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RESUMO.
INTRODUCAO: O papel do LPS na defesa da mucosa gastrica ainda ndo esta

estabelecido. OBJETIVOS: 1-Verificar o efeito protetor do LPS na lesdo gastrica
(LG), na infiltragcdo de neutrdéfilos (IN), no aumento da adesdo leucocitaria, na
diminuicdo dos niveis de GSH induzidos por indometacina (INDO) em ratos; 2-
Investigar o papel da COX-2, NOSi e dos canais de K sensiveis ao ATP (KATP)
na gastroprotecdo do LPS na gastropatia por INDO. METODOS: Os ratos foram
tratados com LPS da E. coli (30, 100 ou 300 pg/Kg, e.v.). Apos 6 hs, foi
administrado INDO (20mg/Kg, p.o.). Decorridas 3 hs, o sangue foi colhido para
determinacao do leucograma. Posteriormente, os ratos foram sacrificados e a LG
foi aferida. Fragmentos do estdmago foram retirados para avaliagdo da atividade
de mieloperoxidase (MPQO) e determinagdo dos niveis de glutationa (GSH). A
adesédo e o rolling dos leucdcitos foram avaliados por microscopia intravital.
Diferentes grupos foram tratados com rofecoxib, L-NAME, aminoguanidina,
dexametasona, glibenclamida, diazéxido ou glibenclamida + diazoxido. Apos 3
horas da administragcao 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 maximo na dose de 300 pg/Kg e no
tempo de 6 hs. O pré-tratamento com LPS induziu uma neutrofilia na gastropatia
induzida pela INDO. LPS reverteu a queda dos niveis de GSH no estdbmago com
INDO. O tratamento com LPS diminui a adesdo e aumentou o rolling dos
leucdcitos quando comparado com o tratado com INDO. Rofecoxib, L-NAME,
aminoguanidina ou dexametasona nao reverteram o efeito protetor do LPS.
Glibenclamida, mas nao diazéxido, reverteu o efeito protetor do LPS na
gastropatia induzida por INDO, aumentando de forma significativa a LG, MPO e
diminuindo a GSH. A associacao de glibenclamida com diazdxido nao reverteu o
efeito protetor do LPS. CONCLUSOES: LPS protege contra a LG por INDO,
através da inibicdo da IN por uma diminuicdo da adesao de leucocitos ao
endotélio e por um aumento dos niveis de GSH no estdmago. Este evento
dependente da abertura de KATP. Nossos dados também sugerem que a

atividade de COX-2 e NOSi nao estao 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 ATP-sensitive
k channels (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 ug/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- Introducgao

Com o incremento da industrial farmacéutica, nas ultimas seis décadas, os
medicamentos passaram a ocupar, de forma crescente, lugar de destaque como
alternativa para a cura das doencgas e alivio dos sintomas. Por isso, os produtos
farmacéuticos passaram a sofrer um uso indiscriminado e irracional. Esse uso
indiscriminado, obviamente, termina por acarretar consequéncias negativas
importantes nos individuos traduzidos, particularmente, pelo aumento de efeitos

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

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) s&do os medicamentos mais
prescritos no mundo, sendo a toxicidade gastrintestinal a maior limitagdo para o
seu uso. Em todo o mundo, mais de 75 milhdes de prescrigbes de
antiinflamatorios nao-esteroidais - AINEs sao emitidas ao ano. Nos Estados
Unidos, Tylenol®, Advil® e Aspirina® sdo muito consumidas. Entretanto, o uso
indiscriminado desses medicamentos levou a uma série de complicagdes. O
resultado disso € que mais de 100 mil pessoas sao 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 ndo se tém dados muito precisos, mas sabe-se que o0s
antiinflamatoérios também estdo entre as drogas mais consumidas e sem
prescricdo medica, pela populagdo. Além daquelas drogas citadas anteriormente,

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



por exemplo, os AINEs derivados da acido idolacéticos. Quando prescritas por
médicos, com paciente acompanhado e monitorado, sdo altamente resolutivas,
Por outro lado, quando tomados de forma indiscriminada aumentam
significativamente o risco de complicagdes gastrointestinais graves entre os
usuarios. Esses fatores de risco incluem antecedentes pessoais de complicacdes
TGl graves associadas a ulcera induzida por AINE, uso concomitante de
anticoagulante, idade avancada e uso de multiplos e diferentes AINEs em altas
doses. No entanto, os sintomas, ou a falta deles, ndo s&o bons sinais de eventos
gastrointestinais graves. De fato, 30% a 40% dos pacientes com ulceras induzidas
por AINEs sdo assintomaticos e, entre aqueles que desenvolvem hemorragia
digestiva, até 60% o fazem silenciosamente, em contraste com os 25% de
hemorragias assintomaticas observadas nos ndo-usuarios de antiinflamatorios
(COELHO, 1998).

Tem sido sugerido ainda que a maioria dos pacientes usuarios de AINEs
nao desenvolvem lesao gastrintestinal, pois a sua mucosa gastrica seria capaz de
se adaptar criando resisténcia a agressoes pelos AINEs. A falha deste mecanismo
de adaptacao seria a chave para o entendimento do desenvolvimento de lesdes
gastricas por AINEs em pacientes susceptiveis (OLIVERO & GRAHAM, 1992).
Através de um fendmeno de adaptacdo, inumeros produtos quimicos podem
induzir uma protegdo da mucosa gastrica a lesdo por AINEs ou por etanol
(PESKAR et al., 2002). Tem sido descrito que o envolvimento de varias 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 sensiveis ao ATP



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

fendbmeno de adaptacao.

1.1- Lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo (LPS) presente na parede das bactérias Gram
negativas esta envolvido no desencadeamento da maioria dos fendmenos
fisiopatoldgicos envolvidos na infecgéo por estas bactérias.

Nas bactérias Gram-negativas, a parede celular € composta por uma
camada de peptidioglicano e trés outros componentes que a envolvem
externamente; lipoproteina, membrana externa e lipopolissacarideo. O
peptidioglicano, responsavel pela forma das células e protecdo do citoplasma
frente as diferencas de pressdo osmoética entre os meios externo e interno,
confere rigidez ao corpo bacteriano (BURNETT & SCHUSTER, 1974). A
lipoproteina esta ligada de modo covalente ao peptidioglicano e ndo covalente a
membrana externa; sua funcido é estabilizar a membrana externa e ancora-la a
camada de peptidioglicano. A membrana externa € uma dupla camada, contendo
fosfolipideos e proteinas e apresentando, em sua camada externa, o
lipopolissacarideo. Quimicamente, a endotoxina das bactérias gram-negativas é
um lipopolissacarideo (LPS), que tem na sua por¢ao mais interna um lipideo A,
seguido do core e, na regido externa, o antigeno O, composto por cadeias

repetidas de oligossacarideos. O lipideo A é a porgcao responsavel pela toxicidade



da molécula e é antigenicamente conservado entre as bactérias gram-negativas
patogénicas (BURNETT & SCHUSTER, 1974).

O lipopolissacarideo (LPS) € o maior fator de viruléncia, determinando
efeitos biolégicos que resultam na amplificacdo das reagdes inflamatdrias. Esta
endotoxina € um antigeno fraco nao especifico que nao é facilmente neutralizado
por anticorpos, sendo capaz de ativar a cascata do complemento. A ativacédo do
complemento envolve a formagao de cininas, outros importantes mediadores da
inflamacdo. Também ativa: plaquetas, mastdcitos, basofilos e células endoteliais.
O LPS induz os macrofagos a secretarem as interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator
de necrose tumoral (TNF-a), 6xido nitrico, interferons, fator ativador de plaquetas
(PAF) e prostaglandinas (BURNETT & SCHUSTER, 1974; NISENGARD &

NEWMAN, 1994).

1.2- INFLAMACAO

A inflamacgao constitui o principal mecanismo de defesa do organismo as
alteragbes do meio. Constantemente, a superficie da mucosa do trato
gastrintestinal é exposta a estimulos lesivos como drogas, toxinas bacterianas,
proteinas heterélogas e suco gastrico. Estes estimulos lesivos determinam o
aparecimento de uma reacao inflamatdria coordenada por varios mediadores
liberados por células do epitélio e da lamina prépria, tendo como consequéncia
final o desenvolvimento de lesdes na mucosa e o aparecimento de doencas como,

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



Por ser um mecanismo de defesa natural do organismo a qualquer
agressao eventualmente sofrida, sua intensidade mostra-se diretamente
proporcional ao tamanho do trauma sofrido. A resposta inflamatéria costuma ser
dividida em trés fases: a inflamacado aguda, a resposta imune e a inflamacao
cronica (KATZUNG, 1998). Segundo Wanmacher e Ferreira (1995), a inflamagao
aguda refere-se a resposta inicial a lesdo tecidual; € mediada pela liberagéo de
autacoides e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta imune
(WANMACHER & FERREIRA, 1998). A resposta imune surge quando as células
imunes sao ativadas e liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica.
A inflamagdo cronica (quadro proliferativo) caracteriza-se pela duragao
prolongada, sendo que ocorrem simultaneamente a inflamagao ativa, a destruigéo
tecidual e as tentativas de cicatrizagdo. Cortes histolégicos demonstram uma
infiltracdo de células, principalmente macrofagos, linfocitos e plasmacitos;
destruicado tecidual; e reposicao do tecido conjuntivo da lesdo por um processo
envolvendo angiogénese e fibrose (ALLE & ALLE-FILHO, 1992).

A resposta inflamatdria celular € um mecanismo pelo qual o organismo se
defende contra infecgdes e repara danos teciduais. Porém, se a inflamagao
persistir, esta se torna patolégica e causa danos ao hospedeiro. A resposta
inflamatoria pode ser gerada a partir de células como os neutrdfilos, eosindfilos,
basdfilos, macrofagos, plaquetas e endotélio e também proteinas circulantes que
em sua maioria sdo componentes da coagulagao, da fibrindlise e das vias da

cinase.



Para que se possa ativar rapidamente a resposta inflamatéria celular e
proteger o organismo dos medidores inflamatérios celulares estes sao pré-
formados e estocados. As células participantes da resposta inflamatéria podem
ser categorizadas em: circulantes de vida curta (neutrdfilos, eosindfilos e
basdfilos) e néao-circulantes de vida longa (macrofagos e mastocitos). Os
neutréfilos e macrofagos tém como fungdo primaria a fagocitose. Essas células
funcionam como uma barreira entre o ambiente e o hospedeiro caso uma particula
ou organismo tente adentrar nele (Weiss, 1989). Os mastdcitos e baséfilos tém
como funcgdo principal a secre¢cdo de mediadores inflamatorios. Essas células
contém além dos mediadores, que aumentam a permeabilidade celular, fatores
quimiotaticos que sao responsaveis por recrutar outras células inflamatérias.

Castilho e colaboradores afirmaram que a lesdo celular associada a
inflamacdo atua sobre as membranas celulares, provocando a liberacido de
enzimas lisossbmicas pelos leucécitos. Depois, ocorre liberacdo de acido
araquidénico, a partir de compostos precursores, e varios eicosanoides sao
sintetizados (CASTILHO et al., 1998). De acordo com Schutz e colaboradores, as
prostaglandinas exercem uma variedade de efeitos sobre os vasos sanguineos, as

terminacgdes nervosas e as células envolvidas na inflamagao (SCHUTZ, 1997).

1.3- LESAO GASTRICA POR ANTIINFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDAIS
(AINES)

AINEs sdo hoje considerados como uma causa estabelecida de ulcera
péptica, podendo ocorrer apoés administracdo oral ou sistémica das drogas e com

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



AINEs promovem lesao gastroduodenal por dois mecanismos independentes, ou
seja, diretamente por efeito toxico direto, em nivel epitelial, sobre os mecanismos
de defesa da mucosa gastroduodenal, resultando em aumento da permeabilidade
celular, inibicdo do transporte idnico e da fosforilagdo oxidativa, e, sistemicamente,
enfraguecendo os mecanismos de defesa através da inibicdo da cicloxigenase,
enzima chave na sintese das prostaglandinas (WALLACE, 2000). Desta forma,
AINEs causam uma redugdo significativa nos teores de prostaglandinas das
mucosas. Sabe-se que as prostaglandinas, especificamente a PGl, e PGE,,
protegem a mucosa gastrica através de seus efeitos estimulantes sobre a
producdo de muco e secrecdao de bicarbonato, enquanto aumentam o fluxo
sanguineo mucoso e reduzem turnover celular (WALLACE, 2000).

As PGs constituem uma familia de acidos carboxilicos de cadeia linear, um
anel ciclopentanico e graus variaveis de insaturacdo. Todas as PGs séo
produzidas a partir dos acidos graxos livres: eicosatriendico, araquidénico e
eicosapentanodico. A formacao das PGs inicia-se com a ativacao da fosfolipase A2
que pode ser provocada por estimulos fisioldgicos (angiotensina, bradicinina,
noradrenalina) ou por estimulos patolégicos (lesao tissular). Apds sofrer ativagao,
a fosfolipase A2 cliva o acido araquidénico 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 metabolizacao diferentes tipos de
leucotrienos e a via da ciclooxigenase tem como produtos finais de metabolizagao
as PGs. Por outro lado, a via do lysil PAF leva a produgdo de plaquetas

(WALLACE, 1997).



No inicio da década de 1990, foi estabelecida a presenca 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 fungdo, pesos moleculares
semelhantes e similaridade na sequéncia de aminoacidos, estas isoenzimas sao
codificadas por genes diferentes e apresentam modelos de expressao também
diferentes (HALTER et al., 2001). A COX-1, também chamada de constitutiva esta
presente em grande quantidade na maioria dos tecidos e de fundamental
importancia na protecdo da mucosa gastrica, enquanto a COX-2, chamada de
indutiva, aparece em quantidades baixas sob condicbes basais, mas sua
expressao € induzida por estimulos inflamatérios como fatores de crescimento
(FC), citocinas e injuria tissular (XIE et al., 1991; WALLACE, 1997).

Em situagdes de dano tecidual, transformag¢des malignas ou inflamatérias, a
COX-2 tem sua expressao aumentada por substancias como mitdégenos, citocinas
e endotoxinas. Isto tem permitido propor que a COX-1 esta relacionada com
efeitos fisioldgicos, responsaveis pela homeostase corporal, enquanto a COX-2
esta relacionada com efeitos patolégicos como a inflamacao (VANE & BOTTING,
1995).

A organizacdo mundial da saude classifica os AINEs seletivos para COX2
em dois grupos. O primeiro € chamado de grupo dos coxibs representados pelo
rofecoxib, celecoxib entre outros (SCOTT & LAMB, 1999). O segundo grupo é
formado por AINEs utilizados ha certo tempo e, apds 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 acao seletiva
para isoenzima indutiva. Uma vez determinado a seletividade destes
medicamentos, tém sido realizados estudos tanto em animais quanto em seres
humanos com o objetivo de se verificar a agdo protetora destes medicamentos
sobre a mucosa gastrica (CHAN et al., 1995, CHAN et al., 1999, SIMON, 1999).
Embora alguns estudos agudos e crénicos envolvendo essas drogas
demonstrarem uma certa habilidade destes medicamentos em nao alterar a
sintese de PG no estébmago, reduzir a incidéncia de lesdo sobre a mucosa do TGl
e diminuir a anemia originada por sangramento gastrico, ndo ha estudos
epidemiologicos 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 estdo relacionados ao
aumento de incidéncia de eventos cardiacos. Os resultados obtidos demonstraram
maior risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares tromboticos com o
uso do rofecoxib, incluindo infarto do miocardio, angina instavel, trombos
cardiacos, morte subita, ataques isquémicos e ataques isquémicos transitorios
(Mukherjee et al., 2001).

Em estudos agudos em humanos, Hawkey (2001) demonstrou que o
rofecoxib, quando utilizado em doses supraterapéuticas (250 mg/dia), ndo diminui
a sintese de PGs quando comparado com o placebo. Por outro lado, houve
redugcdo 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 clinicos no TGl



(dispepsia, dor abdominal e desconforto epigastrico) quando comparado com o
naproxeno. Seus efeitos protetores da mucosa gastrica foram maiores quando
analisados sintomas de complicagdes no TGl (ulceragbes, obstrucdes e
perfuragcdes) e sangramentos, os quais foram reduzidos em 57% e 62 %,

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

Apesar de alguns estudos demonstrarem a baixa incidéncia de efeitos
lesivos sobre a mucosa gastrica de humanos induzidos por inibidores seletivos
para COX-2, estudos realizados em ratos tém demonstrado que a COX-2
desempenha um papel importante na protegdo da mucosa gastrica. Brzozowski e
colaboradores demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 pioraram a lesao
gastrica por isquemia reperfusdao (BRZOZOWSKI et al., 1999). Wallace e
colaboradores mostraram que um inibidor seletivo da COX-1 (SC-560) reduziu o
fluxo sanguineo na mucosa gastrica, sem alterar a adesdo de leucécitos nas
vénulas mesentéricas ou causar lesbdes gastricas. Por outro lado, um inibidor
seletivo da COX-2 (celecoxib) causou um aumento da adesao de leucdcitos nas
vénulas mesentéricas, sem alterar fluxo sanguineo na mucosa gastrica ou causar
lesdes gastricas. Somente com a administracdo concomitante de inibidores
seletivos para COX-1 e COX-2 foi possivel desencadear lesbes gastricas
(WALLACE et al., 2000). Ademais, Konturek e colaboradores demonstraram que
durante a adaptacdo da mucosa gastrica a aspirina ocorre um aumento da
expressdo de COX-2, num mecanismo compensatério (KONTUREK et al., 1998).
Foi observado que camundongos Knockout para COX1 desenvolve erosdes

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



mecanismos além da inibicido da sintese de PGs, podem estar envolvidos nesse
fendbmeno (LANGENBACH, 1995). Recentemente, Miyake e colaboradores
observaram que no curso de uma reagao inflamatéria gastrica ocorreu um
aumento da expressao de COX-2 e uma adaptacao da mucosa a lesao por etanol
(MIYAKE et al., 2002). Souza e colaboradores demonstraram que o efeito protetor
da gastrite por iodocetamina em ratos € inibido pelo rofecoxib (SOUZA et al.,

2003).

1.4- FISIOPATOLOGIA DA LESAO POR AINES

Apesar do principal mecanismo envolvido na toxicidade gastrica dos AINEs
ser a capacidade destas drogas em inibirem a sintese de prostaglandinas, via
inibicdo da ciclooxigenase, nas ultimas décadas houve um grande acumulo de
conhecimentos a cerca dos mecanismos e mediadores inflamatérios envolvidos
lesdo gastrintestinal associada ao uso de AINEs.

Ha varios anos, ja se conhecia a capacidade dos AINEs em reduzir o fluxo
sanguineo na mucosa gastrica (KITAHORA et al., 1987; GANA et al., 1986).
Entretanto, o conhecimento da existéncia da lesdo no endotélio vascular
decorrente da administracdo dos AINEs é relativamente recente. Este tipo de
lesdo é semelhante a lesdo gastrica observada em modelos de isquemia e
reperfusdo, onde neutrofilos tem um papel importante (WALLACE, 1997). Em
1993, Wallace e colaboradores desenvolveram os primeiros trabalhos
demonstrando o papel dos neutréfilos na génese da lesdo gastrintestinal por

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



antiinflamatodrios nado esteroidais mais potentes, foi capaz de desencadear um
aumento no numero de neutréfilos aderidos ao endotélio na microcirculagao
gastrica e mesentérica em ratos e que a neutropenia induzida por metotrexate ou
pelo soro anti-neutrofilico inibiram a lesao gastrica induzida por AINEs (WALLACE
et al.,, 1990). Em 1991, o mesmo grupo mostrou que o uso de anticorpos
monoclonais contra a subunidade B do complexo de proteinas de adesao
CD11/CD18 inibiu a lesdo causado por AINEs (WALLACE et al.,, 1991).
Consistentes com esses dados foram os resultados de varios estudos que
examinaram o mecanismo molecular que levaria ao aumento da adesao dos
neutrofilos ao endotélio induzidas pelos AINEs. Assim, a expressao de proteinas
de adesao 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 lesdo gastrica menor do que 0s animais nao
deficientes, demonstrando a importancia da expressdo destas proteinas de
adesao na génese da lesao gastrica por AINEs (MORISE et al., 1999).

Acredita-se que o TNF—a seja um outro mediador importante na gastropatia
induzida por AINEs. Foi demonstrado que a inibicdo da sintese de prostaglandinas
por AINEs é capaz de aumentar a producdo de TNF—-a (UTSUNOMIYA et al.,
1994; MARTICH et al., 1991; GONCALVES DE MORAES et al., 1996). Santucci e
colaboradores demonstraram que drogas que diminuem a producdo de TNF—a
protegem a mucosa gastrica e previnem a infiltracdo de neutrdfilos induzidas pela

administracao de indometacina e substancias que aumentam a producédo de TNF-



a provocam o aumento tanto da lesdo gastrica quanto da infiltragdo de neutréfilos
induzidos pela indometacina (SANTUCCI et al., 1995). Demonstrando que apesar
do TNF—a ter um papel fundamental na génese da lesdo por AINEs parece nao
ser secundario a uma inibicdo na adesdo dos leucdécitos ao endotélio
(APPLEYARD et al., 1996). Recentemente, Souza e colaboradores
demonstraram em um modelo de lesdo gastrica por indometacina em
camundongos que o tratamento com fucoidina reduziu a lesdo gastrica e a
infiltracdo de neutrdfilos induzidos por indometacina (SOUZA et al., 2004).

Com base nos conhecimentos produzidos, Wallace, propés um esquema
para representar os eventos envolvidos na fisiopatologia da lesdo gastrica

induzida por AINEs (figura 1).



Lesao Gastrica por AINEs

Produgio de mediadores inflamatorios (diminui¢ao de PGs e aumento
de TNF-a)

Aumento de proteinas de adesdo (ICAM-1, CD 11/CD
18)

Aumento da adesdo dos neutréfilos ao endotélio

Diminui¢éo do fluxo Liberagdo de oxiradicais e proteases
sangiiineo

LESAO
GASTRICA

Figura 1 — Esquema representativo dos varios componentes envolvidos na
fisiopatologia da leséo gastrica por AINEs (WALLACE, 1997).

1.5- INDOMETACINA

A indometacina € um antiinflamatério ndo esteroidal derivado do acido
indolacético. Inibe a atividade da enzima ciclooxigenase para diminuir a formagéao
de precursores de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquiddnico e
inibe, também, a motilidade dos leucdcitos polimorfonucleares (FOWLIE et al.,

1996). Embora muitos de seus efeitos terapéuticos e adversos sejam provocados



pela inibicdo das sinteses de prostaglandinas em diferentes tecidos, outras agdes

contribuem de forma significativa aos efeitos terapéuticos do medicamento.

A indometacina tem propriedades analgésicas - antipirética e
antiinflamatéria semelhante aos salicilatos. Possui propriedades analgésicas
independentes dos seus efeitos antiinflamatérios. E indicada na fase ativa da
artrite  reumatoide, osteoartrite, espondilite anquilosante, alteragdes musculo
esqueléticas (bursite, tendinite), processos inflamatérios posteriores a

intervengdes ortopédicas (SATOH et al., 1981).

1.6- LPS E A LESAO GASTRICA POR AINEs

O efeito do LPS na defesa da mucosa gastrica nao esta definido. Por um lado a
administracdo aguda de LPS pode induzir lesdo na mucosa do trato
gastrintestinal, por outro a administracdo de altas doses de maneira cronica
protegeria a mucosa gastrica a lesdo por etanol. Em relagcéo ao efeito do LPS
na defesa da mucosa gastrica, foi estabelecido inicialmente que a
administracdo de LPS agudamente levaria a lesdo 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 secregao de pepsina e acido gastrico e reduziram significativamente
as lesdes gastricas induzidas por etanol. Por outro lado, quando aplicado em

altas doses, o LPS provocou hipotenséo e falha na protegéo a lesdo gastrica



induzida por etanol (KONTUREK et al., 1998). Ferraz e colaboradores
descreveram que a administracdo de altas concentracées de LPS foi capaz de
induzir a expressao de COX-2 e NOS induzida na mucosa gastrica e proteger a
lesdo gastrica por etanol. Entretanto, Castaneda e colaboradores
demonstraram que LPS de forma dose dependente desencadeou um aumento
das lesbes gastricas induzidas por etanol (CASTANEDA et al., 1999). Assim,
pode-se concluir que permanece nao totalmente definido um papel do LPS na

protecao da leséo gastrica.

1.7- OXISO NITRICO, LPS E A LESAO GASTRICA POR AINEs

Recentemente, a descoberta do 6xido nitrico (NO) tem chamado a atengao
pela participacdo do mesmo na sinalizacdo de iniumeros processos fisiologicos e
patolégicos. O éxido nitrico € um gas ndo carregado e tem sido demonstrado estar
envolvido em processo fisiologicos com relaxamento de musculo liso,
neurotransmissao, agregacao plaquetaria e mecanismo de defesa de hospedeiros.
Além disso, NO pode ter uma fungdo na patologia de varias doengas inflamatérias
como artrite, miocardite, colites, nefrites e outras condigdes patolégicas como
cancer, diabetes e doengas 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 gas, o 6xido nitrico (NO). Palmer e
colaboradores sugeriram que EDRF e 6xido nitrico eram equivalente na atividade
bioldgica, estabilidade quimica e susceptibilidade a inibidores e que ambos tinham
sua acgao inibida pela hemoglobina e potencializada por superdoxido dismutase
(PALMER et al., 1987). Nesse mesmo ano, foi demonstrado que as células
endoteliais produziam oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina (KUO &
SCHROEDER, 1995).

Nas células do endotélio vascular, na presenga de oxigénio molecular, o
terminal guanidino nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, NO, e
L-citrulina em um processo catalisado pela enzima o6xido nitrico sintase (KUO &
SCHROEDER, 1995). O NO atravessa o espag¢o do endotélio para o musculo liso
vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase soluvel e a
consequente formacao de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular,
resultando no relaxamento das células da musculatura lisa vascular. A interagao
do NO com a guanilil ciclase soluvel ou os produtos de sua reagao com oxigénio
molecular e radicais superoxidos podem modificar diferentes macromoléculas
como proteinas, lipidios e acidos nucléicos para produzir tanto efeitos
fisiolégicos como patolégicos (CONGER, 1994).

O NO tem alta afinidade com o grupo heme, encontrado em proteinas
intracelulares como, por exemplo, 6xido nitrico sintase, ciclooxigenase e guanilato

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



um gas incolor e estavel, moderadamente soluvel em agua e sua meia-vida varia
de 3 a 60 segundos (PALMER et al., 1987, DAVIES et al., 1995).

Trés isoformas de NOS sao descritas, sendo uma NOS induzida (iNOS) e
duas NOS constitutivas (eNOS e nNOS) (WONG et al., 1996).

A isoforma | ou oxido nitrico-sintase neuronal (nNNOS) é uma NOS
constitutiva, presente em neurdnios, células epiteliais, SNC e SNP, sistema
NANC, macula densa do rim, medula adrenal, musculo esquelético, 6rgao sexual
masculino, células B pancreatica e outros. E calcio-calmodulina dependente e
regula a transmissdo sinaptica no SNC; atua na regulagdo central da presséao
sanguinea, no relaxamento do musculo liso e na vasodilatagdo via nervos
periféricos. A isoforma Il ou 6xido nitrico-sintase induzida (iINOS) é uma NOS
induzida por citocinas e lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa
vascular. N&o é regulada por calcio. Produz grande quantidade de NO que tem
efeito citostatico por inibicdo de enzimas contendo ferro, também causando
fragmentacao de DNA. Atua em parasitas e células tumorais. A isoforma Ill ou
oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) € uma NOS constitutiva e produz NO
em endotélio vascular sob condi¢cbdes basais. O NO liberado no lumem vascular é
um potente inibidor de adesdo e agregacao plaquetaria na parede vascular e
também inibe a adesao de leucdcitos ao endotélio vascular, inibe a sintese de
DNA, mitogénese e a proliferacdo de células da musculatura lisa vascular e,
também é responsavel pela regulacdo da pressdo sanguinea e contratilidade do

musculo cardiaco (FORSTERMANN et al., 1994).



O oxido nitrico pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do meio
em que ele esta e é rapidamente destruido pelo oxigénio, sendo que sua oxidagao
produz nitrito e nitrato (KIECHLE et al., 1993).

O NO modula reagdes inflamatérias ou antiinflamatérias, dependendo do
tipo celular e do estimulo (ADAMS et al., 1996) e participa de varios fendbmenos,
como vasodilatacdo dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por
macrofagos, inibicdo da ativagdo, adesdo e agregacao plaquetaria, relaxamento
do corpo cavernoso peniano humano e regulagdo da pressao sanguinea basal
(KIECHLE et al., 1993).

A NOS induzida ndo é detectavel em condi¢gdes basais. LPS ou outras
endotoxinas bacterianas, junto com citocinas, como TNF-a, IL-1B ou interferons,
induzem a sintese de INOS, de 2 a 4 horas apds a exposi¢cao ao agente. A
inducao de iINOS pode ser suprimida por IL-4, IL-10, IL-8 e por glicocorticéides,
que inibem a indugao, mas ndo a atividade das enzimas ja induzidas (DAVIES et
al., 1995).

A expressdao da iINOS é o resultado de uma resposta inflamatoria
localizada ou difusa resultante de uma infeccdo ou dano tecidual. Assim,
onde a resposta inflamatoria é parte de uma resposta adaptativa (infecgdo ou
sepse), a expressao de iNOS é benéfica; quando a expressao da iNOS é parte da
inflamacdo anormal (ndo adaptativa), a expressao de iINOS pode ser nociva
(doenca autoimune) (DAVIES et al., 1995).

O oxido nitrico tem propriedades citoprotetoras no trato gastrintestinal

(PALMER et al., 1988). Em relacdo a mucosa gastrintestinal, recentemente numa



revisdo, Wallace propds que o NO seria um importante mediador na defesa da
mucosa do trato gastrintestinal (TGI), mas paradoxalmente, em varias situagoes,
poderia contribui para a lesdo da mucosa. A presenca de NO em baixas
concentracdes esta associado aos efeitos benéficos no TGIl, como o aumento na
secrecao de muco protetor, manutencao da barreira epitelial e da microcirculacao
e estimulacdo da reparacdo da mucosa. Por outro lado, o NO em altas
concentragdes, pode induzir a formagao de radicais derivados do nitrogénio, que
séo toxicos para varias linhagem celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000). Os
inibidores da sintese de O6xido nitrico acentuam os danos a mucosa gastrica
produzida pela indometacina e por outras AINEs, por reduzir o fluxo sanguineo na
mucosa e restaurar a migragao de neutrofilos para o foco inflamatério ( TAVARES-
MURTA et al., 1998). Por outro lado, uma outra classe de AINEs, os NO-AINEs (
Ex: nitrofenac), aceleram a cicatrizagdo de lesdes gastricas induzidas por acido
acético e diclofenaco e ndo produzem danos gastrointestinal (ELLIOTT et al.,
1995). Souza e colaboradores demonstraram que em camundongos deficientes
para iNOS nao desenvolveram lesao gastrica por AINEs (Souza et al. 2004).

O efeito do LPS na mucosa gastrointestinal pode se caracterizar por
algumas divergéncias na funcado biolégica do Oxido nitrico. Salvemini e
colaboradores demonstraram que o LPS administrado por via endovenosa produz
danos na mucosa do TGl visiveis dentro de trés horas apds a administracao, e
que os inibidores de NO (L-NAME e L-NIL) aumentaram a gravidade das lesdes
enquanto que o uso de doadores do NO nao reduziram estes danos. Mas 6 horas

apo6s a administragcao de LPS, quando a expressao dos iNOS estava aumentada o



tratamento com os inibidores de NO preveniu o aumento dos danos na mucosa do
TGl (SALVEMINI et al., 1996). Recentemente, Konturek e colaboradores
realizaram um estudo comparativo dos efeitos da administragcdo de LP em ratos
contra lesbes gastricas 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 nao 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 lesbes gastricas
induzidas por etanol, sendo este efeito similar ao observado pela administracéo de
doadores de 6xido nitrico. Entretanto, a protecao induzida por LPS foi abolida com
0 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 lesdes gastricas induzidas pelo etanol,
através do aumentou o fluxo sanguineo pela liberacdo de NO na mucosa gastrica.
A supressao 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 producdo 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
lipopolisacarideos purificados de H. pylori e H. felis aumentaram as secregdes
acidas das glandulas gastricas, contribuindo para o desenvolvimento de lesdes
gastricas em camundongos (PADOL et al., 2001). Ademais, Lamarque e

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



expressao 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 lesbes gastricas, através da
diminuicdo do fluxo sanguineo na mucosa e aumentou expressao da NOS
induzida na mucosa gastrica. A administracdo de aminoguanidina, um inibidor
relativamente seletivo para a NOS induzida, desencadeou uma diminuicdo da
lesdo gastrica e um aumento do fluxo sanguineo na mucosa induzidos pelo LPS.
Assim, acreditamos que ainda permanece nao definido o papel da NOS induzida

no mecanismo de prote¢cao do LPS a lesao gastrica por AINEs.

1.8- CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (CANAIS de KATP), LPSE A

LESAO GASTRICA POR AINEs

Os canais de potassio sensiveis ao ATP (canais de KATP) representam a
maior e mais diversificada familia de canais ibnicos do corpo. Foi descoberto
originalmente no coracdo (TERZIC et al.,, 1995) e encontradas mais tarde em
muitos outros tecidos como no pancreas (ASHCROFT et al., 1984, RORSMAN &
TRUBE, 1985), musculo esquelético (SPRUCE et al.,, 1985), musculo liso
(STANDEN et al., 1989) e cérebro (ASHFORD et al., 1988). Apresentam também
uma atividade regulatéria em muitas fungdes celulares tais como secreg¢ao de
hormonios, excitabilidade dos neurbnios e dos musculos e de citoprotegcdo na

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



Os canais de potassio sensiveis ao ATP sao formados por um complexo
tetramérico das subunidades que forma o poro, estando cada subunidade
associada a uma proteina reguladora pertencente a receptores da sulfoniluréia
(SUR1, SUR2a ou SUR2b). Estes sao definidos tendo por base a sua
sensibilidade para o ATP intracelular que inibe a sua atividade. Na maioria das
células excitaveis os canais de potassio sensiveis ao ATP estdao fechados em
condigdes fisiologicas e abertos quando a razao [ATP]/[ADP] esta diminuida. A
dissociagcdo da ATP causa a sua oclusdo e consequente hiperpolarizacdo da
membrana (SOBEY, 2001).

Tem sido postulado que os canais de potassio estdao envolvidos em uma
variedade de fungdes fisiopatolégicas do estdbmago tais como: regulagéo do fluxo
sanguineo, secregao de acido gastrico e contratilidade do estbmago. Entretanto,
efeito canais de potassio sensiveis ao ATP na modulagcdo dos eventos
gastroprotetores nao foram ainda completamente investigado.

Trabalhos recentes estudando os efeitos do diazéxido, ativador dos canais
de potassio sensiveis ao ATP, e da glibenclamida, bloqueador dos canais de
potassio sensiveis ao ATP, demonstraram que o diazéxido inibiu as lesdes na
mucosa gastrica induzidas por etanol enquanto que a glibenclamida aumentou as
lesdes gastricas induzidas por etanol (TOROUDI et al.,, 1999). O efeito lesivo
direto da indometacina na mucosa gastrica de rato pode ser agravado pelo uso de
bloqueadores de canais de potassio sensiveis ao ATP, como a glibenclamida.
Entretanto, esse efeito pode ser inibido com o uso de ativadores desses canais,

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



demonstraram que a gastroprotegédo por varios agentes, incluindo etanol 20%, é
inibido ndo somente pelo indometacina, mas também pela glibenclamida. Estes
dados sugerem que o mecanismo da agdo da PGs enddgenos e exdgenas
envolve a ativagcdo dos canais de potassio sensivel ao ATP (PESKAR et al.,
2002). Um outro grupo de pesquisadores mostrou que o diazéxido inibiu também a
lesdo gastrica induzida por indometacina em ratos e a glibenclamida reverteu esta
protecdo (AKAR et al.,, 1999). Estes trabalhos sugerem que a regulagdo da
abertura e fechamento dos canais de potassio sensiveis ao ATP pode ser um
mecanismo de defesa da mucosa gastrica a agressdes externas. Até o momento,
faltam estudos avaliando um possivel papel dos canais de potassio sensiveis ao
ATP na protecao do LPS a lesao gastrica por AINEs.

Dessa forma, o conhecimento da fisiopatologia da lesao gastrica por AINEs,
bem como dos mecanismos envolvidos na defesa da mucosa gastrica como, por
exemplo, a expressdao 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 sensiveis ao ATP (PESKAR et al, 2002), podem contribui para o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento e profilaxia da lesao

gastrintestinal por AINEs.



2.0- OBJETIVOS:

2.1-

2.2-

2.3-

2.4-

2.6-

Reproduzir o modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina em

ratos.

Verificar o possivel efeito protetor do LPS na lesdo gastrica e na

infiltracdo de neutréfilos induzido por indometacina em ratos.

Verificar o efeito protetor do LPS na ades&o leucocitaria em vénulas

mesentéricas pos-capilares de ratos tratados com indometacina.

Avaliar o efeito do LPS na concentragdo de glutationa induzida por

indometacina.

Estudar o efeito do LPS associado ou ndo com a indometacina em

contagem total e diferencial de leucécitos no sangue periférico.

Investigar o papel da COX-2 na protegao do LPS a lesdo gastrica e na

infiltracdo de neutrdéfilos por indometacina em ratos.



2.7-

2.9-

2.10-

Investigar o papel do 6xido nitrico e da NOS induzida na proteg¢do do
LPS a gastropatia e a infiltragdo de neutréfilos por indometacina em

ratos.

Verificar um possivel efeito dos canais de K sensiveis ao ATP na
protecdo do LPS a lesdo gastrica e na infiltragdo dos neutrdfilos

induzida por indometacina em ratos.

Investigar a participagdo da glibenclamida e do diazéxido no efeito
protetor do LPS avaliando a infiltragdo leucocitaria presente no sangue

periférico de ratos tratados com indometacina.

Estudar o efeito de drogas que modulam os canais de K sensiveis ao
ATP, como a glibenclamida e o diazéxido, na concentracdo de
glutationa presente no efeito do LPS em modelo de gastropatia induzida

por indometacina.



3.0- MATERIAIS E METODOS

3.1- ANIMAIS.

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 200 - 280 gramas,
provenientes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os animais foram mantidos com agua e alimentacao ad libitum no
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara. Dezoito a vinte e quatro horas antes, em todos
0s experimentos, os animais foram colocados em jejum, mas com livre acesso a
agua. Todos os tratamentos e procedimentos cirurgicos realizados foram
aprovados no Comité de Etica em pesquisa animal da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal do Ceara.

3.2 - APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS.

- Alicate para deslocamento cervical

- Balanga Analitica Ohaus AS2600

- Balancga Analitica Marte AL200

- Camara de Neubauer (0,100/0,0025mm?2)

- Capela de fluxo laminar Vico Biosafe Plus Classe Il tipo A
- Centrifuga Eppendorf 5804R

- ELISA ELX 800 - Biotek



- Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys

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

- Lupa Cirargica Ramsor

- Material cirargico

- Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N

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

- Microscopio Optico binoclar Nikon Alphaphot 2 VS2

- Micrétomo Olympus

- Paquimetro Digital Mitotoyo

- Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

- Seringas (B-D Plastipak)

3.3 — DROGAS.

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

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

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

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

e) Indometacina (Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda), diluida em tampao
Tris com pH de 8,0.

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

diluido em 0,9% NaCl estéril.



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

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

3.4- CORANTES.

Corante de Turk

Acido acético glacial (Synth)

20,0 mL

Violeta de genciana

Agua destilada

2,0 mL

1,0L

Corante rapido HEMA 3
Eosina (Merck)

Hematoxilina (Reagen)

3.5 - SOLUGOES.

Solugéo salina:

Cloreto de sodio a 0,9% estéril.

Tampao Tris:

Hidroximetil aminometano ( Tris)

Agua destilada

O pH do tampao foi acertado para 8,0.

6,1q.

500 mL.



- Tampéao de ensaio para a enzima nitrato redutase:
Para 2,5 mL:

NADPH

5 mg (500 pL).

Nitrato redutase 10 U (50 pL).
KH,PO4 (pH 7,5) 1 mL (0,5 M).
Agua deionizada Mili-Q 2,5mL.
Solugao de Greiss:
a) Solucgao 1:
Hs POy 25 mL.
Agua deionizada Mili-Q 50 mL.
b) Solugéo 2:
Sulfanilamida 0,5g.
H3; PO4 5% 25 mL.
c) Solugao 3:
Diamina-di-hidroclorido de naftaleno (NEED) --------------- 0,05¢g
Agua deionizada Mili-Q 25 mL.

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

parte da solugao 1, com uma parte da solugcao 2 e uma parte da solucéo 3 e

uma parte de agua destilada.

- Tampéao fosfato de potassio:



Solugao A 988 mL.

Solucao B 12 mL.

Solugao A:

Agua destilada 1L.

Solugao B:

K2HPO4 (Synth) 8,7 g.

Agua destilada -1 L.

Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

HTAB (Sigma) 54¢.

Tampao fosfato de potassio 1L.

Peréxido de hidrogénio 0,1%

Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) 1 mL.

Agua destilada 29 mL.

Solugéao de o-dianisidina (DDI)

O-dianisidina (Sigma) 16,7 mg.

Tampao fosfato de potassio 10 mL.



H202 50 pL.
Agua destilada 90 mL.
EDTA 0,2 M

EDTA 1,737 g.
H,O destilada 23,3 mL.
EDTA 0,02 M

Solucéo de EDTA 0,2 M 10 mL.
H,O destilada 100 mL.
Tris 0,4 M pH 8,9

Tris 4,84 g.
EDTA 0,2 M 10 mL.
H,O destilada 100 mL.
DTNB 0,01 M

DTNB 13,2 mg.
Metanol 3,33 mL.



3.6- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA

EM RATOS - CURVA DOSE RESPOSTA.

Os animais foram pré-tratados por via endovenosa com LPS em varias
doses (30, 100 e 300 ug/Kg) diluida em salina. Apds 6 horas, a lesdo gastrica foi
induzida pela administragao, por gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluida
em tampao Tris. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (Tris). Trés horas
apo6s a injecao de indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os estdbmagos foram retirados rapidamente e abertos pela grande
curvatura. A avaliagao das lesbes da mucosa gastrica foi feita depois do 6rgao ser
estirado. A mensuragdo das erosdes lineares foi realizada utilizando-se um
paquimetro (figura 2) e uma lupa com aumento de cerca de 3X. O INDICE DE
LESAO (I.L.) foi considerado como a somatdria das extensdes de todas as
erosdes encontradas na mucosa do 6rgao (SANTUCCI et al.,, 1994). Apds a
medida das lesdes, dois fragmentos do corpo gastrico de cada animal foram
retirados. Um fragmento foi pesado e posteriormente congelado a -70° até a
realizacédo do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica descrita por

BRADLEY et al, 1982.



Figura 2- Paquimetro digital utilizado para a medida das extensdes das lesdes.

3.7- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA

EM RATOS - CURVA TEMPO RESPOSTA.

Os animais foram pré-tratados por via endovenosa com LPS (300 ug/Kg) ou
salina. Apos 30 minutos, 6, 24 e 48 horas a lesao gastrica foi induzida pela
administracdo por gavagem, de indometacina na dose 20 mg/Kg, diluida em
tampé&o Tris. O grupo controle recebera apenas o veiculo (Tris). Decorridas 3
horas apds a administracdo de indometacina, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estdmagos foram retirados rapidamente e abertos pela
grande curvatura. A mensuracdo da lesdo da mucosa gastrica foi realizada
conforme descricao na secao anterior. Apos a medida das lesdes, um fragmento
do corpo gastrico de cada animal foi retirado, pesado e posteriormente congelado
a -70° para realizagao do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica

descrita por BRADLEY et al., 1982.



3.8 - LEUCOGRAMA.

As contagens leucocitarias total e diferencial foram feitas de acordo com
método de Souza e Ferreira (1985). Os animais receberam por via endovenosa
LPS (300 nug/Kg) ou salina. Trés horas depois da administragdo, os animais
foram tratados por via oral com Tris ou indometacina (20 mg/Kg). Apds trés
horas, os animais tiveram o sangue colhido através de uma puncgéao cardiaca.
Do sangue colhido, foi obtido um esfregaco em lamina para a realizacéo da
contagem diferencial. As laminas foram coradas com corante rapido HEMA 3 e
a contagem foi realizada em microscépio 6ptico com objetiva de imersao
(aumento de 100x). Foram contadas 200 células e calculadas as percentagens
de polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN). O numero total de PMN e
MN sera calculado multiplicando-se as percentagens pelo numero total de

leucocitos, obtidas na contagem totais.

Para a contagem total, 20 uL de sangue foram diluidos em 380 pL de Turk

(diluigdo 1:20) e o numero de leucdcitos foi contado em camara de Neubauer.

3.9 — DETERMINACAO DO ROLLING E A ADESAO DE NEUTROFILOS NA

MICROCIRCULAGCAO MESENTERICA POR MICROSCOPIA INTRAVITAL.

O rolling e a adesao dos leucocitos foram realizados como descrito
previamente por SECCO et al. (2004). Com o objetivo de verificar se o LPS

interfere na adesao e no rolling leucocitario induzido por indometacina, a técnica



de microscopia intravital foi realizada nas vénulas mesentéricas pos-capilares de
ratos pré-tratados por via endovenosa com LPS na dose 300 ug/Kg diluida em
salina. Apo6s 6 horas, a lesdo gastrica foi induzida pela administragdo, por
gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluida em tampao Tris. O grupo controle
recebeu apenas o veiculo (Tris). Inicialmente, animais foram anestesiados com
tribromoetanol (250 mg/kg). O tecido mesentério foi exposto para a observagéo
microscopica in situ. Este processo foi realizado através de uma inciséo
longitudinal da pele e do musculo abdominal no lado direito do corpo seguido pela
exposicao do mesentério. Os movimentos respiratérios dos animais nao foram
afetados durante a preparagdo, e as caracteristicas microcirculatorias
permaneceram basicamente estaveis durante todo o curso da experiéncia. 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
vénulas de terceira ordem, definido de acordo com sua posi¢cao dentro da rede
microvascular. Estas veias corresponderam as vénulas pds-capilares, com um
diametro de 10-18 ym. A interacdo dos leucdcitos com a superficie luminal do
endotélio vascular foi estudada em um segmento da veia. O rolling dos leucécitos
foi definido como as células do sangue (células brancas) que se moveram em uma
velocidade menor do que os eritrécitos na mesma vénula mesentérica. O niumero
de leucécitos rolados foi determinado no intervalo de 10 minutos (FORTES et al.,
1991). O leucédcito foi considerado como aderido ao endotélio vascular se

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



1989). As células aderidas foram expressas como o numero de células por 10 ym
de comprimento na vénula 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 - DETERMINAGAO DOS GRUPOS SUFIDRILAS NO ESTOMAGO.

Inicialmente, os animais receberam por via endovenosa LPS (300 ug/Kg)
ou salina. Decorridos 3 horas, a lesdo gastrica foi induzida pela administragao por
via oral de Tris ou indometacina (20 mg/Kg). Decorridas 3 horas da administragcao
de indometacina, os animais foram sacrificados e fragmentos do corpo gastrico de
cada animal foram retirados, pesados para determinagdo 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
estdbmago/ ml) em EDTA 0,02M. Aliquotas (400 ul) de tecido homogeneizado
foram misturados a 320 pul de agua destilada, 80 ul de acido tricloacético 50% e
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Depois de centrifugado, 400 ul do
sobrenadante foram misturados a 800 pul de tampéo Tris 0.4 M, pH 8.9. Por fim, 20
ul de 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) 0,01M (DTNB) foi adicionado e a
absorbancia foi mensurada a 412 nm em espectrofotdmetro. A concentracédo de
GSH/g foi determinada a partir de uma curva padrao de glutationa redutase,

processada de maneira semelhante.



3.11 - PAPEL DO OXIDO NiTRICO (NO) NO EFEITO PROTETOR DO LPS NA

LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS.

Os animais receberam, inicialmente, por via endovenosa LPS (300 ng/Kg)
ou salina. Apés 5 horas, os animais foram tratados por via intra-peritoneal com
salina, L-NAME (inibidor ndo especifico NOS; 20 mg/Kg) ou aminoguanidina
(inibidor relativamente especifico da NOSi) na dose de 100 mg/Kg (dose unica).
Um outro grupo experimental, 30 minutos antes da administracédo de LPS (300
ug/Kg), foi tratado inicialmente por via intra-peritoneal com aminoguanidina na
dose de 50 mg/Kg (duas doses). Apos 5 horas, os animais foram novamente
tratados por via intra-peritoneal com aminoguanidina na mesma dose. Decorridos
60 minutos, a lesdo gastrica foi induzida pela administragdo, por gavagem, de
indometacina na dose de 20 mg/Kg diluida em tampao Tris. Decorridas 3 horas da
administragcdo de indometacina, os animais foram sacrificados e a lesdo gastrica
foi avaliada utilizando o I.L., conforme descrito acima. Apés a medida das lesdes,
fragmentos do corpo gastrico de cada animal foram retirados, pesados e
posteriormente congelado a -70° até a realizagdo 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 LESAO

GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS.



Apos 18- 24 horas de jejum, os animais foram pré-tratados por via
endovenosa com LPS (300 ug/Kg) ou salina. Apés 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 unica). Outro grupo experimental, 30 minutos antes da
administracao de LPS (300 pg/Kg), foi tratado inicialmente por gavagem, com
rofecoxib na dose de 10 mg/Kg (duas doses). Apds 5 horas, a mesma dose de
rofecoxib foi novamente administrada nos animais. Transcorridos 60 minutos, a
lesdo gastrica foi induzida pela administragdo, por gavagem, de indometacina na
dose de 20 mg/Kg diluida em tampé&o Tris. Decorridas 3 horas da administragao
de indometacina, os animais foram sacrificados e a lesdo gastrica foi avaliada
utilizando o I.L., conforme descrito acima. Apds a medida das lesdes, fragmentos
do corpo gastrico de cada animal foram retirados, pesados e congelados a -70°
até a realizacdo 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

LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS.

Ap0ds o periodo de jejum, os animais foram pré-tratados por via endovenosa
com LPS (300 ug/Kg) ou salina. Apds 5 horas, os animais foram tratados por via
intra-peritoneal com salina ou dexametasona na dose de 2 mg/Kg (dose unica).
Trinta minutos antes da administracdo de LPS (300 ng/Kg), outro grupo de

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



mg/Kg (duas doses). Apds 5 horas, a mesma dose de dexametasona foi
novamente administrada nos animais. Transcorridos 60 minutos, a lesdo gastrica
foi induzida pela administracdo, por gavagem, de indometacina na dose de 20
mg/Kg diluida em tamp&o Tris. Decorridas 3 horas da administracdo de
indometacina, os animais foram sacrificados e a lesdo gastrica foi avaliada
utilizando o I.L., conforme descrito acima. Apds a medida das lesdes, fragmentos
do corpo gastrico de cada animal foram retirados, pesados e congelados a -70°
até a realizacdo do ensaio da mieloperoxidase (MPO), seguindo a técnica descrita

por BRADLEY et al., 1982.

3.14 - PAPEL DOS CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP NA PROTECAO

DO LPS A LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS.

Os animais receberam por via endovenosa LPS (300 ug/Kg) ou salina.
Apos 5 horas, os animais foram tratados por via oral com salina, glibenclamida
(bloqueador dos canais de potassio sensiveis ao ATP; 0.3, 1, 3 mg/Kg, por
gavagem), diazoxido (ativador dos canais de potassio sensiveis ao ATP; 3 mg/Kg,
por via intra-peritoneal) ou diazoxido (3 mg/Kg, por via intra-peritoneal) +
glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 30 minutos, a lesao gastrica foi
induzida pela administragcéo, por gavagem, de indometacina na dose de 20 mg/Kg
diluida em tampéao Tris. Decorridas 3 horas da administracdo de indometacina, os
animais tiveram o sangue colhido através de uma puncdo cardiaca para

determinacado do leucograma seguindo a técnica citada anteriormente e descrita



por Souza e Ferreira (1985) (SOUZA & FERREIRA, 1985). Posteriormente, os
animais foram sacrificados e a lesdo gastrica foi avaliada utilizando o I.L.,
conforme descrito acima. Apds a medida das lesdes, fragmentos do corpo gastrico
de cada animal foram retirados, pesados e posteriormente congelado a -70° até a
realizagdo do ensaio da mieloperoxidase (MPO) seguindo a técnica descrita por
BRADLEY et al., 1982. Outro fragmento do corpo gastrico de cada animal foi
retirado, pesado e posteriormente congelado a -70° até a determinagéo dos niveis
de glutationa, seguindo a técnica citada anteriormente e descrita por Sedlak &

Lindsay (SEDLAK J & LINDSAY RH, 1968).

3.15 - AVALIACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE NO ESTOMAGO.

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos
granulos azurdfilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamatorios em varios
tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Para tanto, 50 a 100 mg de tecido
gastrico, depois de pesados, foram colocados num tampao de potassio com 0,5%
de brometo de hexadecitrimetilaménio (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 peréxido de hidrogénio como substrato

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



converter 1 umol de peréxido de hidrogénio em agua em 1 minuto a 22° C.
Durante o ensaio, a medida que o peréxido de hidrogénio era degradado ocorria a
producao do anion superoéxido, responsavel pela conversao 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 - ANALISE ESTATISTICA.

A analise estatistica foi realizada empregando o teste de analise de
variancia (ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi
realizado o teste de comparagbes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados
foram expresso ou como média + E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou
pela mediana + desvio padrdo (varidveis sem distribuicdo normal), sendo as

diferengas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.






4.0- RESULTADOS

4.1- EFEITO PROTETOR DO LPS NA LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA

EM RATOS.

Na figura 3, observa-se que ndo houve lesdo da mucosa gastrica dos ratos
tratados somente com LPS (painel B) quando comparado como controle (painel
A). Por outro lado, observam-se varias lesées hemorragicas 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 gastrica de lesbes induzidas por
indometacina.

Os grupos pré-tratados inicialmente com LPS nas trés doses testadas (30,
100, 300 ug/Kg) reduziram significativamente (p<0,001) a les&do gastrica (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 maximo na dose de 300
ug/Kg (figura 4; painel A).

Na avaliagdo da curva tempo-resposta do efeito protetor do LPS (figura 5)
observa-se uma significativa redugéo da lesao gastrica (painel A) e do aumento da
atividade de mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina pelo
tratamento com LPS (300 ug/Kg) com efeito maximo no tempo de seis horas.
Observa-se ainda que esse efeito protetor persiste por pelo menos 48 horas, apés
uma unica injecao de LPS.

O efeito protetor do LPS na dose de 300 ug/Kg causou alteragoes

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



LPS aumentou de forma significativa (p<0.05) as contagens dos neutréfilos no
sangue periférico durante a gastropatia induzida pela indometacina (tabela 1).

A determinagédo dos grupos sufidrilas na mucosa de ratos mostrou que a
indometacina diminuiu de forma significativa (p<0,05) o nivel de glutationa quando
comparado com o grupo controle. Por outro lado, o pré-tratamento com LPS na
dose de 300 ug/Kg fez com que os niveis de glutationa retornasse a valores
semelhantes aos animais do grupo controle (figura 6).

Na figura 7 observa-se o efeito do LPS na ades&o de leucécitos induzida
por indometacina em ratos. Para isso foi realizada uma microscopia intravital nas
vénulas mesentéricas pos-capilares de ratos pré-tratados por via endovenosa com
LPS na dose 300 ug/Kg. O tratamento com LPS na dose de 300 ug/Kg diminui de
forma significativa (P<0,001) a adesao leucocitaria nas vénulas mesentéricas pos-
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 pug/Kg, O LPS
aumentou significativamente o rolling dos leucécitos nas vénulas mesentéricas
pos-capilares dos ratos tratados com indometacina quando comparado com o

grupo controle.



R

Figura 3- Efeito do tratamento do LPS de E. coli na lesdo gastrica induzida
por indometacina em ratos. Aspecto macroscopico do estdbmago de ratos apos
LPS na dose de 300 ug/Kg (painel B), indometacina na dose de 20 mg/Kg (painel
C) ou LPS + indometacina nas mesmas doses citadas anteriormente( painel D)
em comparagao ao padrao normal da mucosa gastrica do rato controle (painel A).
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Figura 4- Efeito do tratamento do LPS na lesdo gastrica (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 pg/Kg. Seis horas depois, indometacina (20 mg/Kg) foi
administrado. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampao Tris. O
indice de lesao gastrica (painel A) e a atividade de mieloperoxidase (painel B)
foram avaliados depois de trés horas. A administragcdo de LPS inibiu de forma
dose dependente a lesdo gastrica (painel A) e o aumento da atividade de
mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em ratos, com efeito,
maximo na dose de 300 ug/Kg. Os resultados estdo 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 lesdo gastrica (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 ug/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 tampao Tris. O
indice de lesao gastrica (painel A) e a atividade de mieloperoxidase (painel B)
foram avaliados depois de trés horas. A administracdo de LPS inibiu a leséo
gastrica (painel A) e o aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B)
induzidas por indometacina em ratos, com efeito, maximo no tempo de seis horas.
LPS causou um significativo efeito protetor que se persistiu por 48 horas. Os
resultados estdo 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 leucécitos totais

e neutréfilos no sangue periférico de ratos tratados com indometacina.

Leucécitos (cell/mm®)

Neutréfilos(cell/mm®)

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**

* p<0.05 quando comparado com o grupo controle.

*x* p<0.05 quando comparado com o grupo indometacina.
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Figura 6- Determinacao dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados com LPS. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300
ug/Kg) ou salina. Apés 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 tampao Tris. LPS foi capaz de reverter o efeito da indometacina
aumentando de forma significativa os valores de NPSH na mucosa gastrica. Os
resultados estdo 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 diminuicdo da adesao leucocitaria
induzida por indometacina. Os animais foram pré-tratados por via endovenosa
com LPS na dose 300 pg/Kg diluida em salina. Apds 6 horas, a lesdo gastrica foi
induzida pela administragdo, por gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluida
em tampéao Tris. O grupo controle (CONT) recebeu apenas o veiculo (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 pg/Kg diminui a adesao leucocitaria nas vénulas
mesentéricas pos-capilares induzida por indometacina. Os resultados estao
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 do rolling dos leucécitos
induzido por indometacina. Os animais foram pré-tratados por via endovenosa
com LPS na dose 300 pg/Kg diluida em salina. Apds 6 horas, a lesdo gastrica foi
induzida pela administragao, por gavagem, de indometacina (20 mg/Kg) diluida
em tampéo Tris. O grupo controle (CONT) recebeu apenas o veiculo (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 ug/Kg aumentou o rolling leucocitario nas vénulas
mesentéricas pos-capilares induzida por indometacina. Os resultados estao
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.



4.2- MODULACAO FARMACOLOGICA DO EFEITO PROTETOR DO LPS NA

LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS.

Na figura 9, demonstra-se que o L-NAME néo alterou a prote¢ao do LPS na
gastropatia por indometacina (painel A). Por outro lado, o L-NAME aumentou de
forma significativa a infiltragdo de neutrofilos, medida pela atividade de MPO
(painel B), na mucosa gastrica quando administrado na dose de 20 mg/Kg (painel

B).

A figura 10 mostrou que o tratamento com aminoguanidina na dose unica
de 100 mg/Kg e nas duas doses testadas de 50 mg/Kg nao foi capaz de reverter o
efeito protetor do LPS nem lesdo gastrica (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 unica) ou na dose de 10 mg/Kg (duas doses) ndo alterou a protegéo
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 nao foram capazes de alterar a infiltracdo de

neutrofilos na mucosa gastrica tratada com LPS mais indometacina (painel B).

O pré-tratamento com dexametasona (figura 12) nao reverteu o efeito
protetor do LPS nem na lesdo gastrica (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 administracdo do LPS (300 ug/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 maximo na dose de 1 mg/Kg (painel A). Alem disso,
no painel B nota-se um aumento na infiltracdo de neutréfilos, medido pela
atividade de MPO, no estdmago de ratos tratados com glibenclamida nas doses
testadas. Nos animais pré-tratados com diazéxido na dose de 3 mg/Kg (figura 14)
nao se observam mudangas no efeito protetor do LPS, nem na lesdo gastrica
(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
diazéxido (figura 15). Glibenclamida mais diazoxido n&o reverteu o indice de
lesdo gastrica (Painel A) e nem aumentou a infiltragdo neutrofilica (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 numero de leucdcitos totais e neutrdfilos quando
comparado com o grupo LPS mais indometacina. Por outro lado, quando os
animais foram pré-tratados com glibenclamida mais diazoxido ocorreu um
aumento na contagem leucocitaria total e diferencial, fazendo com que os niveis
de leucdcitos e neutrofilos retornassem a niveis 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 niveis de glutationa fossem semelhantes ao do



grupo de animais tratados com indometacina. No grupo de animais tratados com
glibenclamida mais diazéxido os valores de glutationa aumentaram retornando a

valores semelhantes ao do grupo tratado com LPS mais indometacina.
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Figura 9- Efeito do tratamento com L-NAME na protecdo do LPS a lesao
gastrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B)
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam LPS (300 ug/Kg)
ou salina (SAL) por via endovenosa. Apos 5 horas, os animais foram tratados por
via intra-peritoneal com salina ou L-NAME (20 mg/Kg). Decorridos 60 minutos, a
lesdo gastrica foi induzida pela administracdo de indometacina na dose de 20
mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tamp&o Tris. O
tratamento com L-NAME n&o foi capaz de alterar a protecdo do LPS na
gastropatia por indometacina. Os resultados estdo 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 protecao
do LPS a lesao gastrica (painel A) e aumento da atividade de
mieloperoxidase (painel B) induzidas por indometacina em ratos. Os animais
receberam, inicialmente, por via endovenosa LPS (300 nug/Kg) ou salina (SAL).
Apos 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 apos a administracao
de LPS 300ug/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 tampao Tris. O tratamento com AMINO né&o foi capaz de alterar a
protecao do LPS na gastropatia por indometacina. Os resultados estdo 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 protecdo do LPS a lesao
gastrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase (painel B)
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam, inicialmente, por
via endovenosa LPS (300 ug/Kg) ou salina (SAL). Apds 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 apdés a administragcdo de LPS 300ug/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 tampado Tris. O tratamento com
rofecoxib nao foi capaz de alterar a protegdo do LPS na gastropatia por
indometacina. Os resultados estdo 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 protecao do
LPS a lesao gastrica (painel A) e aumento da atividade de mieloperoxidase
(painel B) induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam,
inicialmente, por via endovenosa LPS (300 ug/Kg) ou salina (SAL). Apés 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 apds a administragdo de LPS
300ug/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 tampao Tris. O tratamento com dexametasona nao alterou a protecao do
LPS na gastropatia por indometacina. Os resultados estdo 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 protecdao do LPS a
lesdao gastrica e aumento da atividade de mieloperoxidase induzidas por
indometacina em ratos. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300
ug/Kg) ou salina (SAL). Ap6s 5 horas, os animais foram tratados por via oral com
salina, glibenclamida (0.3, 1, 3 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a
lesdo gastrica foi induzida pela administracdo, por gavagem, de indometacina na
dose de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampéao
Tris. O tratamento com glibenclamida reverteu tanto a protecédo do LPS a lesao
gastrica (painel A) induzida por indometacina como também a atividade de MPO
(painel B). Os resultados estdo 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 diazéxido na protegao do LPS a lesao
gastrica e aumento da atividade de mieloperoxidase induzidas por
indometacina em ratos. Os animais receberam por via endovenosa LPS (300
ug/Kg) ou salina (SAL). Ap6s 5 horas, os animais foram tratados por via oral com
salina, diazéxido (3 mg/Kg, via intra-peritoneal). Decorridos 60 minutos, a lesdo
gastrica foi induzida pela administragao, por gavagem, de indometacina na dose
de 20 mg/Kg. O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tampéo Tris. O
tratamento com diazdxido nao reverteu a protecao do LPS a lesao gastrica (painel
A) induzida por indometacina como também a atividade de MPO (painel B). Os
resultados estdo 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 15- Efeito do tratamento com diazéxido no efeito da glibenclamida na
protecao do LPS a lesdo gastrica e aumento da atividade de mieloperoxidase
induzidas por indometacina em ratos. Os animais receberam por via
endovenosa LPS (300 ug/Kg) ou salina (SAL). Apdés 5 horas, os animais foram
tratados por via oral com salina, diazéxido (3 mg/Kg, por via intra-peritoneal) +
glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 30 minutos, a lesdo gastrica foi
induzida pela administragao, por gavagem, de indometacina na dose de 20 mg/Kg.
O grupo controle (CONT) foi tratado com salina ou tamp&o Tris. O tratamento com
diazoxido reverteu o efeito da glibenclamida na perda da protegao do LPS (painel
A) e na atividade de MPO (painel B) induzida por indometacina. Os resultados
estdo 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 potassio sensiveis a ATP na contagem de
leucécitos totais e neutréfilos no sangue periférico de ratos no efeito

protetor do LPS na lesao gastrica induzida por indometacina.

Leucdcitos (cell/mm°) Neutréfilos (cell/mm?®)
Indometacina 7679,0 £ 211 1432,0 + 184
LPS + indometacina 13900,0 + 890 9480,0 + 183
LPS + indometacina + 6120,0 + 422" 4896,0 + 114"
glibenclamida
LPS +indometacina+ 8080,0 + 264" 5478,0 + 70"
glibenclamida + diazoxido

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

i p<0.05 quando comparado com o grupo LPS + indometacina + glibenclamida.
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Figura 16- Determinagdo dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados glibenclamida e diazéxido mais glibenclamida. Os animais
receberam por via endovenosa LPS (300 ug/Kg) ou salina (SAL). Apds 5 horas, os
animais foram tratados por via oral com salina, glibenclamida (bloqueador dos
canais de potassio sensiveis ao ATP; 1 mg/Kg, por gavagem) ou diazdxido
(ativador dos canais de potassio sensiveis ao ATP; 3 mg/Kg, por via intra-
peritoneal) + glibenclamida (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a
lesdo gastrica foi induzida como ja descrito anteriormente. Glibenclamida foi
capaz de manter o efeito da indometacina, ou seja, os baixos niveis de grupos
sufidrilas foram semelhantes ao do grupo de animais tratados com indometacina.
No grupo de animais tratados com glibenclamida + diazoxido os valores de
glutationa aumentaram retornando a valores semelhantes ao do grupo controle.
Os resultados estdo 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- DISCUSSAO

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) constituem uma das classes
de farmacos mais prescritas no mundo. A toxicidade gastrintestinal constitui a
maior limitagdo 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 gastrica ndo esta definido. Por um
lado a administragdo aguda de LPS levaria a lesdo na mucosa do trato
gastrintestinal (BOUGHTON-SMITH et al., 1993), por outro a administragao de
altas doses de maneira cronica protegeria a mucosa gastrica a lesao por etanol
(KONTUREK et al., 1998). A administragao de LPS em altas doses € capaz de
induzir a expressao de COX-2 e de NOSi na mucosa gastrica, e assim
aumentar a sintese de NO e PGs, que sao importantes mediadores da defesa
da mucosa. Recentemente, Peskar e colaboradores demonstraram a
participacado dos canais KATP em varios modelos da protegao gastrica, como
16, 16- prostaglandina dimethyl- E2, etanol 20%, salicilato de sédio (PESKAR
et al., 2002). Entretanto, o papel dos canais de KATP e do LPS na protecao
gastrica a lesdes induzidas por indometacina néo este completamente
elucidado. Usando como ferramenta farmacoldgica, a glibenclamida (um
bloqueador de canais de KATP) ou o diazéxido (uma droga ativadora de canais
de KATP), nés demonstramos que o efeito protetor dos LPS na leséo gastrica
induzida por indometacina foi mediado, em parte, pela abertura dos canais de

KATP.



Neste estudo nos investigamos o efeito da administracdo do LPS de E. coli
na defesa da mucosa gastrica, usando um modelo classico de inflamagao
gastrica, a gastropatia induzida por indometacina. Em 1993, Wallace e
colaboradores desenvolveram os primeiros trabalhos demonstrando o papel dos
neutrofilos na génese da lesdo gastrintestinal por AINEs (WALLACE et al., 1993).
Eles mostraram que a indometacina, um dos antiinflamatérios ndo esteroidais
mais potentes, foi capaz de desencadear um aumento no numero de neutrofilos
aderidos ao endotélio na microcirculagao gastrica e mesentérica em ratos e que a
neutropenia induzida por metotrexate ou pelo soro anti-neutrofilico inibiram a lesao
gastrica induzida por AINEs (WALLACE et al., 1990). Nossos resultados
mostraram que o tratamento com LPS diminuiu de forma significativa a leséo
gastrica e a atividade de MPO induzida pela indometacina. A administragéo oral
de indometacina (20 mg/kg) em ratos resultou na formagdo de erosdes
hemorragicas no estdbmago (WALLACE et al. 1990, SOUZA et al., 2003). Uma
unica dose de LPS foi capaz de abolir completamente a lesao gastrica, com efeito
maximo na dose de 300 ug/kg e no tempo de seis horas. Entretanto, esse efeito
protetor do LPS foi persistente por um periodo de pelo menos 48 horas. Nossos
resultados estdo no acordo outros trabalhos publicados anteriormente. Em 1998,
Konturek e colaboradores demonstraram que o LPS administrado por via
intraperitoneal inibiu a secrecdo de pepsina e acido gastrico e reduziu
significativamente as lesdes gastricas induzidas por etanol (KONTUREK et al.,
1998). Recentemente, Calatayud e colaboradores demonstraram que a

administracao dos LPS preservou a perfusdo sanguinea e protegeu a mucosa



gastrica de lesdes induzidas por indometacina (CALATAYUD et al., 2003).

Nosso estudo demonstrou que o LPS diminuiu a infiltracdo de neutrdfilos
na mucosa gastrica, mensurada pela atividade de MPO, induzida por
indometacina. As Bactérias gram-negativas ou endotoxinas circulantes podem
suprimir alguns componentes da resposta inflamatéria incluindo a migragao
neutrofilica (ROSENBAUM et al.,, 1983, CUNHA et al, 1989, THOMAZZI et al.,
1995). A compreensao da inibicdo da migragdo de neutrdfilos induzida por LPS
nao esta completamente elucidada. Muitos mecanismos, tais como a leucopenia
(MORRISON & ULEVITCH, 1978), a liberagdo continua de fatores quimiotaticos
na circulacédo (CUNHA et al, 1989, CUNHA et al., 1992, WAGNER et al., 2002),
um aumento na producdo de NO pela iINOS (TAVARES-MURTA et al., 2001), a
ativagdo do sistema de coagulagdo (PEARSON et al.,, 1995) o sequestramento
vascular dos neutrofilos (WAGNER et al., 2002) e o aumento da adeséo
leucocitaria (WALLACE, 1993) podem participar deste processo. Nossos
resultados demonstraram que o LPS administrado por via endovenosa nao induziu
leucopenia. Como pode ser observado na tabela 1, o LPS aumentou as contagens
dos neutréfilos no sangue periférico na gastropatia induzida pela indometacina.
Uma outra possibilidade € que a endotoxina poderia esta induzindo um
sequestramento de neutrdéfilos no leito vascular. Assim, diminuindo a migracao de
neutrofilos para mucosa gastrica e aumentando o numero de neutréfilos no
sangue periférico, como observado na figura 4 e na tabela 1.

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

contra lesbes gastricas induzidas por indometacina € em parte dependente da



inibicao da infiltracdo de neutrdfilos para o sitio inflamado. A adesao do leucécito a
célula endotelial, uma das principais etapas da migragao de neutrofilo, parece ser
modulado por uma variedade de proteinas de adesdo expressada na superficie
dos leucécitos e das células endoteliais (DAVENPECK et al.,, 1997). Alguns
estudos mostraram que estas moléculas da adesdo sao responsaveis pela
diminuicado da velocidade do rolling do leucdcito e pelo o aumento na adeséo e na
transmigracdo dos leucocitos. Na lesdo gastrica por indometacina, ja foi
demonstrado que a adesdo do leucécito a célula endotelial foi reduzida
significativamente pelo tratamento com os anticorpos contra CD11b/CD18 ou E-
selectina, mas nao pelo anticorpo contra P-selectina, sugerindo que as proteinas
de adesédo o leucdcito e das células endotelial (E-selectina) contribuem para um
aumento dos leucécitos neste modelo de lesdo gastrica (WALLACE et al., 1993).

No nosso trabalho, a administracdo de indometacina resultou num aumento
no numero de leucocitos aderidos e transmigrado e por uma redugdo na
velocidade do rolling. Nossos resultados evidenciaram que o LPS foi capaz de
reverter este efeito da indometacina, pois diminui de forma significativa a adeséao
leucocitaria e aumentou o rolling dos leucécitos nas vénulas mesentéricas pds-
capilares (Figuras 7 e 8). Dessa forma, o LPS protegeria a mucosa de lesdes
induzidas por indometacina por um mecanismo dependente da diminuicdo da
infiltracdo de leucdcitos por uma diminuicdo na adeséo e aumento no rolling.

A adesao do neutroéfilo ao endotélio vascular e a liberagao subsequente de
radicais livres de oxigénio e de enzimas proteoliticas foi implicado como um

evento critico na patogénese da ulceragdo gastrointestinal induzido por AINEs.



(WALLACE, 1993). As espécies ativas do oxigénio causam os danos na mucosa
gastrica in vivo. Entretanto, ndo se sabe se estas espécies sdo diretamente
citotoxicas para células gastricas. Sakuma e colaboradores mostraram que o
peréxido de hidrogénio esta envolvido nas lesbes gastricas na mucosa de ratos.
Visto que, enquanto a superdxido dismutase estimula a sintese do prostaglandina
E2 que protege a mucosa, o peréxido de hidrogénio inibe essa protegao fazendo
com que a mucosa fique susceptivel ao aparecimento de lesdes (SAKUMA et al.,
1992). A glutationa é uma sulfidrilas endégena importante como “scanvergers” dos
radicais livres. Assim, na presenca de radicais livres ocorre o seu consumo. Por
isso o papel da glutationa (GSH) na protegdo gastrica pelo LPS lesdo gastrica
induzida por indometacina foi investigado. A administracdo de indometacina em
nossos experimentos diminuiu os niveis dos GSH na mucosa gastrica,
provavelmente devido ao consumo destes pelos radicais livres presentes. O LPS
quando administrado sozinho foi capaz de aumentar a concentragao de glutationa
na mucosa gastrica e quando administrado antes da indometacina fez com que os
niveis de GSH retornassem ao nivel do controle (Figura 6). Este efeito pode ter
ocorrido devido a um menor consumo de GSH por uma inibicao da liberagao de
radicais livres, devido a uma menor infiltracdo de neutréfilos para a mucosa
gastrica, ou por um aumento da sintese de novo da GSH. De acordo com os
nossos resultados esta o trabalho de Ueshima e colaboradores. Eles concluiram
que a administracao prévia de cisteamina e glutationa aumentou os niveis de GSH
e inibiram as lesdes gastricas induzidas por indometacina (UESHIMA et al., 1992).

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



na sua maioria, sao 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 lesédo gastrica por isquemia reperfusdao (BRZOZOWSKI et
al., 1999) e que durante a adaptacdo da mucosa gastrica a aspirina ocorre um
aumento da expressao de COX-2, num mecanismo compensatério (KONTUREK
et al., 1998). Recentemente, foi demonstrada que durante uma reagéao inflamatdria
gastrica ocorreu um aumento da expressdao de COX-2 e uma adaptagdo da
mucosa a lesdo por etanol (MIYAKE et al.,, 2002). Souza e colaboradores
demonstraram que a diminuicdo na lesdo gastrica por aspirina em ratos com
gastrite é revertida com a administragao de rofecoxib, um potente inibidor seletivo
da COX-2 (SOUZA et al., 2003).

Em relacdo a protegcdo gastrica pelo LPS, foi demonstrado que a
administracao de LPS aumentou a resisténcia a lesbes para o etanol, através de
um mecanismo dependente da produgao prostaglandinas tanto pela COX-1, como
pela COX-2, por aumento da sua expressdao (FERRAZ et al., 1997). Ng e
colaboradores sugeriram que a gastroprotecdo do LPS dependente de um
aumento da sintese 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) nao
foi capaz de reverter o efeito protetor do LPS, sugerindo dessa forma, que o
mecanismo de acdo do LPS na protecdo da mucosa gastrica a lesées induzidas

por indometacina é independente da atividade COX-2.



Foi proposto recentemente em uma revisdo que o NO seria um importante
mediador na defesa da mucosa do trato gastrintestinal (WALLACE, 2001), mas
paradoxalmente, em varias situacdes, poderia contribui para a lesdo da mucosa
(MUSCARA et al.,, 1999). A presenga de NO em baixas concentracdes esta
associado aos efeitos benéficos no TGIl, como o0 aumento na secre¢cao de muco
protetor, manutencao da barreira epitelial e da microcirculacao e estimulacéo da
reparacao da mucosa. Por outro lado, o NO em altas concentragdes, pode induzir
a formacdo de radicais derivados do nitrogénio, que séo toxicos para varias
linhagem celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000). Lamarque e colaboradores
demonstraram que a administracdo de LPS foi capaz de induzir a expressio 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 lesdes gastricas, através da diminui¢do do
fluxo sangliineo na mucosa e aumentou expressao da NOS induzida na mucosa
gastrica. A administracdo de aminoguanidina, um inibidor relativamente seletivo
para a NOS induzida, desencadeou uma diminuicdo da lesdo gastrica € um
aumento do fluxo sanguineo na mucosa induzidos pelo LPS (LAMARQUE et al.,
2000). Recentemente, Konturek e colaboradores mostraram que LPS reduziram
as lesbes gastricas induzidas por etanol, mas a supressado da atividade da NO
sintase (NOS) pela L-NAME ou pelo L-NIL reverteu os efeitos protetores do LPS.
Este resultado nao foi observado em nossos experimentos. Quando utilizamos
inibidores nao seletivos da NO sintase (L- NAME) ou inibidores seletivos da NO

sintase induzida (aminoguanidina) nao foi observado nenhuma mudanca no efeito



protetor do LPS, sugerindo que o 6xido nitrico produzido via NO sintase induzida
nao participa da gastroprotecdo induzida pela endotoxina. Uma possivel
explicacdo para a divergéncia dos nossos resultados com a literatura, poderia ser
o papel da NOSi na génese da lesdo. Assim, a inibicdo farmacoldgica da NOSiI
desencadearia uma maior inibicdo da lesdo gastrica por indometacina. Neste
sentido, Souza e colaboradores demonstraram que camundongos deficientes para
a NOSi apresentaram uma menor lesdo gastrica por indometacina quando

comparados com animais selvagens (SOUZA et al., 2004).

Apesar do tratamento com L-NAME n&o ter revertido a inibicdo da lesdo
gastrica por indometacina pelo LPS, foi observado um aumento na infiltragdo de
neutréfilos na mucosa gastrica. Alguns trabalhos publicados anteriormente
demonstraram que a inibicdo da sintese de NO desencadeia um importante
aumento na adesdo de leucécitos ao endotélio (KUBES et al.,, 1991) e que
somente a presenca de neutrofilos na mucosa gastrica nao seria capaz de
desencadear a lesdo gastrica (SANTUCCI et al., 1995). Uma explicagao para o
fato do L-NAME aumentar a infiltracdo de neutrofilos, mas nao reverter a protegcao
com LPS na lesao gastrica por indometacina, poderia estar relacionado ao efeito
do L-NAME sobre a NOSi dos neutréfilos recém migrados, inibindo assim a
liberacdo de NO e substancias reativas do nitrogénio, que sao importantes

mediadores da lesao gastrica (SOUZA et al., 2004).

Os corticoides constituem um grupo de drogas com efeitos antiinflamatorios
e imunossupressores comumente utilizados na area biomédica. Os corticoides

tém sido considerados como agentes inibidores da producédo de prostaglandinas,



pela acdo inibitéria que exercem sobre a fosfolipase A,, por meio da liberagdo de
anexina-1 (mediador protéico antiinflamatoério). O resultado final da agcado destes
antiinflamatorios € a parcial ou total redugdo da liberacdo dos mediadores pro-
inflamatdrios. Os glicocorticéides exdgenos inibem a expressdo da COX-2 e NOS,
através da inibigdo do fator de transcrigdo nuclear NFkf3, reduzindo a geragao de
prostandides e 6xido nitrico nas células inflamatérias, 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 nao 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 nao participam da gastroprotecdo mediada pelo LPS.

O LPS deve desencadear uma gastroprotecao no nosso modelos por vias
independentes da sintese de PGEs e NO. Outras vias de gastroprotecdo podem
estar envolvidas no efeito protetoras do LPS na gastropatia por indometacina
como a participacdo de mediadores como: neuropeptideos (FREITAS, 1997),
leucotrienos (PESKAR, 1991), Lipoxinas (SOUZA et al., 2004), anexina-1, o
aumento do fluxo sanguineo na mucosa gastrica (TAKEUCHI at al., 2001), a

diminuicao da hipercontractilidade antral (TAKEUCHI at al., 2001)

Tem sido postulado que os canais de potassio estdo envolvidos em uma
variedade de fungdes fisiopatolégicas do estdbmago tais como: regulacédo do fluxo

sanguineo, secrecao de acido gastrico e contratilidade da musculatura gastrica. A



habilidade da glibenclamida e do diazéxido de alterar a resposta de algumas
drogas foi utilizada para evidenciar a participagao dos canais de KATP (STANDEN
et al., 1989; QUAYLE et al.,, 1995) nos eventos bioldgicos. Trabalhos recentes
estudando os efeitos do diazdxido, ativador dos canais de potassio sensiveis ao
ATP, e da glibenclamida, bloqueador dos canais de potassio sensiveis ao ATP,
demonstraram que o diazdxido inibiu as lesbes na mucosa gastrica induzidas por
etanol, e a glibenclamida apresentou aumentou as lesdes gastricas induzidas por
etanol (RAHGOZAR et al., 2001). Um outro grupo mostrarou que o diazéxido
inibiu também a lesdo gastrica induzida por indometacina em ratos e a
glibenclamida reverteu esta protegcdo (AKAR et al., 1999). Nossos resultados
evidenciaram que a glibenclamida reverteu o efeito protetor do LPS e que a
associagao da glibenclamida mais diazoxido restaurou o efeito gastroprotetor do
LPS. Recentemente, Peskar e colaboradores sugeriram a agao das
prostaglandinas enddgenas como ativadores de canais de KATP em modelos de
gastroprotecao (PESKAR et al., 2002). Foi também descrito que o LPS induziu a
expressao de COX-2 na mucosa gastrica (FERRAZ et al., 1997). Uma explicagao
possivel para o nosso resultado € que o LPS poderia aumentar a sintese PGE2
via COX-2, e dessa forma PGE2 ativaria o canal de KATP. Mas nao foi o caso.
Como citado anteriormente, o tratamento com inibidores seletivos de COX-2
(Rofecoxib) nao foi capaz de reverter o efeito protetor do LPS na lesao gastrica
induzida por indometacina. Entretanto, a ativagdo dos canais KATP & também um

importante mecanismo de acado de outros vasodilatadores enddgenos 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 gastrica de MPO e uma diminuigdo nos neutrofilos periféricos no grupo
tratado com LPS mais indometacina. Este resultado sugere que a glibenclamida
pode diminuir a captacdo do neutréfilo vascular induzido pelo LPS, revertendo
assim o efeito gastroprotetor induzido pela endotoxina. Quando a glibenclamida foi
administrada concomitantemente com o diazéxido, o efeito gastroprotetor do LPS
foi restaurado e a concentragao de neutrdfilos periféricos aumentados. Uma outra
possibilidade € que a glibenclamida poderia induzir uma diminuigdo do fluxo
sanguineo gastrico e dessa forma aumentar as lesdes na mucosa gastrica
induzidas pela indometacina. Akar e colaboradores demonstraram que o diazéxido
reduziu a lesdo gastrica e a infiltragdo de neutréfilos na mucosa gastrica de ratos,
e que o relaxamento de artérias gastricas pré-contraidas pela noradrenalina
induzida por diazéxido foi revertido pela glibenclamida. Entdo, estes autores
sugeriram que os canais de KATP possuem uma fungdo importante na
manutencgao da integridade da mucosa gastrica pelo aumento da perfuséo gastrica
e da regulacao dos neutrofilos (AKAR et al., 1999).

A glibenclamida é um agente hipoglicemiante oral que estimula a secregao
de insulina por bloquear os canais KATP (DUNNE & PETERSEN, 1991). Por isso,
pode produzir hipoglicemia. Foi relatado que a glicose pode reduzir lesdo gastrica
induzida por indometacina (TAKEUCHI et al., 1990). Por outro lado, Takeuchi em

1994, mostrou que o nivel de glicose no sangue pode contribuir de forma



significativa no desenvolvimento de lesbes na mucosa por alteragdo da motilidade
gastrica (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
producao de radicais livres derivados do oxigénio induzido pelos neutréfilos 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 determinagdo do nivel 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 liberagdo de radicais livres derivados do oxigénio e
consequentemente isso resultou em uma diminuigao dos niveis de glutationa. Este
nivel de glutationa s6é foi restaurado no grupo tratado com glibenclamida
associado com diazéxido, onde o efeito protetor do LPS foi mantido. Neste caso,
provavelmente a liberacao de radicais livres foi diminuida e os niveis de glutationa
foram semelhantes ao do grupo tratado com LPS mais indometacina. A ativagao
dos canais de KATP poderia oferecer mecanismos protetores a injurias por
inibicdo da ativagao dos neutrdéfilos e subsequientes diminuicdo do consumo de
glutationa, como consequéncia da diminuicdo da producdo de radicais livres
derivados do oxigénio por estes leucdcitos.

Baseado no exposto acima, acreditamos que o tratamento com LPS por via

endovenosa € capaz de inibir a lesdo gastrica por indometacina, através da



inibicao da infiltracido de neutrdfilos por uma diminuicdo da adesao de leucdcitos
ao endotélio e por um aumento na concentragdo de GSH no tecido gastrico. Este
evento € dependente da abertura de KATP, visto que o pré-tratamento com
glibenclamida sozinha, mas ndo com glibenclamida associada com diazéxido,
reverteu completamente estes eventos. Nossos dados também sugerem que a
atividade de COX-2 e NOS nao estdo envolvidas na gastroprotecdo do LPS. A
compreensao dos mecanismos pelo qual o LPS aumenta a defesa da mucosa
gastrointestinal podera ser um alvo interessante para o desenvolvimento de novas

terapéuticas citoprotetoras.



6.0- CONCLUSOES

6.1- O Lipopolissacarideo de E.coli foi capaz de proteger a mucosa gastrica de

lesdes induzidas por indometacina.

6.2- O efeito protetor do LPS contra lesbes gastricas induzidas por indometacina &
em parte dependente da inibicdo da infiltracdo de neutrdfilos para o sitio
inflamado. Provavelmente, este efeito deve-se a uma diminuicdo na adesao
leucocitaria e aumentando no rolling dos leucécitos nas vénulas mesentéricas pés-

capilares induzidos por indometacina.

6.3- LPS foi capaz de reverter o efeito da indometacina (gastropatia), aumentando

de forma significativa a concentragcéo de glutationa na mucosa gastrica.

6.5- O uso de um inibidor seletivo para COX-2 (Rofecoxib) ndo foi capaz de
reverter o efeito protetor do LPS, sugerindo dessa forma, que o mecanismo de
acgao do LPS na protecdo da mucosa gastrica a lesées induzidas por indometacina

€ independente da via da COX-2.

6.6- O uso de um inibidor seletivo e nao seletivos para NOS, L-NAME e
aminoguanidina, nao foram capazes de reverter o efeito protetor do LPS,
sugerindo dessa forma, que o mecanismo de a¢ao do LPS na protegdo da mucosa

gastrica a lesbes induzidas por indometacina é independente da via do NO.



6.7- O uso de um glicocorticéide, dexametasona, n&o foi capaz de reverter o efeito

gastroprotetor do LPS.

6.7- O efeito protetor dos LPS na lesdo gastrica induzida por indometacina foi
mediado, em parte, pela ativacao dos canais de KATP. Pois, a glibenclamida
reverteu o efeito protetor do LPS e a associagao da glibenclamida mais diazéxido

restaurou o efeito gastroprotetor do LPS.
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Abstract

The effect of lipopolysaccharide (LPS) in gastric protection has not been elucidated, but ATP-sensitive potassium (K srp) channels are known
to be involved in gastric defense. We evaluated the effect of LPS administration on indomethacin-induced gastropathy, and the role of K e
channels in this event. Rats received intravenous (i.v.) LPS administration. After 1/2, 6, 24 or 48 h, indomethacin was injected. 3 h later, gastric
damage and myeloperoxidase activity were determined. Another group received LPS and 5 h later, glibenclamide, diazoxide or glibenclamide plus
diazoxide. After 1 h, the rats received indomethacin and 3 h later, gastric damage and myeloperoxidase activity were evaluated. LPS reduced dose
dependently gastric damage and myeloperoxidase activity induced by indomethacin. Glibenclamide reversed this LPS effect on indomethacin-
induced gastropathy. Glibenclamide plus diazoxide administration did not change this LPS effect. Thus LPS has a protective effect against
indomethacin-induced gastropathy, probably through activation of Krp channels.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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L. Introduction

A major limitation to the use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) for the treatment of chronic
inflammatory diseases is the development of gastric mucosal
injury. It has been shown that leukocyte adherence to the vas-
cular endothelium (Wallace et al,, 1991), microcirculatory
disturbances (Ashley et al., 1985; Gana etal., 1987), superoxide
radicals and protease liberation (Vaananen et al., 1991) may be
critical events in the pathogenesis of NSAID-induced gastro-
pathy (Wallace, 1997).

Bacterial lipopolysaccharide LPS is a key mediator of many of
the host responses resulting from gram-negative bacteremia and
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sepsis (Sugita et al., 2002). It was demonstrated that large amounts
of endotoxin might produced hemorrhagic lesions in the stomach
(Castaneda et al., 1999). Although, Ferraz et al. (1997) showed that
repeated exposure to endotoxin resulted in increased resistance of
the gastric mucosa to injury through a prostaglandin-dependent
pathway. More recently, Konturek et al. (2001) demonstrated
that LPS applied centrally or peripherally protected gastric
mucosa against ethanol-induced damage by increasing the
gastric microcirculation, mediated by nitric oxide (NO) due to
overexpression of inducible nitric oxide synthase (iNOS).
Karp channel activity is involved in several physiological
events such as insulin secretion and relaxation of vascular smooth
muscle (Da Silva-Santos et al., 2002). K srp channels have been
identified in various tissues, including pancreatic RB-cells, skeletal
and vascular muscle, brain and kidney (Seino, 1999), Recently, Sim
et al. (2002) showed, using patch-clamp recording and RT-
polymerase chain reaction (PCR), that the K s1» channels in smooth
muscle cells of the guinea pig stomach are composed of Kir6. 1 and
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SUR2B. Akar et al. (1999) demonstrated that the gastric
damage induced by indomethacin in rats was aggravated by
the blocker of K yrp channels, glibenclamide, and inhibited by
activators of these channels, such as cromakalim or diazoxide.
At the present, the role of Kurp channels in the protective
effect of LPS in NSAID-induced gastric damage has not been
defined.

In the present study, our aims were to investigate the effect of
LPS on indomethacin-induced gastric damage, and the effect of
glibenclamide (blocker of K yrp channels) or diazoxide (activator
of K 4rp channels) on this action.

2. Material and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (weight 200-250 g) were fasted for 18-24 h
before the experiments. The animals were housed in cages in
temperature-controlled rooms and received water and food ad
libitum. All animal treatments and surgical procedures were
performed in accordance with the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, National Institutes of Health (Bethesda, MD,
USA).

2.2. Drugs

Lipopolysaccharides the Escherichia coli (0111:B4), diazoxide,
glibenclamide, O-dianisidine dihydrocloride and hexadecyltri-
methylammonium bromide (HTAB) were all purchased from
Sigma Chemicals (St.Louis, MO, USA). Indomethacin was
purchased from Prodome Quimica e Farmacéutica, Sdo Paulo,
Sdo Paulo, Brazil, and Tris buffer from Merck, Sdo Paulo, Sio
Paulo, Brazil. Indomethacin was dissolved in Tris buffer
(concentration of 8 mg/ml), glibenclamide in 4% glucose and
0.02 N NaOH (concentration of 133, 400 or 1200 pg/ml),
diazoxide in 0.05 N NaOH (concentration of 1.2 mg/ml), and LPS
in saline.

2.3 LPS from E. coli in indomethacin-induced gastric damage

Groups of five to ten rats were treated i.v. with saline or LPS
at the doses 30, 100, 300 ng/kg. LPS was dissolved in saline. At
the end of 6 h, indomethacin (20 mg/kg) dissolved in Tris buffer
was administered by gavage. The control group received only
the vehicle (Tris buffer). 3 h later, the animals were killed by
cervical dislocation. The stomachs were rapidly removed,
opened by an incision along the greater curvature and pinned
out on a wax platform. The hemorrhagic or ulcerative lesions
were counted and their lengths measured with a digital caliper.
A gastric damage score was then calculated as the sum of the
lengths of all linear erosions (Santucci et al., 1994), measured
by an observer who was unaware of the treatment given to the
animals (ASG). Full-thickness pieces of the gastric corpus were
then weighed, frozen and stored at —70 °C until the assay for
myeloperoxidase activity. Punch samples of the heart were
collected for determination of the total and differential number
of white blood cells.

24. LPS from E. coli in Indomethacin-induced gastric
damage — time course

Groups of five to fen rats were treated i.v. with saline or LPS
(300 pg/kg). Atthe end of 1/2, 6, 24 or 48 h, indomethacin (20 mg/
ke) was administered hy gavage. The control group received only
the vehicle (Tris butfer). 3 h after indomethacin treatment, gastric
damage was determined as described above. Finally, full-thickness
pieces of the gastric corpus were weighed, frozen and stored at
=70 °C until the assay for myeloperoxidase activity.

2.5, ATP-sensitive potassium (K rp) channels and the LPS
protective effect

To investigate the role of K,rp channels in the LPS effect,
groups of five and ten animals were treated with saline or LPS
(300 pg/kg). Atthe end of 5 h, glibenclamide (0.3, 1, 3 mg/kg, by
gavage), diazoxide (3 mg/kg, i.p.), or glibenclamide (1 mg/kg, by
gavage) plus diazoxide (3 mgkg, i.p.) was administered.
Furthermore, in order to study the effect of glibenclamide on
gastric integrity, another control group received only glibencla-
mide (1 mg/kg). 1 h later, gastric damage was induced by
intragastric instillation of indomethacin (20 mg/kg). The control
group (saline) received only vehicles. 3 h later, gastric damage
was determined as described above. Finally, full-thickness pieces
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Fig. 1. Effect of LPS against gastric damage and gastric myeloperoxidase
activity induced by indomethacin. The rats were treated with saline or LPS. 6 h
later, indomethacin (20 mg/kg) was administered. The control group (CONT)
was treated with Saline/Tris buffer. Gastric lesions (panel A) and gastric
myeloperoxidase activity (panel B) were determined after 3 h. The results are
expressed as the means+S.EM. for at least five animals per group. (*)
P<0.001, when compared with the indomethacin group. ANOVA and
Newman—Keuls test.
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Fig. 3. Glibenclamide (blocker of Ky rp channel) reversed the LPS protective
effect against indomethacin-induced gastric damage and increase in myeloper-
oxidase activity. The rats were treated with LPS (300 pg'kg). After 5 h,
glibenclamide (blocker of Kare channels), at the doses of 0.3, 1, 3 mg/kg, was
administered by gavage. 1 h later, indomethacin (20 mg/kg) was injected. The
control group (CONT) was treated with Tris buffer. 3 h later, gastric damage and
gastric Myeloperoxidase activity were determined. The results are expressed as
the means+S8.EM. for at least five animals per group. (*) P<0.001, when
compared with the LPS group (panel A and panel B). (#) P<0.001, when
compared with the glibenclamide plus LPS plus indomethacin group (panel A
and panel B). ANOVA and Newman—Keuls test.

analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman—Keuls
test, when appropriate. Statistical significance was set at P<0.05.

3. Results

3.1. The protective effect of LPS from E. coli against
indomethacin-induced gastropathy

Fig. | shows that LPS reduced dose dependently (P<0.001)
indomethacin-induced gastric damage (panel A) and the increase
in myeloperoxidase activity (panel B), with the maximal effect at
the dose of 300 pg/kg.

Fig. 2 demonstrates that LPS treatment, at the dose of 300 pg/
kg, decreased the gastric damage (panel A) and gastric
myeloperoxidase activity (panel B) induced by indomethacin,
with the maximal effect after of six 6 h. Furthermore, 48 h after a
single administration of LPS, the indomethacin-induced gastric
damage remained partially reduced.

Table | shows that rats in the LPS plus indomethacin group
had higher leukocyte and neutrophil counts than did rats in the
indomethacin plus saline group. LPS alone increased only the
neutrophil counts compared with saline (control).

Table 2 shows that in the LPS plus indomethacin group the
blood glucose level compared with control group (saline) and
indomethacin alone group was not different.

3.2. Role of Krp channels in the protective effect of LPS
against indomethacin-induced gastropathy

Treatment with glibenclamide dose dependently reversed the
LPS protective effect against gastric damage (Fig. 3, panel A)
and the increase in gastric myeloperoxidase activity (Fig. 3.
panel B) induced by indomethacin, with a maximal effect at the
dose of 1 mg/kg. Cotreatment with glibenclamide and indo-
methacin did not change the indomethacin-induced gastric
damage and increase in gastric myeloperoxidase activity (Fig. 3,
panel A and B).

Diazoxide treatment at the dose of 3 mg/kg did not modify
this protective effect of LPS against gastric damage (Fig. 4,
panel A) and the increase in gasiric myeloperoxidase activity
(Fig. 4, panel B) induced by indomethacin.

Glibenclamide plus diazoxide restored the protective effect
of LPS (Fig. 5, panel A) against indomethacin-induced gastric
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Fig. 5. The effect of diazoxide plus glibenclamide on the LPS protective effect
against indomethacin-induced gastric damage in rats. The animals were treated
with LPS (300 pg/kg). After 5 h, the animals were treated with glibenclamide
(1 mg'kg) alone or with diazoxide (3 mg/kg). The control group (CONT) was
treated with Tris buffer. 3 h later, gastric damage and gastric myeloperoxidase
activity were determined. The results are expressed as the means+S_EM. for at
least five amimals per group. (¥) P<0.001, when compared with the
glibenclamide alone group. ANOVA and Newman- Keuls test.

damage and increase in gastric myeloperoxidase activity (Fig. 5,
panel B).

Table 1 shows that cotreatment with glibenclamide
decreased the increase in total leukocyte and neutrophil counts
in the LPS plus indomethacin group. In contrast, glibenclamide
plus diazoxide treatment increased the leukocyte and neutrophil
counts when compared with those in the glibenclamide group.

Table 2 shows that treatment with glibenclamide, alone or
with diazoxide, did not modify the blood glucose levels when
compared with those of the control group (saline) or indometha-
cin alone group.

4. Discussion

In this study we investigated the effect of LPS injection on
the gastric mucosal defense, using a classic model of gastric
inflammation, indomethacin-induced gastropathy. Our results
showed that LPS treatment decreased the gastric damage and
gastric myeloperoxidase activity induced by indomethacin.
Recently, Peskar et al. (2002) demonstrated the involvement of
Karp in various forms of gastric protection, such as 16, 16-
dimethyl-prostaglandin E,, 20% ethanol, sodium salicilate.
However, the role of Kurp in the protection provided by LPS
against indomethacin-induced gastric damage has not been
defined. Using a pharmacological approach, with glibenclamide

(a blocker of Krp channel) or diazoxide (an activator of Karp
channel), we demonstrated that LPS has a protective effect
against indomethacin-induced gastric damage, an effect medi-
ated, at least in part, by activation of Kpp channels.

Oral administration of indomethacin (20 mg/kg) to rats
results in hemorrhagic erosions in the stomach (Wallace et al.,
1990; Souza et al,, 2003). A single dose of LPS abolished
completely the gastric damage, with the maximal effect at the
dose of 300 pg/kg and after 6 h. Furthermore, this protective
effect of LPS persisted partially for at least 48 h. Our results are
in agreement with the recent literature, Calatayud et al. (2003)
demonstrated that LPS administration preserved blood perfu-
sion and protected the gastric mucosa against the indomethacin
induced gastric damage. Our results also showed that LPS
decreased the gastric neutrophil infiltration, measured by
myeloperoxidase activity, induced by indomethacin. It has
been described that LPS i.v. administration can decrease neu-
trophil migration during the inflammatory process (Rocha and
Ferreira, 1986; Thomazz et al., 1995; Tavares-Murta et al.,
2001), and that indomethacin-induced gastric damage is a neu-
trophil-dependent process (Wallace et al., 1990 e Souza et al.,
2004). Furthermore, Ding et al. (1998) suggested that indometh-
acin induced an increase in neutrophil infiltration by an increase
in TNF-a concentration in the gastric mucosa. Our results
suggested that the LPS protective effect against indomethacin-
induced gastric damage is in part dependent on inhibition of
neutrophil infiltration.

Gram-negative bacteremia or circulating endotoxin can
suppress several components of the inflammatory response,
including neutrophil migration (Rosenbaum et al., 1983; Cunha
et al., 1989; Thomazzi et al., 1995). The mechanisms respon-
sible for the inhibition of neutrophil migration induced by LPS
have not been fully determined. Many mechanisms, such as
leucopenia (Morrison and Ulevitch, 1978), a continuous release
of chemotactic factors in the circulation (Cunha et al., 1989;
Cunha et al.,, 1992; Wagner et al., 2002), an increase in NO
production by iNOS (Tavares-Murta et al., 2001), activation of
coagulation system (Pearson et al., 1995) and wvascular
sequestration of neutrophils (Wagner et al., 2002), could be
implicated. Our results showed that i.v. administration of LPS
did not induce leucopenia. As can be seen from Table 1, LPS
increased the blood neutrophil counts during indomethacin-
induced gastric damage. One other possibility is that endotoxin
could induce vascular sequestration of neutrophils, and then
decrease neutrophil migration to the gastric mucosa and in-
crease the peripheral neutrophil count. However our results do
not role out the possibility that other mechanisms could be
involved.

The ability of glibenclamide and diazoxide to change the
response to some agents has been used as evidence for the
involvement of K arp channels (Standen etal., 1989; Quayle et al.,
1995) in biologic events. Our results showed that glibenclamide
reversed the LPS protective effect and that co-administration of
diazoxide and glibenclamide restored the protective effect of LPS.
Recently, Peskar et al. (2002) suggested that endogenous
prostaglandins act as activators of Kpp channels in many types
of gastroprotection. It has also been reported that LPS induces
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cyclooxigenase 2 (COX-2) expression in gastric mucosa (Ferraz
etal., 1997). One possible explanation of our results is that LPS
could increase the gastric prostaglandin Es synthesis by inducible
COX-2, and then prostaglandin E, activated the Kurp channel.
But this is not the case. Treatment with selective COX-2 inhibitors
(Rofecoxib) did not reverse the LPS protective effect in
indomethacin-induced gastropathy (data not show). However,
the activation of K srp channels is also an important mechanism of
action of other endogenous vasodilators, such as neurotransmit-
ters calcitonin gene related peptide (CGRP) and vasoactive
intestinal peptide (VIP), endothelial factors (NO, prostaglandin
E,) and adenosine (Brayden, 2002).

Glibenclamide, a blocker of K,p channels, induced an
increase in gastric myeloperoxidase activity and a decrease in
neutrophil counts in LPS plus indomethacin group. This result
in our opinion suggests that glibenclamide could decrease the
neutrophil vascular sequestration induced by LPS, and then
reverse the LPS gastroprotection. When glibenclamide was
administrated with diazoxide, the LPS gastroprotection was
restored (Fig. 5) and the peripheral neutrophil count increased
(Table 2). Another possibility is that glibenclamide could induce
a decrease in gastric blood flow and then increase indometh-
acin-induced gastric damage. Akar et al. demonstrated that
diazoxide reduced indomethacin-induced gastric damage and
neutrophil infiltration in rats, and the relaxation of noradren-
aline pre-contracted gastric arteries induced by diazoxide was
reversed by glibenclamide. Akar et al. (1999) suggested that
K orp channels had a role in the maintenance of gastric mucosal
integrity by increasing gastric perfusion and regulating neu-
trophil function.

Our results showed also that glibenclamide without LPS did
not modify the gastric damage induced by indomethacin. These
results are in apparent contradiction with the increase in
indomethacin-induced gastric damage by glibenclamide treat-
ment reported by Akar et al. (1999). One possible explanation
for this is that the glibenclamide dose used by Akaret al. (1999)
was tenfold greater than the dose used by us.

Glibenclamide is an oral hypoglycemic agent that stimulates
insulin secretion by blocking Karp channels (Dunne and
Petersen, 1991), producing hypoglycemia. It has been reported
that glucose reduces indomethacin-induced gastric damage
(Takeuchi et al., 1990). The blood ghicose level plays a critical
role in the development of gastric lesions by modifying gastric
motility (Takeuchi et al., 1994). In this study, glibenclamide was
administered in 2.5 ml’kg 0.02 N NaOH containing 4% glucose
to minimize hypoglycemia. We found that glibenclamide, alone
or with diazoxide, did not change the level glucose blood in the
study groups when compared with saline (control). Thus we can
conclude that the effect of glibenclamide on LPS-induced
gastric protection is not dependent on hypoglycemia.

It has been also suggested that K channels play a
significant role in regulating oxygen-derived free radical pro-
duction in neutrophil-induced tissue injury (Pieper and Gross,
1992). Thus, K srp channel activation may offer a protective
mechanism against injury processes by inhibiting neutrophil
activation and subsequent superoxide production (Akar et al.,
1999).

In conclusion, we demonstrated that LPS from E. coli reduced
gastric damage and gastric neutrophil infiltration induced by
indomethacin. Glibenclamide alone, but not with diazoxide,
reversed this LPS protective effect. Taken together, our data
suggest that LPS has a protective effect against indomethacin-
induced gastropathy, probably through activation of Karp
channels.
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