 

glibenclamida reverteu esta proteção (AKAR et al., 1999). Nossos resultados 

evidenciaram que a glibenclamida reverteu o efeito protetor do LPS e que a 

associação da glibenclamida mais diazóxido restaurou o efeito gastroprotetor do 

LPS. Recentemente, Peskar e colaboradores sugeriram a ação das 

prostaglandinas endógenas como ativadores de canais de KATP em modelos de 

gastroproteção (PESKAR et al., 2002). Foi também descrito que o LPS induziu a 

expressão de COX-2 na mucosa gástrica (FERRAZ et al., 1997). Uma explicação 

possível para o nosso resultado é que o LPS poderia aumentar a síntese PGE2 

via COX-2, e dessa forma PGE2 ativaria o canal de KATP. Mas não foi o caso. 

Como citado anteriormente, o tratamento com inibidores seletivos de COX-2 

(Rofecoxib) não foi capaz de reverter o efeito protetor do LPS na lesão gástrica 

induzida por indometacina. Entretanto, a ativação dos canais KATP é também um 

importante mecanismo de ação de outros vasodilatadores endógenos tais como 



neurotransmissores (CGRP e VIP), fatores endoteliais (NO, PGI2) e adenosina 

(BRAYDEN, 2002).  

Glibenclamida, um bloqueador de canais de KATP, induziu um aumento na 

atividade gástrica de MPO e uma diminuição nos neutrófilos periféricos no grupo 

tratado com LPS mais indometacina. Este resultado sugere que a glibenclamida 

pode diminuir a captação do neutrófilo vascular induzido pelo LPS, revertendo 

assim o efeito gastroprotetor induzido pela endotoxina. Quando a glibenclamida foi 

administrada concomitantemente com o diazóxido, o efeito gastroprotetor do LPS 

foi restaurado e a concentração de neutrófilos periféricos aumentados. Uma outra 

possibilidade é que a glibenclamida poderia induzir uma diminuição do fluxo 

sangüíneo gástrico e dessa forma aumentar as lesões na mucosa gástrica 

induzidas pela indometacina. Akar e colaboradores demonstraram que o diazóxido 

reduziu a lesão gástrica e a infiltração de neutrófilos na mucosa gástrica de ratos, 

e que o relaxamento de artérias gástricas pré-contraídas pela noradrenalina 

induzida por diazóxido foi revertido pela glibenclamida. Então, estes autores 

sugeriram que os canais de KATP possuem uma função importante na 

manutenção da integridade da mucosa gástrica pelo aumento da perfusão gástrica 

e da regulação dos neutrófilos (AKAR et al., 1999).  

A glibenclamida é um agente hipoglicemiante oral que estimula a secreção 

de insulina por bloquear os canais KATP (DUNNE & PETERSEN, 1991). Por isso, 

pode produzir hipoglicemia. Foi relatado que a glicose pode reduzir lesão gástrica 

induzida por indometacina (TAKEUCHI et al., 1990). Por outro lado, Takeuchi em 

1994, mostrou que o nível de glicose no sangue pode contribuir de forma 



significativa no desenvolvimento de lesões na mucosa por alteração da motilidade 

gástrica (TAKEUCHI et al., 1994). Durante todo o nosso estudo, glibenclamida foi 

administrada em 2.5 ml/kg 0.02 N NaOH contendo 4% de glicose de modo a 

minimizar a hipoglicemia. 

Foi sugerido também que a os canais de KATP possuem um papel na 

produção de radicais livres derivados do oxigênio induzido pelos neutrófilos em 

tecidos lesados (PIEPER AND GROSS, 1992). Nossos resultados demonstraram 

que a glibenclamida, um bloqueador de canais de KATP, reverteu o efeito do LPS 

na determinação do nível de glutationa. Os valores foram semelhantes ao dos 

animais tratados somente com indometacina. Isso sugere que a glibenclamida ao 

reverter o efeito protetor do LPS na gastropatia por indometacina, também  possa 

ter aumentado a liberação de radicais livres derivados do oxigênio e 

conseqüentemente isso resultou em uma diminuição dos níveis de glutationa. Este 

nível de glutationa só foi restaurado no grupo tratado com glibenclamida 

associado com diazóxido, onde o efeito protetor do LPS foi mantido. Neste caso, 

provavelmente a liberação de radicais livres foi diminuída e os níveis de glutationa 

foram semelhantes ao do grupo tratado com LPS mais indometacina. A ativação 

dos canais de KATP poderia oferecer mecanismos protetores a injúrias por 

inibição da ativação dos neutrófilos e subseqüentes diminuição do consumo de 

glutationa, como conseqüência da diminuição da produção de radicais livres 

derivados do oxigênio por estes leucócitos. 

Baseado no exposto acima, acreditamos que o tratamento com LPS por via 

endovenosa é capaz de inibir a lesão gástrica por indometacina, através da 



inibição da infiltração de neutrófilos por uma diminuição da adesão de leucócitos 

ao endotélio e por um aumento na concentração de GSH no tecido gástrico. Este 

evento é dependente da abertura de KATP, visto que o pré-tratamento com 

glibenclamida sozinha, mas não  com glibenclamida associada com diazóxido, 

reverteu completamente estes eventos. Nossos dados também sugerem que a 

atividade de COX-2 e NOS não estão envolvidas na gastroproteção do LPS. A 

compreensão dos mecanismos pelo qual o LPS aumenta a defesa da mucosa 

gastrointestinal poderá ser um alvo interessante para o desenvolvimento de novas 

terapêuticas citoprotetoras.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.0- CONCLUSÕES 

 

6.1- O Lipopolissacarídeo de E.coli foi capaz de proteger a mucosa gástrica de 

lesões induzidas por indometacina. 

 

6.2- O efeito protetor do LPS contra lesões gástricas induzidas por indometacina é 

em parte dependente da inibição da infiltração de neutrófilos para o sítio 

inflamado. Provavelmente, este efeito deve-se a uma diminuição na adesão 

leucocitária e aumentando no rolling dos leucócitos nas vênulas mesentéricas pós-

capilares induzidos por indometacina.   

 

6.3- LPS foi capaz de reverter o efeito da indometacina (gastropatia), aumentando 

de forma significativa à concentração de glutationa na mucosa gástrica. 

 

6.5- O uso de um inibidor seletivo para COX-2 (Rofecoxib) não foi capaz de 

reverter o efeito protetor do LPS, sugerindo dessa forma, que o mecanismo de 

ação do LPS na proteção da mucosa gástrica a lesões induzidas por indometacina 

é independente da via da COX-2. 

 

6.6- O uso de um inibidor seletivo e não seletivos para NOS, L-NAME e 

aminoguanidina, não foram capazes de reverter o efeito protetor do LPS, 

sugerindo dessa forma, que o mecanismo de ação do LPS na proteção da mucosa 

gástrica a lesões induzidas por indometacina é independente da via do NO. 



 

6.7- O uso de um glicocorticóide, dexametasona, não foi capaz de reverter o efeito 

gastroprotetor do LPS. 

 

6.7- O efeito protetor dos LPS na lesão gástrica induzida por indometacina foi 

mediado, em parte, pela ativação dos canais de KATP. Pois, a glibenclamida 

reverteu o efeito protetor do LPS e a associação da glibenclamida mais diazóxido 

restaurou o efeito gastroprotetor do LPS. 
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