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RESUMO.

INTRODUCAO: Recentemente nés demonstramos que o sildenafil tem efeito protetor contra
a lesdo gastrica induzida por AINEs em ratos, através de uma diminui¢do na aderéncia de
leucécitos e aumento do fluxo sanguineo gastrico (Santos CL et al, BJP, 2005). O etanol induz
lesdo hemorragica gastrica em ratos através de um aumento na produgdo de radicais livres e
diminuicdo da concentragdo de glutationa na mucosa. OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho
foi investigar se o sildenafil possui efeito protetor contra a lesdo induzida por dlcool, e avaliar
o papel da via NO/GMPc/K s1p no efeito gastroprotetor do sildenafil. METODOS: O sildenafil
(0.1, 0.3, 1, ou 3 mg/Kg, v.0) foi administrado 30 min antes do etanol 100% (4 ml/Kg, v.0).
Depois de 1 h, os ratos foram sacrificados e os estdbmagos abertos para determinagdo da drea
da lesdo usando planimetria computadorizada. Além disso, fragmentos de tecidos foram
removidos para andlise microscopica e dosagem de glutationa e hemoglobina (teste
colorimétrico - Bioclin). Os outros grupos foram tratados com L-NAME (1 ou 3 mg/kg, i.p),
L-NAME (3 mg/kg, i.p) + L- Arg (200mg/kg, ip), ODQ (10 mg/Kg, v.0), glibenclamida (0.1,
0.3, 1 ou 3 mg/Kg, v.0), glibenclamida (1 mg/Kg) + diazéxido (3mg/Kg, i.p) ou salina. Apds
30 min os ratos receberam sildenafil (1mg/kg) e depois de mais 30 min etanol 100% (4ml/kg,
v.0), com o sacrificio ocorrendo 1 h depois. RESULTADOS: O etanol 100% causou lesdo
gdstrica (158.9 + 9.3 mm?), hemorragia na mucosa (3787.0 + 512.9 pug/100mg) e redugéo da
concentracdo de glutationa (78.7 = 9.5 pg/g). O Sildenafil protegeu, de forma dose-
dependente, a mucosa géstrica do efeito do dlcool, com o efeito mdximo na dose de 1 mg/Kg
(44.5 + 7.7 mm?). O sildenafil também reverteu a diminui¢do da glutationa (143.6 + 15.7
pg/g) induzida por etanol. O L-NAME sozinho (151.1 + 20.9 mm?), o0 ODQ (137.9 + 41.6
mm?) e a glibenclamida sozinha (137.1 + 16,7 mm?) reverteram a protecio do sildenafil. Mas,
nos animais tratados com L-NAME + L-arginina (30.9 = 10.5 mm?) ou glibenclamida +
diazéxido (60.3 + 2.0 mm?) ndo houve mudancas no efeito do sildenafil. CONCLUSOES: O
sildenafil protege a mucosa géstrica contra a lesdo induzida por dlcool, através da ativagdo da

via NO/GMPc/Katp € por um aumento dos niveis de GSH no estdmago.



ABSTRACT.

INTRODUCTION: Recently, we demonstrated that sildenafil has protective effects against
NSAID- induced gastric damage in rats, by a decrease in leukocytes adherence and increase in
gastric blood flow (Santos CL et al, BJP, 2005). Ethanol induced gastric hemorrhagic damage
in rats, by an increase in free radical production and decrease in mucosal glutathione
concentration. AIMS: Aim of was work is to investigate if sildenafil has a protective effect
against ethanol- induced gastric damage and the role of the way NO/cGMP/Karp in this
event. METHODS: Sildenafil (0.1, 0.3, 1, or 3 mg/Kg, p.o) was administrated 30 min before
ethanol 100% (4 ml/Kg, p.o). After 1 hour, rats were sacrificed and the stomachs opened
along the greater curvature and the mucosal lesion area was measured by computer planimetry
program. Furthermore, pieces of gastric mucosal were removed for microscopic analysis and
glutathione measure, and hemoglobin concentrations (colorimetric test Bioclin). Other groups
had been dealt with L-NAME (1 or 3 mg/kg, i.p), L-NAME (3 mg/kg, i.p) + L- Arg
(200mg/kg, i.p), ODQ (10 mg/Kg, p.o), glibenclamide (0.1, 0.3, 1 ou 3 mg/Kg, p.o),
glibenclamide (1 mg/Kg) + diazéxide (3mg/Kg, i.p) ou saline. After 30 min the rats had
received sildenafil (Img/kg), and after more 30 min ethanol 100% (4ml/kg, p.o), with the
sacrifice occurring 1 h later. RESULTS: Absolute ethanol induced gastric damage (158.9 +
9.3 mm?), and gastric mucosal hemorrhage (3787.0 + 512.9 pug/100mg) and reduced gastric
glutathione concentration (78.7 £ 9.5 ug/g). Sildenafil protected, in a dose dependent manner,
the ethanol- induced gastric damage , with the maximum effect in the dose of 1 mg/Kg (44.5
7.7 mm?). Sildenafil also reversed the decreased in gastric glutathione (143.6 + 15.7 ug/g)
induced by ethanol. Alone L-NAME (151.1 + 20.9 mm?), ODQ (137.9 + 41.6 mm?) and
glibenclamide alone (137.1 £+ 16,7 mmz) reverted the protection of the sildenafil. But, in the
animals trated with L-NAME + L-arginine (30.9 + 10.5 mm?), or glibenclamide + diazéxido
(60.3 + 2.0 mm2) did not have changes in the effect of the sildenafil. CONCLUSION:
Sildenafil had a gastric protective effect against ethanol- induced gastric damage through the

activation of the NO/cGMP/Katp pathway, at least in part through a increase in stomach GSH.
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I. INTRODUCAO



1.0. INTRODUCAO:

As doengas do trato gastrintestinal, relacionadas ao consumo excessivo de alcool,
possuem um importante papel na gastroenterologia clinica. Entretanto, os mecanismos e a
patofisiologia dos efeitos do etanol nos 6rgdos do trato digestivo ndo sdo completamente
conhecidos. Modelos de animais representam uma ferramenta importante para se investigar as
doencas relacionadas ao dlcool porque ddo aos pesquisadores a oportunidade de usar métodos
que ndo podem ser usados em seres humanos, tais como a tecnologia nocaute (SIEGMUND et
al., 2002). Assim, a lesdo géstrica induzida por dlcool é frequentemente usada como modelo

experimental para selecionar compostos com atividade gastroproterora.

Pacientes que fazem consumo abusivo de antiinflamatdrios ndo esteroidais
(AINESs) ou dlcool possuem uma maior predisposi¢do de vir a ter gastrite hemorrigica aguda.
Além da terapia endoscdpica e cirtirgica, o foco da farmacoterapia atual tem sido o realce de
mecanismos de defesa da mucosa para acelerar a cicatrizacdio e cura da doenga
(CHAMBERLAIN, 1993). Devido a um crescente aumento no consumo de dlcool em todas as
classes sociais, temos que reconhecer que ha uma necessidade enorme de pesquisas que visem
a compreensdo das doencas ligadas ao uso exagerado de etanol para tentar desenvolver
estratégias efetivas para prevenir e tratar os diferentes tipos de doencas do trato gastrintestinal

provocadas pelo alcool.

Adicionalmente, um considerdvel nimero de perguntas, no campo da pesquisa do
dlcool, permanecem abertas, entre elas as mais importantes sdo aquelas sobre a patofisiologia
dos danos induzidos pelo etanol na célula, sobre a agdo dos constituintes ndo-alcodlicos de
bebidas alcodlicas no trato gastrintestinal ou sobre as grandes diferencas inter-individuais na

suscetibilidade as doencas relacionadas ao dlcool (SIEGMUND et al., 2002).

E também conhecido que os processos de modulagio neuronal, tais como a
liberagdo de mediadores vasoativos, sdo cruciais para a resisténcia da mucosa géstrica a
agentes agressivos (YONEI et al., 1990). Vérios achados tém sugerido que hé interagdes entre
mediadores vasodilatadores derivados do endotélio podendo regular a microcirculacio e a

integridade da mucosa (WHITTLE et al., 1990). As células endoteliais também liberam 6xido



nitrico (NO) que medeia o relaxamento vascular induzido por estimulagdo vagal, causando,
em baixas concentracdes, protecdo contra a injuria celular no endotélio (PALMER et al.,

1992).

No trato gastrintestinal o 6xido nitrico (NO) é um importante mediador na defesa
da mucosa gastrica, embora em algumas circunstancias promova lesdes na mucosa
(REFFELMANN & KLONER, 2003). Segundo McNAUGHTON et al., (1989), o NO reduz
significativamente a lesdo gastrica causada por etanol. O NO ¢ sintetizado a partir de um
aminodcido, a L-arginina, pela acdo de uma enzima conhecida como NO sintase (NOS). Até o
momento, trés tipos de NOS foram identificadas: duas isoformas constitutivas, sendo uma
endotelial (NOS endotelial, eNOS) e uma neuronal (NOS neuronal, nNOS), que estdo
envolvidas na liberagdo de NO em condi¢des normais, € uma NOS induzivel que ndo é
expressa constitutivamente, sendo liberada em grandes quantidades nas reacdes inflamatorias

(MONCADA et al., 1991; DING et al., 1988; STUEHR & GRIFFITH, 1992).

O NO ¢ responsével pela modulacdo de alguns componentes gerais de defesa da
mucosa como o fluxo sanguineo géstrico e secre¢do de muco (WALLACE & MILLER,
2000). Entretanto, foi demonstrado que o NO produzido pela acdo da iNOS estd envolvido na
lesdo gastrica induzida por indometacina (SOUZA et al., 2004) e outras desordens
inflamatorias intestinais (WHITTLE et al., 1995). Assim, o desenvolvimento de drogas que
aumentam a atividade da cNOS ou a liberagdo de NO por esta enzima pode ter um importante

papel antiinflamatério e de defesa da mucosa contra injtrias diversas.

O sildenafil é um potente inibidor da fosfodiesterase especifica para o GMPc
(PDES) capaz de inibir a degradacdo do GMPc, potencializando, assim, o efeito do 6xido
nitrico. Essa atividade do sildenafil faz dele uma droga relaxante do musculo liso. A aplicacao
inicial e mais difundida do sildenafil estd relacionada ao aparelho reprodutor na correcdo da
disfuncdo erétil (CHUANG et al.,, 1998). Diversos autores vém trabalhando com outras
possiveis utilidades do sildenafil na terapéutica de doengas, como na hipertensdo pulmonar
(SASTRY et al, 2004), fissura anal (TORRABADELLA et al., 2004), célon irritdvel (FRITZ

et al., 2003), entre outros.



Mais recentemente, foi demonstrado que o sildenafil protege a mucosa gastrica
contra a lesdo induzida por indometacina. Esse efeito é mediado por aumento da atividade do
sistema L-Arginina/ NO/ GMPc. O acréscimo na disponibilidade de GMPc € responsavel
ainda por outros efeitos do sildenafil, como a inibi¢ao da ativacio e adesdo de neutréfilos e o
aumento do fluxo sangiiineo gastrico. Outro achado importante consiste no fato do sildenafil
proteger contra a lesdo gastrica induzida por indometacina sem, no entanto, interferir na sua
acdo antiinflamatdria sistémica. Esses resultados nos levam a acreditar que o sildenafil seja
capaz de modular outros processos fisioldgicos ou patoldgicos mediados por 6xido nitrico
(SANTOS et al, 2004). No presente estudo, pretendemos estudar as hipdteses de que o
sildenafil pode aumentar a defesa da mucosa géstrica contra os danos causados pelo 4lcool,

pois as acdes bioquimicas e farmacoldgicas desse farmaco ainda sdo pouco conhecidas.

1.1. ALCOOL E A LESAO GASTRICA

Pacientes com doencas relacionadas ao dlcool possui um importante papel na medicina
clinica, onde aproximadamente 29% dos homens e 9% das mulheres sdo hospitalizados devido
a doencas relacionadas ao dlcool, afetando os 6rgéos internos (GERKE et al, 1997). Segundo
pesquisas da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), o dlcool é o quinto fator de risco mais
importante, contribuindo para o desenvolvimento de muitas doengcas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002), como esta evidenciado por diversos autores, mostrando que o
consumo excessivo de dlcool aumenta a mortalidade por doengas cardiovasculares, incluindo

hipertensao (ROSENKRANZ, 2003; PREEDY & RICHARDSON, 1994; KAPLAN, 1995).

O dlcool é a causa mais comum de ulceracdo géstrica em homens. E conhecido como
uma substincia necrosante que causa injiria na mucosa géstrica, e a ingestdo excessiva de
etanol pode resultar em gastrite, caracterizada por edema na mucosa, hemorragias
subepiteliais, esfoliagdo celular e infiltracdo de células inflamatdérias (GUSLANDI, 1987). O
etanol absoluto rapidamente promove a formacao de bolhas enantemdticas na mucosa géstrica,
sendo devido a uma reagdo inflamatéria aguda que provoca como caracteristica comum, um

aumento na permeabilidade vascular (SZABO et al., 1985). Essa substancia € conhecida como



uma toxina entérica, afetando a estrutura e funcio de varios elementos do trato gastrintestinal

além de causar efeitos no sistema nervoso central.

O etanol promove rapidamente a formacgdo de ulceras no estomago, que é devido
essencialmente a uma reag¢do inflamatéria (SZABO, 1985). Contudo o consumo crénico de
etanol parece ndo estar relacionado ao desenvolvimento de cincer gastrico em humanos
(SIEGMUND et al, 2002). No esdfago, o consumo de dlcool estd relacionado a génese de
diversas doencas no homem como disfungdes motoras, refluxo gastro-esofagico e cancer de
esdfago (SIEGMUND et al, 2002). No intestino o efeito do dlcool sobre a musculatura e a
absorcdo de nutrientes contribui para a diarréia que € frequentemente observada em
alcodlicos. Esses efeitos no intestino sdo, provavelmente, devidos a uma estase microvascular,
aumento do fluido transcapilar, perda de proteinas, edema epitelial e ruptura das juncdes intra-
epiteliais (BECK et al, 1986), além de haver estresse oxidativo induzido por leucdcitos, e
influéncias negativas na retomada de nutrientes, dgua e eletrdlitos, contribuindo para uma ma
nutricdo que € frequentemente observada no alcoolismo cronico (DINDA et al, 1996; BODE,
1980). Também foi relatado que a maioria dos pacientes com pancreatite cronica apresenta um
histérico de consumo excessivo de alcool. Embora os mecanismos patofisioldgicos desse
ultimo efeito permanecam desconhecidos, foi verificado que o dlcool promove uma grande
reducdo do fluxo sanguineo pancreitico (PITCHUMONI, 2001). O etanol também afeta
seriamente o sistema nervoso central (SNC), envolvendo diversos tipos celulares e sistemas de
sinalizacdo (CHARNESS et al., 1989). Muitos receptores parecem estar envolvidos nos
efeitos agudos do dlcool no SNC, entre eles os receptores do dcido y-aminobutirico do tipo A
(GABA,), da serotonina-3 (5-HT3) e do N-metil-D-aspartato (NMDA). Adicionalmente,
muitos efeitos diretos e indiretos do etanol no SNC podem também ser mediados por
moléculas sinalizadoras como as proteinas quinases (PKA e PKC) e fosfatases (MORROW et

al., 2004).

No estdmago o dlcool interfere na secrecio de dcido géstrico, um efeito possivelmente
mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa € a principal prote¢cdo da mucosa
gdstrica contra o dcido gastrico e o etanol em altas concentragdes aumenta a permeabilidade
epitelial como conseqiiéncia de mudangas no potencial celular, causando re-difusdo de fons H"
(DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969). Nesse 6rgdo também causa deplecdo dos

grupos sulfidrilas, que sdo necessarios para estabilizacdo das membranas celulares, bem como



na eliminacdo de radicais livres. Ainda no estdmago, o etanol influencia a atividade da
musculatura e reduz o fluxo sanguineo, provocando estase gdstrica, congestdo capilar e
aumento da permeabilidade vascular, aumentando os riscos de hemorragias e ulceracdes,
associados as injdrias macroscépicas e histolégicas na mucosa (BODE & BODE, 2001;
MACMATH, 1990; SANTOS & RAO, 2001). A congestdo capilar é quase sempre
acompanhada de estase circulatéria que nio estd associada somente com a constricio de
vénulas na submucosa, mas também com a dilatacdo de arteriolas na submucosa (BOU-

ABBOUD et al, 1988; OATES & HAKKINEN, 1988).

Como conseqiiéncia dos danos aos microvasos, o dlcool promove a liberagdo de
mediadores inflamatérios e vasoconstricdo de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberacdo de endotelina e degranulacdo de mastdcitos.
Eventualmente, esses eventos podem levar a formacdo de mais necrose na mucosa. Alguns
produtos do metabolismo do dcido araquidonico t€m sido implicados na patogénese da injiria
gastrica causada por etanol (PESKAR et al, 1986; SAMONINA et al., 2004).
Patofisiologicamente, as lesdes na mucosa provocadas pelo dlcool podem ser mediadas ou
moduladas, diretamente ou indiretamente, por varias moléculas celulares, tais como as
ciclooxigenases (COX), lipoxigenases, diversas citocinas, citocromo P450 2E1, tromboxanos
e radicais livres derivados do oxigénio (TARNAWSKI et al, 1988; ROBERT et al, 1979). Foi
verificado que o dlcool causa uma aderéncia, dose-dependente, de neutr6filos com
conseqiiente dano celular no epitélio gastrico. Contudo, em concentragdes extremamente altas,
o etanol provoca lesdes na mucosa gastrica independente de neutrdfilos. Este ultimo efeito
deve-se a lesdes nos microvasos e diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico (KVIETYS et al,

1990; SZABO et al, 1985).

O etanol também causa deplecdo de muco, possivelmente por mobilizar os
mucopolissacarideos da mucosa para o limem, reduzindo a capacidade secretéria de muco do
estdmago, contribuindo assim, para a formacgdo de tlceras (CHO et al., 1983.; ISHIHARA et
al., 1988). A liberacdo de muco em resposta a aplicagdo de agentes irritantes possui um papel
importante no reparo do epitélio e no processo de restitui¢cdo. Alguns autores demonstraram
que o Oxido nitrico e as prostaglandinas sdo capazes de aumentar a secrecio de muco no

estdomago (ROWN et al., 1992).



Com base nos conhecimentos produzidos, SIEGMUND et al (2002) propds um

esquema para representar os efeitos agudos e cronicos do etanol na mucosa géstrica (figura 1).

ETANOL
(agudo/cronico)
Desordens na Disfuncio na Proliferacao
Motilidade Barreira Mucosal celular
+H*
T Neutrofilos T Estresse l Glutationa l Fluxo
oxidativo sangiiineo

N /
Y

INFLAMACAO

|

Lesoes na Mucosa, Hemorragia

Figura 1: Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e cronico de etanol no
estdmago (SIEGMUND et al., 2002).

O etanol também atua como um agente pro-inflamatdrio, ativando diversos fatores de
transcri¢do e causando indu¢do do mRNA da COX-2 e indugéo da iNOS (figura 2). A COX é
uma enzima chave na biosintese das prostaglandinas. A isoforma constitutiva da COX (COX-
1) € responsavel pela manutengdo da protecdo gastrintestinal, enquanto a isoforma induzivel

(COX-2) é considerada um mediador dos processos inflamatérios. A COX-2 produz diversas



prostaglandinas derivadas do dcido araquidonico, possuindo um papel crucial na mediacdo de
diversas respostas patofisiologicas (LEE et al, 2005). Segundo LEE et al (2005) o etanol
promove a ativacdo dos dois maiores fatores de transcricdo das células eucaridticas, ou seja,
do AP-1 e NF-«kB, que induzem a formacdo de COX-2. Além disso, o dlcool causa
fosforilagio da MAPK p38, que estd relacionada a mudangas na transcricio de genes
relacionados a inflamacdo (figura 2). Outros investigadores demonstraram que ERK Y2, Egr-1,
COX-2 e caspase-3 estdo envolvidas nas lesdes gdstricas provocadas pelo dlcool.
Similarmente, o ERK %2 e Egr-1 contribuem para aumentar a producdo de TNF-a depois do
consumo croénico de etanol (WU & CEDERBAUM, 2003; KISHORE et al, 2002; SIMONYI
et al, 2002; NANIJI et al, 2003). Ao contririo do que se imaginava, a 16,16 -
dimetilprostaglandina E, (PGE;) ndo protege a superficie das células mucosas da injdria
provocada por etanol, mas previne das lesdes necréticas. Estudos histolégicos mostraram que
a PGE, possui efeitos citoprotetores contra o etanol, especialmente nas células parietais.

(LACY & ITO, 1982; SCHMIDT & MILLER, 1988; GUTH et al., 1984).

Etanol

}

MAPK

}

Fatores de Transcricao

(AP-1, NF-kB)
|
v }
COX-2 iNOS

Mediadores Pro-inflamatorios

Lesoes na Mucosa Gastrica

Figura 2: Esquema ilustrativo dos mecanismos moleculares propostos pelo qual o etanol
provoca inflamacdo e lesdo na mucosa gastrica (LEE et al., 2005).



O consumo cronico ad libitum de etanol apresenta uma significante hipertrofia da
mucosa géstrica. Esta hipertrofia pode ser devido a uma super-expressdo de fatores de
crescimento epidérmico (EGF) e fatores de crescimento tumoral (TGF-a), como reagdo a
presenca de radicais livres do oxigénio e peroxidagdo de lipidios (TARNAWSKI et al, 1992).
Entretanto, a hipertrofia epitelial gastrica observada em ratos parece ser irrelevante para as
condicdes humanas, uma vez que o consumo cronico de dlcool em humanos nio estd

relacionado ao aumento do risco de cancer géstrico (SIEGMUND et al, 2002).

A biodisponibilidade do dlcool consumido oralmente é incompleta, uma vez que os
niveis de dlcool no sangue sdo menores. Esse primeiro passo do metabolismo do élcool possui
grande importancia pratica, visto que, os fatores que impedem esse metabolismo no estdmago
aumentam a concentracdo de etanol na circulagdo sist€tmica. Um grande nimero de estudos
tem evidenciado que a mucosa géstrica contribui substancialmente para esse primeiro passo
do metabolismo do dlcool (CABALLERIA et al., 1987; CABALLERIA et al., 1989; LIM et
al., 1993). Uma fragéo significativa do etanol ingerido é metabolizado na mucosa gastrica, que
contém uma alcool-dehidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1). Em mamiferos, a 4dlcool-dehidrogenase
compreende uma grande familia de enzimas divididas em seis classes de acordo com a
estrutura e funcdo. As enzimas de classe IV s@o extra-hepdticas, sendo encontradas
principalmente na mucosa gdistrica, sendo responsdveis pela metabolizacio do etanol no
estomago (ESTONIUS et al., 1996). Portanto, a fracdo de alcool ingerido que chega ao figado

€ maior quando administrada intravenosamente do que por via oral (BATTISTON et al, 1996).

Foi demonstrado que o dlcool em baixas doses (20%) provoca citoprotecao adaptativa,
com participagdo dos componentes do sistema nervoso autonomo, reduzindo o dano
macroscopico provocado por doses mais altas de etanol no estdmago, mas ndo havendo

melhora microscépica (KO & CHO, 1998).



1.2. OXIDO NITRICO E A PROTECAO GASTRICA

Recentemente a descoberta do radical monoxido gasoso de nitrogé€nio, o 6xido
nitrico (NO), tem chamado a atengdo pela sua participagdo na sinalizacdo de inumeros
processos fisiologicos e patoldgicos. O NO € um gis de radical livre e ndo carregado,
participando em intimeros processos fisiolégicos como relaxamento do misculo liso e
vasodilatacdo, neurotransmissdo, agregacio plaquetaria, regulacdo dos mecanismos pré e anti-
apoptéticos, controle da pressdo arterial, fluxo sanguineo regional (RADOMSKI &
MONCADA, 1993; KIM et al.,, 2001), inibicdo de outros neurotransmissores NANC
(BOECKXSTAENS & PELCKMANSI, 1997), mecanismos de defesa do hospedeiro,
regulacdo da expressdo de alguns genes e funcdo mitocondrial (LAMAS et al., 1998). Além
disso, a produgdo excessiva ou acdo inadequada de NO pode estar envolvida na patologia de
védrias doengas como disfuncdo erétil, estenose pildrica hipertréfica, hipercolesterolemia e
diabetes mellitus (RANG et al., 2003), além de ter participacio em diversas doencas
inflamatérias como artrite, miocardite, colites, nefrites e outras condi¢cdes patolégicas como o

cancer e doencas neurodegenerativas.

A descoberta do NO como um agente de sinalizagdo celular foi um dos mais
importantes acontecimentos na fisiologia humana dos anos 80-90. Os primeiros estudos das
acdes bioldgicas do 6xido nitrico comegaram com as observacdes de que o NO, gerado de
uma solugdo de nitrito acidificada, ativava preparacdes soliveis da guanilato ciclase
(ARNOLD et al., 1977). Foi sugerido também que os efeitos de varios agentes contendo
nitrogénio, tais como a nitroglicerina, substancia bastante usada no século 19 no tratamento da
angina de peito, eram devidos ao NO (MURAD et al., 1978). Logo depois disso, foi mostrado
que o NO provocava relaxamento e que este efeito estava associado com a ativagdo da
guanilato ciclase (GRUETTER et al., 1979). O NO foi descoberto, definitivamente, na
vasculatura, quando foi constatado que o relaxamento vascular induzido por acetilcolina era
devido a um fator, mais tarde conhecido como fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Alguns anos mais tarde, em 1987, foi
demonstrado que esse fator de relaxamento derivado do endotélio era um gas, o 6xido nitrico.
Palmer e colaboradores sugeriram que o EDRF e o 6xido nitrico eram equivalentes na

atividade bioldgica, estabilidade quimica e suscetibilidade a inibidores e potencializadores



como a hemoglobina e a superéxido dismutase, respectivamente (PALMER et al., 1987).
Nesse mesmo ano, foi demonstrado que as células endoteliais produziam NO a partir da L-

arginina (KUO & SCHROEDER, 1995).

O NO enddgeno € sintetizado a partir de um atomo de nitrogénio terminal da L-
arginina pela acdo da enzima NO sintase (NOS, EC 1.1413.399) (Figura 3). O NO, com um
elétron desemparelhado €, por definicdo, um radical livre sendo por isso uma molécula
altamente reativa (MARLETTA, 1993; BUTTLER et al., 1995). Assim, o NO pode ser um
agente oxidante ou redutor dependendo do meio em que ele estd e é rapidamente destruido
pelo oxigénio, sendo que sua oxidagdo produz nitrito e nitrato (KIECHLE & MALINSKI,
1993). Ha anos se conhece que essa molécula forma vérias espécies reativas do nitrogénio
(RNOS) na presenga de oxigénio que pode ser deletério para os sistemas bioldgicos. Os
intermedidrios da reagdo NO/O, podem oxidar substratos importantes podendo levar a
altera¢des nas macromoléculas como as enzimas e o DNA (WINK et al., 1995). Além dessas
espécies reativas formadas pela auto-oxidacdo, o NO reage com radicais reativos derivados do
oxigénio, o superdxido (HUIE & PALMAIJA, 1993), formando um potente agente oxidante, o
peroxinitrito, que pode modificar quimicamente muitas moléculas bioldgicas importantes
(BECKMAN et al., 1993). Ao contrario dos efeitos deletérios formados pelo NO/O; ou
NO/O,", o NO também possui propriedades antioxidantes. Kanner e colaboradores mostraram
que o NO previne a destruicdo das hemoproteinas pelo peréxido de hidrogénio (H,O»)
(KANNER et al.,, 1991). Diversos estudos também sugerem que o NO, em baixas
concentragdes, pode atuar como um antioxidante nas reagdes de peroxidacdo de lipidios
podendo ter um papel protetor em doencas como a aterosclerose (HOGG et al., 1993). Além
disso, o NO em baixos niveis (< 3 mg/Kg) pode proteger as células contra os efeitos deletérios

do peroxido e dos radicais ROS (WINK et al., 1995).



HHE+YNH2 NDHYNHE D\T/NHE
NH MH NH
N > + *NO
NHy+ COO- NHy+ COQ- NH3+ COO-
L-Arginina N-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 3: Oxidagdo da L-arginina para L-citrulina pela agdo das enzimas oxido nitrico
sintases (EISERICH et al., 1998).

Nas células do endotélio vascular, na presenca do oxigénio molecular, as enzimas
NOS catalisam a oxidac@o de cinco elétrons da L-arginina (L-ARG) produzindo o radical livre
gasoso, NO, e L-citrulina (MARLETTA, 1993; BUTTLER et al., 1995; KUO &
SCHROEDER, 1995). A combinacdo dos mecanismos e técnicas de biologia molecular
revelou que a forma ativa da NOS € um dimero contendo flavina (FAD, FMN), heme,
NADPH e tetrahidrobiopterina como grupos prostéticos (MARLETTA, 1993). O NO tem alta
afinidade com o grupo heme encontrado em proteinas intracelulares como, por exemplo, a
oxido nitrico sintase, a ciclooxigenase e a guanilato ciclase. Também é capaz de se ligar a
grupos-SH, formando tiol (nitosotiol) (PALMER et al., 1988; DAVIES et al., 1995). Estudos
recentes suportam a hipotese que as NOS convertem L-ARG em NO através de fases

consecutivas (KERWIN & HELLER, 1994; OLKEN & MARLETTA, 1993).

Atualmente, existem trés isoformas conhecidas das enzimas NO sintases (NOS):
uma forma induzivel (iNOS ou NOS-II) e duas formas constitutivamente expressas, sendo
denominadas de NOS endotelial (eNOS ou NOS-III) e NOS neuronal (nNOS ou NOS I)
(MONCADA et al., 1991; PFEILSCHIFTER et al., 2001). A expressdo da iNOS nas células
de mamiferos é governada, predominantemente, pelo fator de transcricio NF-xB que regula a

expressdo de muitos mediadores inflamatérios (JANSSEN-HEININGER et al., 2000). Essa



expressdo € o resultado de uma resposta inflamatéria localizada ou difusa resultante de uma
infec¢do ou dano tecidual. A iNOS produz uma quantidade de NO aproximadamente 10.000
vezes maior do que as isoformas constitutivas e sua regulacdo independe do célcio
intracelular. Ela pode ser expressa por varios tipos celulares incluindo macréfagos e células de
Kupffer, neutréfilos, fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a
estimulos patolégicos, como microrganismos invasores (MONCADA et al., 1991; RANG et
al., 2003). A iNOS ¢ induzida principalmente por estimulos pré-inflamatérios, incluindo o
lipopolissacaridio bacteriano (LPS) e citocinas como o fator de necrose tumoral o (TNF- a. ),
interleucina-1 e interferon-y atuando principalmente nos processos de eliminacdo de
patogenos, contribuindo para a resposta imune contra a invasdo de microrganismos e células
tumorais. Porém, a produgdo em excesso de NO estd associado com varias doengas, como o
choque séptico, inflamacdo cronica e aguda, doengas auto-imunes e aterosclerose. A indugao
da iNOS pode ser suprimida pela interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10), interleucina-
13 (IL-13) e por glicocorticdides, que inibem a indug¢do, mas ndo a atividade das enzimas ja
induzidas (DAVIES et al., 1995; FORSTERMANN et al., 1994; RANG et al., 2003). O NO
derivado da iNOS parece contribuir para a patofisiologia das doengas inflamatérias de modo
geral (EISERICH et al., 1998; PFEILSCHIFTER et al., 2001). Assim, onde a resposta
inflamatoria é parte de uma resposta adaptativa (infeccdo ou sepse), a expressdo de iNOS é
benéfica; quando a expressdao da iNOS € parte da inflamacdo anormal (ndo daptativa), a

expressdo de iNOS pode ser nociva (doenga auto-imune) (DAVIES et al., 1995).

Sobre condig¢des fisioldgicas as células produzem apenas pequenas quantidades de
NO, e essa producdo depende das enzimas constitutivas (eNOS e nNOS), indicando que o NO
atua diretamente no controle de diversas respostas celulares. A isoforma III ou 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS) é uma proteina de 153 kDa associada a fracdes sub-celularese
possuindo sua atividade basal inibida por inibidores da NO sintase, como o NC-nitro-L-
arginina-metilester (L-NAME) e NG—monometil—L—arginina (L-NMMA). E encontrada, além
do endotélio, nos midcitos cardiacos, nas células mesangiais renais, nos osteoclastos e
osteoblastos e nas plaquetas (RANG et al., 2003; FLEMING & BUSSE, 1999). A eNOS
produz NO em resposta a mobilizacdo do cilcio para manutencdo da homeostase vascular
normal, incluindo regulacdo da pressdao sanguinea e preven¢do da adesdo e ativacdo de
plaquetas e leucdécitos. A isoforma I ou 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) estd presente

principalmente em neur6nios, mas também pode ser expressa no rim, no musculo esquelético,



no 6rgio sexual masculino, no pancreas e epitélio do pulmio, estobmago e tdtero. O 6xido
nitrico produzido pela a¢do da nNOS possui funcdo de neurotransmissdo, mas também pode
ser utilizado para regulacdo do tonus muscular do trato gastrintestinal e musculo esquelético.
A atividade de todas as isoformas constitutivas depende do célcio intracelular, sendo
controlada pela célcio-calmodulina intracelular (EISERICH et al., 1998; FORSTERMANN et
al., 1994).

O NO possui importantes fun¢des no sistema nervoso central (SNC) incluindo a
modifica¢do na percepcdo de dor, mediagdo em longo prazo da memoria, controle do fluxo
sanguineo cerebral e neurodegeneracdo, além de atuar como um neurotransmissor no
relaxamento do musculo liso (LIPTON et al., 1993; BLACK et al., 1994; SANTILLAN et
al.,1999). Entretanto, ao contrario dos neurotransmissores cldssicos, o NO ndo é armazenado,
ndo atua em receptores extracelulares ¢ ndo é somente liberado dos terminais nervosos, mas

também dos axonios, o que sugere uma liberagdo nao vesicular (LAMAS et al., 1998).

No estomago o NO possui um importante papel na prevencao e reparo de injurias
no trato gastrintestinal (TGI), participando no controle da producdo de muco e secrecdo de
bicarbonato no TGI, na regulacdo do fluxo sanguineo capilar da parede gastrintestinal, além
de atuar como agente citoprotetor, antiinflamatério e como complemento aos efeitos
protetores das prostaglandinas no estdmago (MUSCARA & WALLACE, 1999; WALLACE
& GRANIIER, 1996). MASUDA e colaboradores também verificaram que o NO reduz
efetivamente a injuiria na mucosa géstrica provocada por agentes quimicos, como o etanol,
além de facilitar a cicatrizagdo do tecido lesado (MASUDA et al, 1995). WALLACE também
propds que o NO seria um importante mediador na defesa da mucosa gastrica, mas
paradoxalmente, em vdrias situagdes, poderia contribuir para a lesdo da mucosa. A presenca
de NO em baixas concentragdes estd associada aos efeitos benéficos no TGI, enquanto o NO
em altas concentracdes pode induzir a formacdo de radicais derivados do nitrogénio, que sdo

téxicos para vérias linhagens celulares (WALLACE & MILLER et al., 2000).



1.3. SILDENAFIL (VIAGRA®), cGMP E A PROTECAO GASTRICA

Em condigdes fisioldgicas normais, o 6xido nitrico liberado pelos nervos nao-
adrenérgicos e ndo-colinérgicos (NANC) ou o NO liberado do endotélio se liga a um
componente heme da guanilato ciclase soltivel, ativando-a. Essa enzima induz a sintese de um
mensageiro intracelular, a guanosina 3°,5 -monofosfato ciclico (GMPc) (MORELAND et al.,

1999).

O GMPc foi descoberto na urina, ndo muito tempo apds a descoberta do AMPc
(ASHMAN et al., 1963). Depois, foi verificado que ele estava presente em todas as células de
mamiferos (HARDMAN & SUTHERLAND, 1969) e hoje sabe-se que ele € sintetizado por
uma familia de enzimas conhecidas como guanilato ciclases, sendo um segundo mensageiro

que regula muitos eventos de sinalizacdo celular (KRUMENACKER et al., 2004).

A sinalizagdo via GMPc possui trés mecanismos efetores principais nas células
eucaridticas, que sdo os canais i0nicos, as fosfodiesterases (PDEs) e as proteinas quinases
(LUCAS et al., 2000). A ligagdo do GMPc a proteinas quinases GMPc-dependentes (PKGs)
ou a canais de fons GMPc-dependentes resultam em reducdo do célcio intracelular, devido ao
seqiiestro do Ca”* e ativacdo de fosfatases de miosina de cadeia leve, causando diminui¢do da
contratilidade da musculatura lisa, com conseqiiente relaxamento (LEE et al., 1997;
CHUANG et al., 1998). Assim, agentes vasoativos, incluindo o NO, o polipeptidio intestinal
vasoativo (VIP), a prostaglandina E1 (PGE)), inibidores de fosfodiesterases e antagonistas dos
receptores o-adrenérgicos iniciam ou provocam relaxamento do musculo liso (CHUANG et
al., 1998; PROST, 1996). Cada um destes agentes afetam a contratilidade do mdsculo liso via
um mecanismo distinto e especifico que, recentemente, parece ser devido a mudangas no
célcio intracelular e a modulacio de quinases de miosina de cadeia leve (MLCKSs) e fosfatases
de miosina de cadeia leve (MLCPs). Estas enzimas rapidamente alteram o estado de
fosforilagdo da miosina, resultando em contragdo ou relaxamento do musculo liso (CHUANG

etal., 1998; REMBOLD, 1991; STIEF et al., 1997).

As concentragdes intracelulares de GMPc s@o reguladas pela acdo da guanilato

ciclase e as fosfodiesterases especificas para o GMPc. A guanilato ciclase solivel, quando



ativada por NO, catalisa a formacdo do GMPc a partir do GTP, enquanto as fosfodiesterases
cGMP-especificas catalisam a hidrélise do GMPc a GMP (BEAVO, 1995; POLSON &
STRADA, 1996; PYNE et al., 1996). Existem 2 classes de enzimas guanilato ciclases (GCs),
ambas capazes de formar GMPc a partir do GTP intracelular: a primeira é chamada de
guanilato ciclase particular (pGC) que sdo moléculas receptoras ligadas particularmente a
membrana, possuindo um dominio de ligacio do ligante extracelular, um dominio
transmembrana e um dominio citoplasmaético; a segunda forma da GC é chamada de guanilato
ciclase solivel (sGC) expressa praticamente em todos os tipos celulares, sendo uma enzimas
citosélica contendo um grupo heme que medeia sua ativagio pelo 6xido nitrico. A produgdo
de GMPc pela sGC é o mecanismo pelo qual o NO produz muitos dos seus efeitos fisiologicos
como molécula sinalizadora (KRUMENACKER et al.,, 2004; LUCAS et al., 2000;
BEHRENDS et al., 2000). Essa tdltima enzima consiste em duas subunidades (o e ) com
diferentes variantes. Cada subunidade possui trés dominios comuns, que sao responsdveis pela
sua estrutura e fung@o: o primeiro € o dominio N-terminal heme-ligante, o segundo é o
dominio de dimerizagdo e o terceiro € o dominio catalitico C-terminal. O dominio catalitico é
a regido mais conservada entre os trés dominios, e € responsdvel pela conversdo do GTP em

GMPc (KOESLING, 1999).

As fosfodiesterases catalisam a hidrdlise do AMPc e GMPc, que s@o responsdveis
por ativacdo da via de sinalizagdo que leva ao relaxamento do musculo liso. Até o momento,
11 isoenzimas de fosfodiesterases foram identificadas e caracterizadas, todas relacionadas
estruturalmente e funcionalmente e cada uma possuindo especificidades diferentes para o
AMPc ou GMPc. Destas isoenzimas, as fosfodiesterases dos tipos 5, 6 e 9 s@o especificas
para o GMPc (BEAVO, 1995; FISCHER et al., 1998; POLSON & STRADA, 1996;
SONDERLING et al., 1998; KUTHE et al., 2000 e 2001; FAWCETT et al., 2000).

A fosfodiesterase do tipo 6 € expressa somente na retina (BEAVO, 1995). A
fosfodiesterase do tipo 9 foi recentemente clonada e é expressa em grandes quantidades no
rim e bago, mas pode ser encontrada no figado, pulmdo, intestino delgado e cérebro
(FISCHER et al., 1998; SONDERLING et al., 1998). A andlise cinética das fosfodiesterases
revelaram que elas requerem uma alta concentracdo de substrato para sua atividade, sugerindo
que essas isoenzimas podem ndo regular fisiologicamente os niveis de GMPc intracelular

quando presente em baixas concentragdes (FRANCIS et al., 1980; MORELAND et al., 1998).



Contudo, a PDE do tipo 5 (PDES) hidrolisa o0 GMPc a baixas concentracdes de substratos e
representa a principal atividade hidrolitica do GMPc nos corpos cavernosos de humanos
(MORELAND et al., 1998). Entdo, o fato de diferentes tecidos expressarem isoenzimas
especificas de PDE, a regulacdo da terminacdo de sinais é dependente do tipo de tecido,
resposta celular e metabolismo do nucleotideo ciclico (BEAVO, 1995; PYNE et al., 1996;
POLSON & STRADA, 1996).

A PDES foi primeiro identificada como a principal proteina de ligacdo ao GMPc
no pulméao de bovinos (FRANCIS et al., 1980) e depois foi caracterizada como um ligante de
GMPc. A PDE pulmonar bovina do tipo 5 é expressa como um mRNA de 6-9 Kb, composta
de 875 aminodacidos e forma um homodimero com subunidades de 99,5 KDa (McALLISTER-
LUCAS, 1993). A PDES foi recentemente clonada e é expressa numa grande variedade de
tecidos. A PDES humana possui 95% de semelhanca com a PDES bovina, sendo composta de

875 aminoacidos e com uma massa molecular de 100 KDa (STACEY et al., 1998).

A PDES contém 2 dtomos de zinco por mondmero que se liga com alta afinidade e
sd0 necessdrios para a sua atividade catalitica (FRANCIS et al., 1994). Cada subunidade
contém um sitio alostérico para ligacdo do GMPc e a ocupagio destes sitios € necessaria para

a fosforilagdo da PDES (TURKO et al., 1998).

Foi identificada a expressdo da PDES na traquéia, no musculo liso pulmonar e
vascular (BEAVO, 1995), bem como nas plaquetas (BALLARD et al., 1998). Contudo, a
distribuicdo da PDES ndo estd bem caracterizada, mas tem sido relatada sua ocorréncia nos
COrpos cavernosos, na bexiga, no utero, na prdstata, no célon, no pancreas, no estdmago
(STACEY et al., 1998), no pulmio (SANCHEZ et al., 1998) e nas células de Purkinje durante
o desenvolvimento neuronal (KOTERA, 1997).

A inibicdo da atividade da PDES aumenta os niveis intracelulares de GMPc em
resposta ao estimulo que ativa a via NO-GMPc, provocando relaxamento do musculo liso
(ROBERT et al., 1999). Assim, administragdo aguda ou cronica de inibidores da PDES tais
como o sildenafil (viagra®), o tadalafil (cialis®) e o vardenafil (levitra®), podem melhorar a
funcdo vascular e endotelial por aumentar os niveis de GMPc endotelial gerados pela ativagdo

endotelial de NO que modula o tdnus vascular e facilita a vasodilatagdo durante o estresse



(HALCOX et al., 2002; MONTORSI et al., 2006). Portanto, a inibicdo da PDE5 & um alvo

potencial para a farmacoterapia de inimeras condi¢Ges patoldgicas.

O sildenafil (1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1-H-pyrazolo
[3,4-d]pyrimidin-5-yl) phenyl sulfonyl]-4-methylpiperazine) é um inibidor seletivo e
reversivel da PDES, tendo sido aprovado como um agente oral no tratamento da disfungdo
erétil em homens (figura 3) (GOLDSTEIN et al., 1998; BALLARD et al., 1998; BURNETT,
1997). Ele exibe alta afinidade pela PDES e PDE6 com uma constante de inibi¢do (Kj) de ~3-5
e 33 nM, respectivamente. Isso sugere que o sildenafil aumenta a atividade do NO, mediando
o relaxamento (BALLARD et al., 1998). A inibicdo da PDES pelo sildenafil correlaciona-se
com o aumento na concentracdo intracelular de GMPc e diminui¢do da fosforilacdo da
miosina de cadeia leve, causando amplificacdo da via de sinalizacdo endégena do NO-cGMP

(CHUANG et al., 1998).
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Figura 4: Estrutura quimica do GMPc e do sildenafil, um inibidor especifico da
fosfodiesterase 5.

Depois da administracdo oral de sildenafil, ele € rapidamente absorvido e a sua
concentragdo plasmatica maxima é atingida dentro de 60-120 minutos (BOOLELL, 1996),

com uma biodisponibilidade de 40%, onde, aproximadamente, 96% do sildenafil e seus



metabdlitos se ligam, reversivelmente, as proteinas plasmaticas. Essa ligacdo reversivel do
sildenafil determina uma atividade livre para dentro do musculo liso e inibicdo da enzima
alvo. O sildenafil é metabolizado no figado por enzimas do citocromo P450 (CYP 3A4,
CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6), sendo convertido a metabdlitos ativos. Sua meia-vida € em
torno de 4 horas (BOOLELL, 1996; COOPER et al., 1997; WARRINGTON et al., 2000).

O impacto do citrato do sildenafil na pritica médica e na sociedade tem sido
grande, devido a o grande niimero de prescricdes. Essa droga foi aprovada em margo de 1998
pelo US Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da disfun¢do erétil,
atingindo a marca de 10 milhdes de prescricdes em mais de 5 milhdes de homens (BOYCE &

UMLAND, 2001).

Recentes estudo mostraram que hd uma significativa expressao do mRNA da
PDES em virios tecidos, tais como o pulmio, pancreas, célon, estdbmago, rim, bexiga e
préstata (STACEY et al., 1998), indicando que o sildenafil pode ter acdo em diversos 6rgdos.
O sildenafil ¢ uma droga usada no tratamento da impoténcia. No trato gastrintestinal, foi
verificado que o sildenafil modifica a mobilidade gastrintestinal em humanos (BORTOLOTTI
et al., 2001) e animais (ROSALMEIDA et al., 2003). Também foi relatado que o sildenafil,
atuando via NO, protege a mucosa gdstrica contra a indometacina, um AINE que provoca
gastropatia e ulceracdes no estdmago. Esse efeito gastroprotetor do sildenafil pode ser devido,
em parte, a uma reducio da adesdo de leucdcitos nas vénulas mesentéricas pds-capilares e
manutengdo do fluxo sanguineo gastrico (SANTOS et al., 2005). Outros autores também
mostraram que as drogas que aumentam a liberacdo de NO-constitutivo protegem a mucosa
géstrica contra os AINEs, além de aumentar a cicatrizagdo da tlcera induzida por esses

farmacos (CALATAYUD et al., 1999; ELLIOTT et al., 1995).

Foi relatado que o uso do sildenafil estd associado a alguns efeitos adversos como
dor de cabeca, rubor, dispepsia, rinite, congestdo nasal, diarréia e distdrbios visuais
(GOLDSTEIN et al., 1998; MORALES et al., 1998). Contudo o tratamento com sildenafil
ainda néo foi examinado em pacientes com dlcera péptica ou consumo abusivo de dlcool. O
distirbio visual em pacientes que fazem uso do sildenafil deve-se a inibi¢do da PDE6 na
retina, isso porque aumentos na concentracdo de GMPc estd associado com apoptose na retina

(FOX et al., 1997).



O sildenafil possui interagdes farmacodinamicas e farmacocinéticas importantes.
As interacdes farmacodinamicas s@o possiveis entre o sildenafil e agentes que alteram a
vasoconstricgdo ou a vasodilatacdo. As interacdes farmacocinéticas sdo principalmente
relacionadas aos efeitos sobre o sistema CYP3A4, que também metabolizam o sildenafil.
Algumas drogas como os antagonistas dos canais de cdlcio interagem com o sildenafil por
ambos os mecanismos (BOYCE & UMLAND, 2001). Com exce¢do dos nitratos, na qual o
uso de sildenafil pode aumentar o risco de infarto do miocardio, ndo ha contra-indicagdes para
o uso do sildenafil junto com outros medicamentos cardiovasculares (PADMA-NATHAN et

al., 2002).

1.4. MECANISMOS DE PROTECAO GASTRICA E GLUTATIONA (GSH)

Em condi¢des fisioldgicas, existe no estdmago um balanco entre os fatores
agressores (HCI, pepsina, bile e enzimas pancredticas) e os mecanismos gastroprotetores
(muco-bicarbonato, prostraglandinas e glutationa). Esses mecanismos podem ser classificados,
pelo local de agdo, em mecanismos de protecdo pré-epitelial, epitelial ou subepitelial. A
protecdo pré-epitelial € realizada pela barreira muco-bicarbonato, que cria um gradiente de pH
necessario para manter neutra a superficie das células epiteliais contra a acidez gastrica. A
protecdo epitelial é dada pelos surfactantes (fosfolipidios anféteros) que aumentam a
hidrofobicidade das membranas bioldgicas, tornando-as resistentes aos agentes hidrofilicos
agressores, tais como a aspirina. Juntamente com os surfactantes, os compostos sulfidrilicos
ndo-protéicos (NH-SH, glutationa) constituem fatores importantes da protecdo epitelial contra
radicais livres. A protec@o subepitelial € dada pelo fluxo sanguineo que suplementa nutrientes
e oxigénio, além de remover {ons hidrogénio e outros agentes nocivos. Recentemente,
evidéncias experimentais t€m enfatizado o papel do fluxo sanguineo e, em particular a
microcirculagdo na patogénese de injdrias na mucosa gastrica. Atribui-se o controle do fluxo

sanguineo da mucosa géstrica as prostaglandinas (ALPHIN et al., 1977; FORSELL, 1988).
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Figura 5: Esquema fisiopatoldgico atual da tlcera péptica

A glutationa (GSH) € um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina,
existente em praticamente todas as células de mamiferos (figura 6). Ele exibe um grande
nimero de fungdes essenciais para a célula, incluindo transporte de aminodcidos, catélise
enzimdtica e prote¢do contra os efeitos deletérios de radicais livres endogenos e metabdlitos
toxicos (MEISTER, 1991; ROSS, 1988). A atividade antioxidante do GSH € mediada por dois
mecanismos: primeiro, o GSH pode diretamente remover radicais livres; segundo, o GSH
pode funcionar como um substrato para a glutationa peroxidase (GPX), eliminando peréxido

de hidrogénio e hidroperéxidos no citosol e mitocondrias (REED & FARISS, 1984).

Glutamilcisteina
Glutamato + Cistefna Sintetase ,  Glytamilcisteina
Glutationa
Glutamilcisteina + Glicina Sintetase . Glutationa

Figura 6: Esquema representativo das etapas na sintese de glutationa (SMITH et al., 1996).



Na década de 80, um grande niimero de pesquisadores relatou sobre a importancia
do GSH na defesa da mucosa géstrica. Esta tese foi inicialmente baseada na observagdo de
que, tanto no homem como em animais, o0 GSH estd presente em altas concentracdes no
estdbmago quando comparado com outros 6rgdos, sugerindo seu papel protetor como um
composto antioxidante endégeno (BOYD et al., 1981; MILLER et al., 1985; MUZUI &
DOTEUCHI, 1986; SZABO et al., 1981). Ao mesmo tempo, algumas substincias conhecidas
por causar injiria na mucosa gédstrica foram associadas com uma diminui¢do dos niveis de
GSH, enquanto os agentes conhecidos por causar protecio na mucosa gastrica, como as
prostaglandinas, aumentam a concentragdo de GSH (MILLER et al., 1985; MUZUI &
DOTEUCHI, 1986; SZABO et al., 1981).

1.5. CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (Kirp) E A PROTECAO
GASTRICA

O canal de Ka1p € um complexo hetero-octamérico composto de duas subunidades
que formam um poro: a subunidade Kir6.x (Kir6.1 ou Kir6.2) e subunidade SUR. Esta tltima
subunidade estd associada a uma proteina reguladora pertencente a receptores das
sulfoniluréias, que é frequentemente usado para o tratamento do diabetes mellitus do tipo 2
(AGUILAR-BRYAN & BRYAN, 1999; SEINO et al., 2000). Estes receptores sdo definidos
tendo por base a sua sensibilidade para o ATP intracelular que inibe a sua atividade. Os
receptores Kir6.1 e Kir6.2 possuem dois dominios transmembrana, que sdo essenciais para o
fechamento e abertura do canal INAGAKI et al., 1995). H4 duas isoformas de receptores das
sulfoniluréias, SUR1 e SUR2, que sdo derivados de dois diferentes genes. A SURI foi
primeiro clonada das células B-pancredticas (AGUILAR-BRYAN et al., 1995). Os receptores
das sulfoniluréias possuem trés dominios transmembrana conhecidos como TMDO0, TMD1 e
TMD?2, cada um contendo 5, 6 e 7 dominios de membrana, respectivamente. Os receptores das
sulfoniluréias ainda possuem dois nucleotideos (NBF-1 e NBF-2) ligados no lado
citoplasméatico (CONTI et al., 2001). A proteina SURI1 apresenta alta capacidade e afinidade
de ligacdo a sulfoniluréia glibenclamida, enquanto a SUR2 possui uma afinidade baixa por

esse composto (AGUILAR-BRYAN et al., 1995). A SURI1 ¢ expressa em altos niveis no



pancreas e em baixas concentragdes no cérebro, enquanto a SUR2 é expressa em altos niveis

no corac¢do e musculo esquelético (INAGAKI et al., 1996).

Os canais de Karp participam da atividade elétrica em muitos tecidos por regular o
fluxo de potdssio na membrana celular. Esses canais podem ser ativados por alguns fatores
como a voltagem, a entrada e a liberacdo de cdlcio intracelular, as proteinas G e ATP. Na
maioria das células excitdveis os canais de Karp estdo fechados em condicdes fisioldgicas e
abertos quando a razdo [ATP]/[ADP] estd diminuida (figura 7). A dissociacdo do ATP causa a
sua oclusdo e conseqiiente hiperpolarizagdo da membrana (SOBEY, 2001). A razdo
[ATP]/[ADP] € diminuida quando o nucleotideo NBF-1 se liga ao ATP e o NBF-2 liga-se ao
MgADP. Neste estado de conformagdo, a interagdo de SUR1 com Kir6.2 reduz a afinidade da
Kir6.2 ao ATP, abrindo os canais de potdssio. Em contraste, quando a razdo [ATP]/[ADP]
estd aumentada, a diminui¢do do MgADP induz a sua dissociagdo do NBF-2, resultando em

liberagdao e ligacdo do ATP a NBF-1 e, consequentemente, fechamento dos canais

(BIENENGRAEBER et al., 2000).

Canais de Kxtp

Metabolismo — Atividade eletrica —» Funcoes celulares

¥ I
Hiperglicemia Secrecio de horminios
Hipogliemia | ———_ | Excitahilidade dos
Hipoxia muisculos
Isquemia Excitshilidade de neurénios

Figura 7: Papel metabdlico e funcoes celulares dos canais de Karp. Os canais de Katp
possuem um importante papel na resposta celular de vérios tecidos sob estresse metabdlico,
incluindo hiperglicemia, hipoglicemia, hip6xia e isquemia (Adaptado de SEINO & MIKI,
2003).



Os canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) pertencem a uma grande familia de
proteinas de membrana. Foi descoberto inicialmente no coragdo (NOMA, 1983) e encontrado
mais tarde em outros tecidos como o pancreas (ASHCROFT et al., 1984), o misculo
esquelético (SPRUCE et al., 1985), o miisculo liso (STANDEN et al., 1989), o rim (HUNTER
& GIEBISCH, 1988) e o cérebro (ASHFORD et al., 1988) Os Karp sdo inibidos pelo ATP
intracelular e ativados pelo MgADP, um composto que interage com as NBFs da subunidade
SUR, ativando-a (GLIBLLE et al., 1997; NOMA, 1983). Apresentam um importante papel em
varios processos fisiolégicos como a liberagdo de neurotransmissores (LISS et al., 1999), a
excitabilidade celular, a secrecdo de hormonios, a citoprotecio na isquemia cardiaca e
cerebral, a reatividade vascular, o tonus do musculo liso (DAUT et al., 1994), o controle da
secrecdo de insulina e glucagon (ASHCROFT et al., 1984) (figura 7). Também estio
envolvidos nas respostas celulares a vérios tecidos, alterando o estado metabdlico, como
hiperglicemia, hipoglicemia, isquemia e hipéxia (YOKOSHIKI et al., 1988; SEINO & MIKI,
2003) (figura 7).

O papel fisioldgico dos canais de Karp tem sido melhor caracterizo nas células [3-
pancreatica. Nestas células, o aumento na concentragdo de ATP e do metabolismo da glicose
fecha os canais de Katp (COOK et al., 1988). No coracdo os canais de Katp estdo envolvidos
no aumento do efluxo de K" e encurtamento do potencial de a¢io, podendo causar distirbios
eletrofisiologicos e induzir arritmias (GASSER & VAUGHAN-JONES, 1990; WILDE &
JANSE, 1994). No sistema vascular, os canais de Katp estdo implicados no relaxamento do
musculo liso vascular, possuindo um papel importante no controle da pressdo sanguinea
(NELSON & QUAYLE, 1995). Essa vasodilatagdo pode ser bloqueada pela glibenclamida,
uma sulfoniluréia que inibe e fecha os canais Katp (BEECH et al., 1993). No cérebro os
canais de Karp sdo detectados em muitos tipos celulares, incluindo neurénios do hipocampo,
células gliais, neurdnios hipotaldmicos e substancia negra (LISS et al., 1999; FUJIMURA et
al., 1997). A abertura desses canais no cérebro sob estresse metabdlico possui a¢do protetora

contra a lesdo neuronal e neurodegeneracio (BLONDEAU et al., 2000).

Tem sido postulado que os canais de Katp estdo envolvidos em uma variedade de
funcdes fisiopatoldgicas do estdbmago tais como: regulagdo do fluxo sanguineo, secrecdo de

acido gastrico e contratilidade do estdmago (TOROUDI et al., 1999). Entretanto, os efeitos



diretos sobre os canais de potissio sensiveis ao ATP na modulacio dos eventos

gastroprotetores nao foram ainda completamente investigados.

Alguns compostos como o diazéxido, o cromokalim, o pinacidil e o nicorandil sdo
drogas que ativam e abrem os canais de potdssio em diversos tecidos, causando
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e reducdo da atividade elétrica (ASHCROFT &
GRIBLLE. 2000; JAHANGIR et al., 2001). Tem sido mostrado que diferentes subunidades
conferem variagdes na sensibilidade a essas drogas. Por exemplo, os receptores Kir6.2/SUR1
sao ativados fortemente pelo diaz6xido, mas ndo pelo pinacidil. Contudo, os receptores Kir6.2
e SUR2 sao ativados pelo pinacidil e cromokalim, mas nio pelo diazéxido (INAGAKI et al.,
1995; GLIBLLE et al., 1998). Trabalhos recentes estudando os efeitos do diazéxido no
estdbmago demonstraram que ele inibiu as lesdes na mucosa géstrica induzidas por etanol,
enquanto a glibenclamida (bloqueia o canal de Katp) aumentou as lesdes géstricas induzidas
por etanol (TOROUDI et al., 1999). Também foi mostrado que o efeito lesivo direto da
indometacina na mucosa gastrica de rato pode ser agravado pelo uso da glibenclamida.
Entretanto esse efeito pode ser inibido com o uso de cromokalim e diazéxido (AKAR et al.,
1999; GOMES et al., 2006). Peskar e colaboradores demonstraram que a gastroprote¢io por
varios agentes € inibido ndo somente pela indometacina, mas também pela glibenclamida.
Estes dados sugerem que o mecanismo de ac@o das prostaglandinas enddgenas e exdgenas
envolve a ativagcdo dos canais de Karp (PESKAR et al., 2002). Assim, todos esses trabalhos
sugerem que a regulacdo da abertura e fechamento dos canais de Katp no estdbmago pode ser

um mecanismo de defesa da mucosa gastrica a agressdes externas.

Portanto, o conhecimento da fisiopatologia dos mecanismos envolvidos na lesdo
da mucosa gastrica como a expressdo aumentada de NO sintase induzida (TAKEUCHI et al.,
1999), de fatores de transcricao (AP-1 e NF-kB) (LEE et al., 2005), de COX-2 (SOUZA et al.,
2003), diminui¢do de glutationa (SANTOS & RAO, 2001; OLIVEIRA et al., 2004) e abertura
dos canais de Katp (PESKAR et al., 2002), podem contribuir para o desenvolvimento de

novas estratégias para o tratamento e profilaxia da les@o gastrintestinal provocada pelo etanol.



2. OBJETIVOS:

2.1. Gerais:

v Avaliar a participacdo da via NO/GMPc/Ka1p na protecio do sildenafil sobre a lesdao

géstrica induzida por etanol absoluto em ratos.

2.2. Especificos:

v Testar a a¢do do sildenafil na lesdo gastrica, hemorragia e consumo de glutationa,

induzido por etanol absoluto.

v Estudar a participacdo do NO neste evento, através do tratamento com L-NAME

(inibidor da NOS ndo-seletivo), isoladamente ou associado com L-Arginina (substrato

da NOS).

v Avaliar o efeito do tratamento com ODQ (um inibidor da guanilato ciclase) na lesdo

gdstrica, hemorragia e consumo de glutationa, induzido por etanol absoluto.

v Estudar o papel dos canais de K dependentes do ATP na lesdo géstrica, hemorragia e
consumo de glutationa, induzido por etanol absoluto, através do tratamento com
glibenclamida (um bloqueador dos canais de potassio ATP-dependentes), isoladamente

ou associado ao diazéxido (ativador dos canais de potdssio ATP-dependentes).



III. MATERIAIS E METODOS



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

No presente trabalho, foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 220 e
280 gramas. Os animais foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura de 22 +
2°C num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais foram privados de alimento por 18-24h
antes dos experimentos, mas tiveram acesso livre a d4gua. Os grupos experimentais consistiram
de 5-7 animais por grupo. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Ceard — UFC e pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Os protocolos experimentais estdo de
acordo com os padrdes de uso de animais experimentais e o projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em pesquisa animal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara

(UFQ).

3.2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS:

Alicate pra deslocamento cervical
Balanca Analitica Ohaus AS2600
Balanca Analitica Marte A1200
Béquers

Centrifuga Eppendorf 5804R
Centrifuga de eppendorf Revan, ciclo I
Cénula para gavagem

ELISA ELX 800 - Biotek

AN N N N U U U NN

Espectrofotometro Spectronic 20 Genesys



v Homogeneizador de tecidos Ultra-turraz T8 e Dispergierstation T8.10 da Ika
Labortechnik

Magquina fotogréfica digital (Sony Cybershoot, 7.2 mpx)
Material cirurgico

Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N
Membrana de 0,22 um (Tipo GS, Millipore)
Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 uL
Microscépio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
Microscépio Leica acoplado a computador

Micrétomo Olympus

Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

Seringas (B-D Plastipak)

Sonicador

D N N N N W N N N N N

Tubos de ensaio

3.3. DROGAS UTILIZADAS:

Citrato de Sildenafil (Pfizer), diluido em solucdo salina

Diazéxido (Sigma- Aldrich), diluido em solugdo de NaOH 0,05 N

Etanol Absoluto (VETEC)

Glibenclamida (Sigma- Aldrich), diluida em solu¢do de NaOH 0,01 N com 4% de

RN NN

glicose

AN

L-Arginina (Sigma- Aldrich), diluida em solug¢do salina

v NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma- Aldrich), diluido em solucdo
salina

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

solu¢do salina mais DMSO 100%.



3.4. CORANTES:

v Eosina (Merck)
v Hematoxilina (Reagen)

v Reagente de cor para hemoglobina (reagente de DrabKin's)

3.5. SOLUCOES:

v Solucgdo Salina

Cloreto de Sadio a 0,9% estéril

v" Formol 10 %

Formol AbSOIULO =-=nmnmmmmmmmm e oo 10 ml

Agua destilada —--------mmmmme e 90 ml

v Acido tricloroacético (TCA) 100%

v Dimetil sulféxido (DMSO) 100%

v Glicose 4%

Glicose e e 4¢g
Salina 0,9% ---========mmm e 100 ml
v Solu¢ao de NaOH
0,01N
NaOH - 4g

Agua destilada —------mnnmmmmm 1L




Solucdo de NaOH

0,05N

NaAOH -~ m oo e 20g

Agua destilada —------mnmmmmm 1L

Solucdo de

Drabkin’s

Tampao fosfato -------------—-mmmm e 200 mmol/L
Ferricianeto de potassio ----------======mm-mmmmmmm oo 120 mmol/L
Cianeto de potdssio -=---=====mmmmmmm oo 150 mmol/L
Surfactante

Tampao Tris

Hidroximetil aminometano (Tris) ------------===-==nemmmemeevv 6,1g

Agua destilada ----------mmmm e 500 ml

O pH do tampéo foi acertado para 8,0

EDTA 0,2 M

E DT A —mmmm oo e 1,737 g

H,0 destilada ----------=-==-=--emmmmmmm ----23.3ml

EDTA 0,02 M
Solugdo de EDTA 0,2 M e ————————— 10,0 ml
5 90,0 ml
Tris 0,4 M pH 8,9

T 4,84 ¢
EDTA 0,2 M~ oo oo e e e e 10,0 ml
H50 destilada «o-mmmmmmmmm oo ee 90,0 ml

DTNB 0,01 M



DTNB e 13,2 mg
MeEtano] —-=--mmmmm e e 3,33 mL

3.6. EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL NA LESAO GASTRICA INDUZIDA
POR ALCOOL EM RATOS: CURVA DOSE-RESPOSTA

Os animais foram pré-tratados, por gavagem, com 0,5 ml de salina ou sildenafil
0,1, 0,3, 1, ou 3 mg/Kg). Ap6s 30 min, a lesdo géstrica foi induzida pela administracdo de
etanol absoluto (4 mL/Kg), também por gavagem. O grupo controle recebeu apenas solugdo
salina. Os ratos foram sacrificados 1 hora apés a aplicagdo do etanol por deslocamento
cervical e os estdmagos foram rapidamente removidos e abertos ao longo da grande curvatura
para o estudo dos efeitos das drogas (Ko JK-S & Cho CH, 1998). Os estdmagos foram entio
estirados e fotografados com camera digital para posterior andlise e medi¢Ges das alteracoes
macroscopicas com uso de um programa de planimetria computadorizada (ImageJ). A seguir,
0 corpo gastrico do animal foi dividido em 4 quadrantes imaginarios, sendo retirado um
fragmento de cada quadrante (figura 1). Em todas as andlises, um fragmento do quadrante 1
foi usado para determinacdo dos niveis de glutationa, um fragmento do quadrante 2 usado para
quantificar a hemorragia através da determinacdo de hemoglobina, e um fragmento do
quadrante 4 usado para avaliacdo microscopica. Essas amostras foram, entdo, pesadas e
congeladas a -80°C para posterior dosagem de glutationa e ensaio de hemoglobina. Outra
amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a 10% e apds 24 horas em alcool 70%

para andlises microscopicas.



Figura 8. Esquema representado a divisdo em quadrantes do estdbmago lesado para a retirada

das amostras.

3.7. PAPEL DO OXIDO NIiTRICO (NO) NO EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL
NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ALCOOL EM RATOS

Para o estudo do papel do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor do sildenafil, os
animais foram, inicialmente, pré-tratados com L-NAME (inibidor néo especifico das enzimas
NOS) nas doses de 1 ou 3 mg/Kg, por via intra-peritoneal e/ou com L-Arginina (substrato
para formagdo de NO) na dose de 200 mg/Kg (dose tinica), também por via intra-peritoneal.
Ap6s 30 min foi administrado o sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 1 h apds a
aplicagdo do L-NAME e/ou da L-Arginina, foi administrado etanol absoluto (4 mL/Kg, por
gavagem) para induzir a lesdo gastrica. Os grupos controles receberam apenas solucdo salina
ou etanol absoluto ou sildenafil + etanol. Uma hora apds a adicdo de etanol, a lesdo géstrica
foi determinada de acordo com o método descrito na se¢do anterior, onde os estdmagos foram

fotografados com camera digital para posterior andlise das alteragcdes macroscopicas com uso



de um programa de planimetria computadorizada (ImageJ). A seguir, as amostras do
estdbmago foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C para dosagem de glutationa e ensaio
de hemoglobina. Outra amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a 10% e apos 24

horas em alcool 70% para anélise microscdpica.

3.8. PAPEL DO GMPc NO EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL NA LESAO
GASTRICA INDUZIDA POR ALCOOL EM RATOS

Para o estudo do papel do GMPc (guanosina 3°,5°- monofosfato ciclico)
intracelular no efeito gastroprotetor do sildenafil, os animais foram tratados com ODQ
(inibidor da enzima guanilato ciclase solivel) na dose de 10 mg/Kg, por gavagem. Apds 30
minutos, foi administrado o sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Depois de 1 hora de aplicagéo
do ODQ, foi administrado etanol absoluto (4 mL/Kg, por gavagem) para induzir a lesdo
gastrica. Os grupos controles receberam apenas solucao salina ou etanol absoluto ou sildenafil
+ etanol. Uma hora apés a adig@o de etanol, a lesdo gastrica foi determinada de acordo com o
método descrito anteriormente, e os animais sacrificados 1 hora depois por deslocamento
cervical. onde os estdbmagos foram fotogratados com cdmera digital para posterior analise das
alteracdes macroscOpicas com uso de um programa de planimetria computadorizada (ImageJ).
A seguir, as amostras do estdbmago foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C para
dosagem de glutationa e ensaio de hemoglobina. Outra amostra de tecido foi retirada e

colocada em formol a 10% e apds 24 horas em dlcool 70% para andlise microscépica.

3.9. PAPEL DOS CANAIS DE POTASSIO ATP-DEPENDENTES NO EFEITO
PROTETOR DO SILDENAFIL NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ALCOOL
EM RATOS:



Para identificar a participagio dos canais de K' ATP-dependentes no efeito
gastroprotetor do sildenafil, os animais foram pré-tratados, intragastricamente, com
glibenclamida (droga bloqueadora seletiva dos canais de potéssio sensiveis ao ATP) nas doses
de 0,1, 0,3, 1 ou 3 mg/Kg, ou diazéxido (ativador dos canais de potéssio sensiveis ao ATP) na
dose de 3 mg/Kg, por via intra-peritoneal, ou diazéxido 3 mg/Kg + glibenclamida 1 mg/Kg. O
sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem) foi administrado 1 h apds a aplicag@o da glibenclamida ou
diazéxido. A lesdo giastrica foi induzida por etanol absoluto 30 minutos depois da
administracdo do sildenafil e os animais sacrificados uma depois por deslocamento cervical.
Os grupos controles receberam apenas solucdo salina ou etanol absoluto ou sildenafil + etanol.
A intensidade gastroprotetora foi aferida como descrito anteriormente, onde uma amostra do
corpo géstrico de cada animal foi retirada, pesada e congelada a -80°C até a determinagdo dos
niveis de glutationa, seguindo a técnica citada anteriormente e descrita por Sedlak & Lindsay
(SEDLAK, J. & LINDSAY, R.H., 1968). Outro fragmento do estdmago foi retirado, pesado e
congelado a -80°C para a determinagéo da intensidade de hemorragia através da determinag@do
do nivel gastrico de hemoglobina. Outra amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a

10% e, apds 24 horas, em élcool a 70% para analises microscépicas.

3.10. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GRUPOS
SULFIDRILICOS NAO-PROTEICOS) NA MUCOSA GASTRICA DE RATOS:

Uma amostra de tecido do estdmago foi utilizada para determinar a concentragio
de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (SH-NP) de acordo com o método de Sedlak & Lindsay
(SEDLAK, J. & LINDSAY, R.H., 1968). A determinacao dos grupos SH-NP neste método
baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, o DTNB, com o tiol livre originando um dissulfeto
misto mais 4cido, o 4cido 2-nitro-5-tiobenzdico. A lesdo géstrica foi induzida pela
administracdo por via oral de etanol absoluto (4 ml/Kg). Transcorrido 1 hora apds a aplicagdo
do etanol, os animais foram sacrificados e as amostras retiradas. Um segmento de tecido da
mucosa gastrica pesando entre 50-100mg foi homogeneizado em EDTA 0.02 M (1 mL/100g
de tecido) gelado. A uma aliquota de 400 uL de tecido homogeneizado foi adicionado 320 uL

de 4gua destilada e 80 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida o material foi



centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, seguido de agitacdo e filtragdo. Depois de
centrifugado, 400 uL do sobrenadante foram misturados a 800 puL de tampao Tris 0.4 M (pH
8.9). Por fim, foi adicionado 20 pL. de DTNB (5,5 -dithio-bis (2- nitrobenzoico acid) 0,01M).
O material foi entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia foi mensurada a 412 nm em
espectrofotometro. A concentracio de glutationa/g de tecido foi determinada a partir de uma
curva padrdo de glutationa reduzida, processada de maneira semelhante. Os resultados foram

expressos em pg de SH-NP/g de tecido.

3.11. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE RATOS

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

avaliacdo histopatoldgica foi realizada através de um estudo cego.

3.12. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA (Hb) NA
MUCOSA GASTRICA DE RATOS:

A fim de quantificar a hemorragia na mucosa, foi usado um teste colorimétrico
para cianometahemoglobina para determinagdo da concentragdo de hemoglobina na mucosa

gastrica. O método baseia-se na oxidacdo de ferro (ferro II) da molécula de hemoglobina pelo



ferricianeto de potdssio em pH fracamente alcalino, formando a metahemoglobina que é
convertida em cianometahemoglobina apds a reagdo com o cianeto de potdssio,
proporcionando uma coloragdo avermelhada, que é proporcional a concentracdo de

hemoglobina presente na amostra.

No trabalho foi utilizado um kit padrao para hemoglobina (Bioclin), contendo o
reagente de cor para hemoglobina (reagente de Drabkin’s). Uma amostra de tecido do
estdmago, preparada de acordo com o item 3.6, foi homogeneizada em solucdo de Drabkin’s
(100 mg de tecido/1 mL de solucdo), sendo preparada de acordo com o fabricante (Bioclin).
Logo apds, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado, filtrado usando um filtro de 0,22 pm e novamente centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos. A concentracio de hemoglobina/100 mg de tecido foi
determinada a partir de uma curva padrdo de hemoglobina, sendo a leitura feita em ELISA

com a absorbancia de 540 nm. Os resultados foram expressos em pg de Hb/100 mg de tecido.

3.13. ANALISE ESTATISTICA:

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de varidncia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls. Para a andlise das alteracdes histoldgicas,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagao
multipla de Dunns. Os resultados foram expresso ou como média + E.P.M (varidveis com
distribuicdo normal) ou pela mediana + minimo e méximo (varidveis sem distribuicdao

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



IV. RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1. EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL NA LESAO GASTRICA INDUZIDA
POR ALCOOL EM RATOS: CURVA DOSE-RESPOSTA

Nas figuras 9 e 10 podemos observar que os animais tratados apenas com salina ndo
apresentaram lesdes na mucosa géstrica, enquanto os animais que receberam somente dlcool
tiveram grandes lesdes hemorragicas lineares na mucosa. Ainda na figura 10, observa-se que o
sildenafil reduziu de forma dose-dependente, as lesdes provocadas pelo etanol absoluto na
mucosa, com todas as doses testadas (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/Kg de sildenafil, por gavagem)
apresentando reducdo significativa dessas lesdes. De todas as doses de sildenafil utilizadas no
trabalho, a dose de 1 mg/Kg foi a que apresentou o maior efeito protetor na mucosa (nivel de

significancia de p<0,01), diminuindo em 68% o tamanho da lesao.

4.1.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE RATOS
TRATADOS COM SILDENAFIL E/OU ALCOOL

Na tabela 1 e figura 9 (Painel B e D) observa-se que o sildenafil na dose de 1
mg/Kg, diminuiu de forma significativa (p<0,05) a hemorragia provocada pelo etanol na
mucosa gastrica de ratos. De forma semelhante, o sildenafil nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/Kg
também diminuiram significativamente o edema na mucosa géstrica provocado pelo etanol.
Ainda na tabela 1 verifica-se que o sildenafil diminuiu os danos provocados pelo élcool na
superficie epitelial ao reduzir a perda de células no epitélio, efeito observado nas doses de 0,3,
1 e 3 mg/kg. Foi observado também que nenhuma dose de sildenafil testada apresentou
diferencas na infiltracdo de células inflamatérias quando comparado com os controles (salina

ou alcool).



A figura 11 mostra o resultado do somatério dos escores de todos os parametros
histopatolégicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatério (0-3 escores), totalizando
no maximo 14 escores. Verifica-se que o sildenafil nas doses de 0,3, 1 e 3mg/Kg diminui de

forma significativa os efeitos do dlcool sobre esses parametros.

4.1.2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH) NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM SILDENAFIL E/OU ALCOOL:

A determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos na mucosa gastrica de ratos
mostrou que a administragdo de etanol diminuiu de forma significativa (p<0,05) o nivel
gastrico de glutationa quando comparado com o grupo controle (apenas salina). Entretanto, o
pré-tratamento dos animais com sildenafil nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/Kg aumentou os niveis

de glutationa até os valores semelhantes aos normais (figura 12).

4.1.3. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE HEMOGLOBINA NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM ALCOOL E/OU SILDENAFIL:

De forma semelhante ao observado nas lesdes macroscopicas, a administragdo de
etanol absoluto aumentou em 112% os niveis de hemoglobina na mucosa géstrica, indicando
que houve hemorragia nesse tecido (figura 13). Entretanto, nos animais previamente tratados
com sildenafil, houve uma reducdo, de forma dose dependente, dos niveis de hemoglobina,
com a dose de 1 mg/Kg de sildenafil apresentando reducdo significativa (p<0,05). Assim,
esses resultados mostram que o sildenafil reduz a lesdo hemorragica provocada pelo dlcool no

estdmago.



Figura 9: Efeito macroscopico e microscopico do tratamento do sildenafil na lesido
gastrica induzida por alcool em ratos. O sildenafil diminuiu o efeito lesivo do etanol
absoluto sobre a mucosa gastrica. Fotografias dos estdbmagos abertos ao longo da grande
curvatura (A e B) e andlise microscdpica. Painel A e C: etanol absoluto 4 ml/Kg, v.o. Painel B
e D: etanol absoluto + 4 ml/Kg v.o. + sildenafil 1 mg/Kg, v.o.
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Figura 10: Efeito do tratamento do sildenafil na lesao gastrica induzida por
alcool em ratos. Os animais foram tratados com salina (Sal) ou sildenafil nas
doses de 0,1, 0,3, 1 e 3 mg/Kg. Uma hora depois, o etanol absoluto (4 ml/Kg) foi
administrado. O indice de lesdo gastrica foi avaliado depois de 1 hora. O grupo
controle recebeu somente salina ou etanol. A administracdo de sildenafil inibiu de
forma dose dependente a les@o gastrica induzida por dlcool em ratos, com efeito
maximo na dose de 1 mg/Kg (reducdo de 78 % de lesdo). Os resultados estdo
expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05; (**)
p<0,01, quando comparado ao grupo tratado com etanol. ANOVA, seguido pelo
teste de Newman-Keuls.



Tabela 1: Avaliacdo microscopica total: edema, hemorragia, perda de células
epiteliais e infiltracao de células inflamatdérias em estomagos de ratos tratados com
etanol absoluto ou com etanol absoluto + sildenafil (1mg/Kg). Avaliacio medida em
escores de acordo com os critérios de Laine ef al., 1988.

Tratamentos Hemorragia Edema Perda de Infiltrado
(4 escores) (4 escores) Células Inflamatério
(3 escores) (3 escores)
Salina 0 0 0 00-1)
Salina + Etanol 3(1-4) 2(2-4) 1,5(1-3) 10-1)
Salina + Etanol + 2(1-4) 1,5(1-2) 1(1-2) 1(0-1)

Sildenafil 0,1mg/Kg

Salina + Etanol + 1(0-3) 0(0-2)* 1(0-1)* 00-1)
Sildenafil 0,3mg/Kg

Salina + Etanol + 1(0-2)* 1(0-2)* 1(0-1)* 1(0-1)
Sildenafil 1 mg/Kg

Salina + Etanol + 1,50-4) 1,5(0-2) 1(0-2) 1(0-2)
Sildenafil 3 mg/Kg

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente. Teste de Kruskal-Wallis
(*) = p<0,05 vs controle (salina + etanol)
N = 5-7 animais por grupo
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Figura 11: Avaliacdo microscépica do efeito protetor do sildenafil na lesao
gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os animais foram tratados com
salina ou sildenafil nas doses de 0,1, 0,3, 1 e 3 mg/Kg. Uma hora depois, o etanol
absoluto (4 ml/Kg) foi administrado. O indice de lesdo gastrica foi avaliado
depois de 1 hora. O grupo controle recebeu somente salina ou etanol. Uma
amostra do estdbmago foi retirada para anélise microscépica, onde foram avaliados
hemorragia, edema, perda de células epiteliais, infiltrado inflamatdério e
dessaranjo da mucosa. A atividade histoldgica foi determinada por escores em
uma escala de 0-17. A administracdo de sildenafil nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/Kg
inibiu de forma significativa o efeito lesivo do dlcool na mucosa gastrica. Os
resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo.
(*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com etanol. ANOVA, seguido
pelo teste de Newman-Keuls.



-g 200 _-"E
T i
3 q50- - T 1
L
-
=]
E 100 *
w 1
o
=
[ 1] 5':"
-
e ]
=
0
Salina Salina 0,1 0,3 1 3

Sildenafil (mg/Kg)
Etanol Absoluto (4 mli/Kg)

Figura 12: Determinacio dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados com alcool e/ou sildenafil. Os animais receberam por via oral
sildenafil (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/Kg) ou salina. Apés 1 hora, os animais foram
tratados com etanol absoluto (4 ml/Kg), também por via oral. O grupo controle foi
tratado com salina ou dlcool. A administracdo de etanol absoluto diminuiu de
forma significativa o nivel gastrico de glutationa. O sildenafil nas doses de 0,3, 1
e 3 mg/Kg, foi capaz de reverter o efeito do etanol, fazendo com que os niveis de
NPSH da mucosa géstrica voltassem ao normal. Os resultados estdo expressos
pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado ao grupo tratado com salina. (#) p<0,05, quando comparado ao grupo
tratado com etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 13: Determinacio dos niveis de hemoglobina presentes na mucosa de
ratos tratados com alcool e/ou sildenafil. Os animais receberam por via oral
sildenafil (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/Kg) ou salina. Apés 1 hora, os animais foram
tratados com etanol absoluto (4 ml/Kg), também por via oral. O grupo controle foi
tratado com salina ou dlcool. A administragdo de etanol absoluto aumentou de
forma significativa o nivel géstrico de hemoglobina. O sildenafil na dose de 1
mg/Kg, foi capaz de reverteu o efeito do etanol, fazendo com que os niveis de
NPSH da mucosa gastrica voltassem ao normal. Os resultados estdo expressos
pela média £+ EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado ao grupo tratado com salina. (**) p<0,05, quando comparado ao grupo
tratado com etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.



4.2. PAPEL DO OXIDO NITRICO (NO) NO EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL
NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ALCOOL EM RATOS

Para determinar o papel do 6xido nitrico endégeno na prote¢do da mucosa gastrica,
foi usado o L-NAME, que é um inibidor das enzimas NOS. O pré-tratamento dos animais com
L-NAME na dose de 3 mg/Kg reverteu totalmente o efeito protetor do sildenafil na lesao
gastrica induzida por dlcool, tanto macroscopicamente quanto microscopicamente (figuras 14
e 15). Esse efeito do L-NAME ¢ de forma dose dependente, apresentando em doses mais altas,
ou seja, acima de 3 mg/Kg uma acentuado aumento na lesdo provocada por dlcool (dados ndo

mostrados).

As figuras 14 e 15 também mostram que a adi¢do de L-arginina nos animais
tratados com L-NAME 3 mg/Kg, sildenafil e dlcool reverteu significativamente (p<0,01) o
efeito lesivo do dlcool e do L-NAME na mucosa gastrica. Esse efeito, provavelmente, foi

devido a uma potencializacdo da a¢d@o protetora do sildenafil.

4.2.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE RATOS
TRATADOS COM L-NAME E/OU L-ARGININA:

Na figura 14 (Painel A e C) e na tabela 2 observa-se que a administragdo de L-
NAME na dose de 3 mg/Kg aumentou, significativamente, a hemorragia na mucosa géstrica
causada pelo dlcool e que, o pré-tratamento com L-arginina foi capaz de abolir esse efeito
negativo. Entretanto, na tabela 2 verifica-se que com relagdo aos outros parametros
histopatolégicos avaliados, ou seja, edema, perda de células epiteliais, dessaranjo da e

infiltrado inflamatério ndo foi verificado alteracdes significativas.

A figura 16 mostra o resultado do somatério dos escores de todos os parametros
histopatolégicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da

perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatério (0-3 escores), totalizando



no maximo 14 escores. Verifica-se que a administracdo de L-NAME 3 mg/Kg aumentou, de
forma significativa, o efeito do etanol absoluto sobre os pardmetros histopatoldgicos avaliados

e que o pré-tratamento com L-arginina (200 mg/Kg) aboliu esse efeito do L-NAME.

4.2.2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH) NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM L-NAME e L-ARG:

Para estudar a influéncia do 6xido nitrico sobre os grupos sulfidrilas néo protéicos
na mucosa géstrica de ratos, foi usado o L-NAME e/ou L-ARG. A figura 17 mostra que a
administracdo de L-NAME na dose de 3 mg/Kg reverteu o efeito protetor do sildenafil ao
reduzir os niveis de glutationa. Também pode-se observar que nos animais que receberam L-
arginina, concomitante com o L-NAME, had uma tendéncia de reversdo do efeito lesivo do L-

NAME e élcool, voltando a aumentar os niveis de glutationa.

4.2.3. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE HEMOGLOBINA NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM L-NAME E/OU L-ARGININA:

O pré-tratamento dos animais com L-NAME na dose de 3 mg/Kg reverteu
totalmente o efeito protetor do sildenafil na lesdo géstrica induzida por dlcool, aumentando os

niveis de hemoglobina na mucosa (figura 18).

A figura 18 também mostra que a adi¢do de L-arginina nos animais tratados com
L-NAME 3 mg/Kg, sildenafil e 4dlcool reverteu significativamente (p<0,01) o efeito do 4lcool
e do L-NAME sobre o nivel géstrico de hemoglobina. Esses resultados indicam que o
sildenafil, atuando via 6xido nitrico, reduz a lesdo hemorrdgica provocada pelo dlcool no

estdomago.



Figura 14: Efeito macroscopico e microscépico do tratamento com L-NAME e/ou L-
arginina na lesdo gastrica induzida por alcool em ratos. O L-NAME reverteu a
gastroprotecdo do sildenafil e o L-arginina aboliu o efeito lesivo do L-NAME. Fotografias dos
estdmagos abertos ao longo da grande curvatura (A e B) e andlise microscopica. Painel A e C:
L-NAME (3 mg/kg, i.p) + sildenafil (1 mg/Kg, v.0) + etanol absoluto (4 ml/Kg, v.0.). Painel B
e D: L-arginina (200 mg/kg, i.p) + L-NAME (3 mg/kg, v.o) + sildenafil (1 mg/Kg, v.o) +
etanol absoluto (4 ml/Kg, v.o0.).
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Figura 15: Efeito do tratamento com L-NAME na protecdo do sildenafil a
lesdo gastrica induzida por alcool em ratos. Os animais receberam por via
intra-peritoneal L-NAME nas doses de 1 e 3 mg/Kg ou L-Arg (200 mg/Kg). Ap6s
30 minutos, os animais foram tratados com sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem).
Uma hora apés o sildenafil foi administrado etanol absoluto (4 ml/Kg, por
gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou dlcool ou sildenafil +
dlcool. A administracdo de etanol absoluto causou lesdes severas na mucosa
géstrica e o sildenafil na dose de 1 mg/Kg foi capaz de diminuir o efeito do
etanol. A administracdo de L-NAME reverteu de forma dose dependente o efeito
gastroprotetor do sildenafil. A L-Arginina (200 mg/Kg) aboliu o efeito do L-
NAME na gastroprotecdo do sildenafil. Os resultados estdo expressos pela média
+ EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao
grupo tratado com sildenafil + dlcool. (**) p<0,01, quando comparado ao grupo
tratado com sildenafil + etanol. (#) p<0,01, quando comparado ao grupo tratado
com L-NAME 3 mg/Kg + sildenafil + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.



Tabela 2. Avaliacio microscépica total: edema, hemorragia, perda de células epiteliais e
infiltracio de células inflamatérias em estomagos de ratos tratados com etanol absoluto,
com etanol absoluto + sildenafil (1mg/Kg) ou pré-tratados com L-NAME (1 e 3 mg/Kg)
e/ou L-Arg (200 mg/Kg). Avaliacdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine

et al., com modificacoes.

Tratamentos Hemorragia Edema Perda de Infiltrado  Dessaranjo
(4 escores) (4 escores) Células Inflamatério da mucosa
(3 escores) (3 escores) (3 escores)

Salina 00-1) 0 00-1) 0 0

Salina + Etanol 2(1-4) 2,5(12-3) 2(1-3) 1 3(2-3)

Salina + Etanol + 050-1) 2(0-2) 1(1-2) 10-1) 2(0-3)
Sildenafil

Salina + Etanol + 1(1-2) 2(1-2) 1(1-2) 1(0-1) 2(1-3)
Sildenafil +
L-NAME 1 mg/Kg

Salina + Etanol + 2(1-4)* 212-3) 1,51 -2) 10-1) 212-3)
Sildenafil +
L-NAME 3 mg/Kg

Salina + Etanol +
Sildenafil + L-Arg 1O-D#  10-2# 1(1-2) 00-1) 2(0-2)
+L-NAME 3 mg/Kg

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente. Teste de Kruskal-Wallis
(*) = p<0,05 vs controle (salina + etanol + sildenafil)
(#) = p<0,05 vs salina + etanol + sildenafil + L-Name 3 mg/kg
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Figura 16: Avaliacdo microscopica do efeito do L-NAME na protecao do
sildenafil a lesdo gastrica induzida por alcool em ratos. Os animais receberam
por via intra-peritoneal L-NAME nas doses de 1 e 3 mg/Kg ou L-Arg (200
mg/Kg). Ap6s 30 minutos, os animais foram tratados com sildenafil (I mg/Kg,
por gavagem). Uma hora apds o sildenafil foi administrado etanol absoluto (4
ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou dlcool ou
sildenafil + 4lcool. Uma amostra do estdmago foi retirada para andlise
microscOpica, onde foram avaliados hemorragia, edema, perda de células
epiteliais, infiltrado inflamatdrio e dessaranjo da mucosa. A atividade histologica
foi determinada por escores em uma escala de 0-17. A administracdo de L-NAME
(3 mg/Kg) reverteu de forma dose dependente o efeito gastroprotetor do
sildenafil. A L-Arginina (200 mg/Kg) aboliu o efeito lesivo do L-NAME na
gastroprotecao do sildenafil. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com
sildenafil + dlcool; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com L-NAME
3 mg/Kg. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 5
animais por grupo. Teste t de Student’s.
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Figura 17: Determinacio dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados com L-NAME e/ou L-ARG. Os animais receberam por via intra-
peritoneal L-NAME nas doses de 1 e 3 mg/Kg ou L-Arg (200 mg/Kg). Apés 30
minutos, os animais foram tratados com sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Uma
hora ap6s o sildenafil foi administrado etanol absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O
grupo controle foi tratado com salina ou dlcool ou sildenafil + &lcool. A
administracdo de L-NAME reverteu o efeito protetor do sildenafil sobre o nivel
gistrico de glutationa. Nos animais pré-tratados com L-ARG houve uma
tendéncia de reversiao do efeito lesivo do L-NAME sobre a concentracdo de
glutationa na mucosa géstrica. Os resultados estdo expressos pela média + EPM
de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo
tratado com sildenafil + 4lcool; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado
com L-NAME 3 mg/Kg. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 18: Determinacio dos niveis de hemoglobina presentes na mucosa de
ratos tratados com L-NAME. Os animais receberam por via intra-peritoneal L-
NAME nas doses de 1 e 3 mg/Kg ou L-Arg (200 mg/Kg). Apds 30 minutos, os
animais foram tratados com sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Uma hora apds o
sildenafil foi administrado etanol absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O grupo
controle foi tratado com salina ou dlcool ou sildenafil + dlcool. A administracao
de L-NAME aumentou o reverteu o nivel gastrico de hemoglobina. Nos animais
pré-tratados com L-ARG houve uma tendéncia de reversdo do efeito lesivo do L-
NAME sobre a concentragdo de hemoglobina na mucosa géstrica. Os resultados
estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (¥)
p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com sildenafil + dlcool; (**) p<0,05,
quando comparado ao gripo tratado com L-NAME 3 mg/Kg + sildenafil + etanol.
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.



4.3. PAPEL DO GMPc NO EFEITO PROTETOR DO SILDENAFIL NA LESAO
GASTRICA INDUZIDA POR ALCOL EM RATOS:

Para determinar o envolvimento do NO e da guanilato ciclase na gastroprotec¢do do
sildenafil, os animais foram pré-tratados com ODQ, um inibidor seletivo do sistema guanilato
ciclase-cGMP, na dose de 10 mg/Kg. Na figura 20, verifica-se que o ODQ aboliu
completamente o efeito gastroprotetor do sildenafil na lesdo gastrica aguda induzida por

etanol absoluto.

4.3.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE RATOS
TRATADOS COM ODQ ASSOCIADO AO SILDENAFIL:

Na tabela 3 e figura 19 (Painel B e D) observa-se que o pré-tratamento dos animais
com ODQ na dose de 10 mg/Kg aboliu o efeito protetor do sildenafil sobre todos os
parametros histopatolégicos avaliados individualmente, exceto sobre a infiltragdo de células

inflamatoria.

A figura 21 mostra o resultado do somatdério dos escores dos parametros
histopatolégicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores), do infiltrado inflamatério (0-3 escores) e o dessaranjo
da mucosa (3 escores), totalizando no maximo 14 escores. Como observado antes, o ODQ

também reverteu a protecao do sildenafil com relagdo aos pardmetros avaliados em conjunto.



4.3.2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH) NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM ODQ E SILDENAFIL:

De acordo com os resultados anteriores, na figura 22 verifica-se que, mais uma
vez, o dlcool diminuiu os niveis de glutationa na mucosa géstrica e o sildenafil aboliu esse
efeito lesivo do etanol absoluto. Também observa-se que a administracdo de ODQ na dose de
10 mg/Kg extinguiu o efeito protetor do sildenafil sobre os niveis de glutationa, além de

potencializar o efeito do dlcool sobre esse tripeptideo protetor.

4.3.3. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE HEMOGLOBINA NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM ODQ E SILDENAFIL:

O pré-tratamento dos animais com ODQ na dose de 10 mg/Kg diminuiu, de forma
significativa, o efeito protetor do sildenafil na lesdo géstrica induzida por alcool, aumentando

os niveis de hemoglobina na mucosa (figura 23).



Figura 19: Efeito macroscépico e microscopico do tratamento com ODQ na lesao
gastrica induzida por alcool em ratos. O ODQ reverteu a gastroprote¢do do sildenafil e o
diazéxido aboliu o efeito lesivo da glibenclamida. Fotografias dos estdmagos abertos ao longo
da grande curvatura (A e B) e andlise microscépica. Painel A e C: sildenafil (1 mg/Kg, v.o) +
etanol absoluto (4 ml/Kg, v.0.). Painel B e D: ODQ (10 mg/kg, v.o) + sildenafil (1 mg/Kg,
v.0) + etanol absoluto (4 ml/Kg, v.o.).



200 5

o~ 150+
S
£
= 1004
o
i)
L1s]
L]
— 50 T
0 ———
Sal Sal Sal ODQ (10 mg/Kg)

Sildenafil (1 mg/Kg)
Etanol Absoluto(4 mil/Kg)

Figura 20: Efeito do tratamento com ODQ na proteciao do sildenafil a lesao
gastrica induzida por alcool em ratos. Os animais receberam, por gavagem,
ODQ na dose de 10 mg/Kg. Apés 30 minutos, os animais foram tratados com
sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Uma hora ap6s o sildenafil foi administrado
etanol absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina
ou alcool ou sildenafil + dlcool. A administracdo de etanol absoluto causou lesdes
severas na mucosa gdstrica e o sildenafil na dose de 1 mg/Kg foi capaz de
diminuir o efeito do etanol. A administracio de ODQ reverteu o efeito
gastroprotetor do sildenafil. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de
pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado
com sildenafil + dlcool. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.



Tabela 3. AvaliacAdo microscopica total: edema, hemorragia, perda de células epiteliais e
infiltracdo de células inflamatérias em estomagos de ratos tratados com ODQ. Avaliacido
medida em escores de acordo com os critérios de Laine ef al., com modificacdes:

Tratamentos Hemorragia Edema Perda de Infiltrado  Dessaranjo

(4 escores) (4 escores) Células Inflamatério da mucosa

(3 escores) (3 escores) (3 escores)

Salina 00-1 0 0 (0-1) 0 0
Salina + Etanol 32-4) 32-3) 2(1-3) 0 3(2-3)
Salina + Etanol + 1(0-1) 2(0-2) 1(1-2) 0 2(0-3)
Sildenafil

Salina + Etanol + 300-4)*  40-4)* 1(0-2) 0 3(0-3)

Sildenafil + ODQ

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente. Teste de Kruskal-Wallis

(*) = p<0,05 vs controle (salina + etanol + sildenafil)
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Figura 21: Avaliacio microscopica do efeito do ODQ na protecio do
sildenafil a lesdao gastrica induzida por alcool em ratos. Os animais receberam,
por gavagem, ODQ na dose de 10 mg/Kg. Apds 30 minutos, os animais foram
tratados com sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Uma hora apés o sildenafil foi
administrado etanol absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi
tratado com salina ou alcool ou sildenafil + alcool. O ODQ reverteu o efeito
gastroprotetor do sildenafil. Os resultados estdo expressos pela média £ EPM de
pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado
com sildenafil + dlcool. Teste t de Student’s.
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Figura 22: Determinacio dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados com ODQ. Os animais receberam, por gavagem, ODQ na dose de
10 mg/Kg. Apés 30 minutos, os animais foram tratados com sildenafil (1 mg/Kg,
por gavagem). Uma hora apds o sildenafil foi administrado etanol absoluto (4
ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou dlcool ou
sildenafil + dlcool. A administracio de ODQ reverteu o efeito protetor do
sildenafil sobre o nivel gastrico de glutationa. Os resultados estdo expressos pela
média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado
ao grupo tratado com sildenafil + dlcool. ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Figura 23: Determinacio dos niveis de hemoglobina presentes na mucosa de
ratos tratados com ODQ. Os animais receberam, por gavagem, ODQ na dose de
10 mg/Kg. Apéds 30 minutos, os animais foram tratados com sildenafil (1 mg/Kg,
por gavagem). Uma hora apds o sildenafil foi administrado etanol absoluto (4
ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou dlcool ou
sildenafil + dlcool. A administracdo de ODQ aumentou a lesdo hemorrdgica
produzida pelo dlcool e, portanto, aumentou o nivel géstrico de hemoglobina. Os
resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo.
(*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com sildenafil + dlcool. ANOVA,
seguido pelo teste de Newman-Keuls.



4.4. PAPEL DOS CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP NA PROTECAO DO
SILDENAFIL A LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ALCOL EM RATOS:

Esse estudo comparou o envolvimento dos canais de potdssio na gastroprote¢do do
sildenafil. Observando a figura 25, podemos ver que, mais uma vez, a administragdo de etanol
absoluto causou grandes lesdes na mucosa gistrica, efeito este bastante atenuado pelo
sildenafil. Na figura 25 também verifica-se que o bloqueio dos canais de potdssio pela
glibenclamida, em todas as doses testadas (0,1, 0,3 e 1 mg/Kg), aumentou significativamente

os danos no estdmago induzidos pelo dlcool, revertendo o efeito protetor do sildenafil.

A inibi¢do da protecdo do sildenafil induzida pela glibenclamida foi abolida pelo
pré-tratamento dos animais com diazéxido (3 mg/Kg), que é um ativador dos canais de

potassio ATP dependentes.

Ainda na figura 25 observa-se que o diazéxido (3 mg/Kg) sozinho néo foi capaz de
reverter os lesdes provocadas pelo etanol na mucosa géstrica. Entretanto, quando o diazéxido
foi administrado concomitantemente com o sildenafil (1 mg/Kg) a gastroprotecdo do sildenafil

retornou.

4.4.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE RATOS
TRATADOS COM GLIBENCLAMIDA E/OU DIZOXIDO:

Na tabela 4 observa-se que o pré-tratamento com glibenclamida, e todas as doses
testadas, aboliu o efeito protetor do sildenafil, aumentando a hemorragia provocada pelo
etanol na mucosa géstrica. De forma semelhante, a glibenclamida produziu o mesmo efeito
sobre o edema, a perda de células epiteliais e dessaranjo da mucosa, ndo influenciando na
migracdo celular. Ainda na tabela 4 verifica-se que a administra¢do de diazéxido 30 minutos

antes da glibenclamida diminui de forma significativa seu efeito deletério



A figura 26 mostra o resultado do somatério dos escores de todos os pardmetros
histopatolégicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores), do infiltrado inflamatério (0-3 escores) e o dessaranjo
da mucosa (3 escores), totalizando no méaximo 14 escores. Verifica-se que a glibenclamida

reverteu a protecio do sildenafil e que o diazéxido diminuiu esse efeito.

4.4.2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH) NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM GLIBENCLAMIDA E/OU DIZOXIDO:

A administracdo de glibenclamida aboliu o efeito do sildenafil e aumentou o efeito
negativo do dlcool sobre os niveis de glutationa, reduzindo de forma acentuada a concentragdo
dos grupos sulfidrilas em todas as doses utilizadas (0,1, 0,3 e 1 mg/Kg) (figura 27). Também
observa-se que com a administracdo de diazéxido na dose de 3 mg/Kg, dose tnica, os niveis
de glutationa voltaram a aumentar, embora ndo fosse significativo quando comparado aos

tratamentos com glibenclamida.

Na figura 27, demonstra-se que o diazéxido sozinho na dose de 3 mg/Kg é capaz
de reverter o efeito negativo do dlcool absoluto sobre a concentragdo de glutationa. Entretanto,

ele ndo potencializa o efeito do sildenafil sobre os niveis de glutationa.

4.43. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE HEMOGLOBINA NA MUCOSA
GASTRICA DE RATOS TRATADOS COM L-NAME E/OU L-ARGININA:

O pré-tratamento dos animais com glibenclamida nas doses de 0,3 e 1 mg/Kg
reverteu totalmente o efeito protetor do sildenafil na lesdo gastrica induzida por dlcool,
aumentando os niveis de hemoglobina na mucosa, o que significa que hd uma piora da

hemorragia (figura 28).



A figura 28 também mostra que a adicdo de diazéxido 3 mg/kg reverteu
significativamente (p<0,05) o efeito da glibenclamida sobre o nivel gastrico de hemoglobina.
Esses resultados indicam que o efeito gastroprotetor do sildenafil pode ser devido a abertura

dos canais de potassio ATP-dependentes.
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Figura 25: Efeito do tratamento com glibenclamida e diaz6xido na protecao
do sildenafil contra a lesao gastrica induzida por etanol absoluto. Os animais
receberam por via oral glibenclamida (0,1, 0,3, 1 ou 3 mg/kg) e por via-
intraperitoneal diazéxido (3 mg/Kg). Apés 1 hora foi administrado sildenafil (1
mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a lesdo géstrica foi induzida pela
administracio, por gavagem, de etanol absoluto na dose de 4 ml/kg. O grupo
controle foi tratado com salina. O tratamento com glibenclamida reverteu a
protecdo do sildenafil & lesdo gastrica induzida por etanol. Os resultados estdo
expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05,
quando comparado ao grupo tratado com sildenafil + etanol; (#) p<0,05 quando
comparado ao grupo tratado com Glibenclamida 1 mg/Kg. ANOVA, seguido pelo
teste de Newman-Keuls.



Tabela 4. Avaliacido microscépica total: edema, hemorragia, perda de células epiteliais e
infiltracao de células inflamatorias em estomagos de ratos tratados com glibenclamida
ou glibenclamida + diazéxido. Avaliacio medida em escores de acordo com os critérios de
Laine et al., com modificagdes.

Tratamentos Hemorragia Edema Perda de Infiltrado  Dessaranjo
(4 escores) (4 escores) Células Inflamatério da mucosa
(3 escores) (3 escores) (3 escores)

Salina 00-1) 0 0 (0-1) 0 0
Salina + Etanol 2(1-4) 2,5(2-3) 2(1-3) 0 312-3)
Salina + Etanol + 0,50-1) 2(0-2) 1(1-2) 0 2(0-3)
Sildenafil
Salina + Etanol +
Sildenafil + 2 (1 -4)* 4 * 1,501 -3) 0 3
Glib. 0,1 mg/Kg
Salina + Etanol + 2(1-4)* 4 (1-4)* 2(1-3) 0 3(0-3)
Sildenafil +
Glib. 0,3 mg/Kg

Salina + Etanol +
Sildenafil + 2 (1 -4)* 4 (3 -4)* 2(1-3) 0 3(1-3)
Glib. 1 mg/Kg

Salina + Etanol +
Sildenafil + 1(0-4) 1(0-3)# 1(0-2) 0 1(0-2)#
Glib. 1 mg/Kg +
Diazo6xido 3 mg/kg

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente. Teste de Kruskal-Wallis
(*) = p<0,05 vs controle (salina + etanol + sildenafil)
(#) = p<0,05 vs salina + etanol + sildenafil + glibenclamida 1 mg/Kg
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Figura 26: Avaliacao microscopica do efeito da glibenclamida sozinha ou
com diazoxido na protecdo do sildenafil a lesdo gastrica induzida por alcool
em ratos. Os animais receberam por via oral glibenclamida (0,1, 0,3, 1 ou 3
mg/kg) e por via-intraperitoneal diazéxido (3 mg/Kg). Apds 1 hora foi
administrado sildenafil (1 mg/Kg, por gavagem). Decorridos 60 minutos, a lesdo
gdstrica gastrica foi induzida pela administrac¢do, por gavagem, de etanol absoluto
na dose de 4 ml/kg. O grupo controle foi tratado com salina. Uma amostra do
estbmago foi retirada para andlise microscépica, onde foram avaliados
hemorragia, edema, perda de células epiteliais, infiltrado inflamatdério e
dessaranjo da mucosa. A atividade histoldgica foi determinada por escores em
uma escala de 0-17. A administracio da glibenclamida em todas as doses
utilizadas reverteu o efeito gastroprotetor do sildenafil. O diazéxido (3 mg/Kg)
aboliu o efeito lesivo da glibenclamida na gastroprotecdo do sildenafil. (¥)
p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com sildenafil + etanol; (#) p<0,05
quando comparado ao grupo tratado com Glibenclamida 1 mg/Kg Os resultados
estdo expressos pela média £ EPM de pelo menos 5 animais por grupo. Teste t de
Student’s.
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Figura 27: Determinacio dos niveis de glutationa presentes na mucosa de
ratos tratados com glibenclamida e/ou diazéxido. Os animais receberam, por
via oral, glibenclamida nas doses de 0,1, 0,3 e 1 mg/Kg ou Diazéxido (3 mg/Kg,
por via intra-peritoneal). Apés 1 hora, os animais foram tratados com sildenafil (1
mg/Kg, por gavagem). Uma hora apds o sildenafil foi administrado etanol
absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou
alcool ou sildenafil + dlcool. A administracdo de glibenclamida, em todas as doses
testadas, reverteu o efeito protetor do sildenafil sobre o nivel gastrico de
glutationa. Nos animais pré-tratados com diazéxido houve uma tendéncia de
reversdo do efeito lesivo da glibenclamida sobre a concentracdo de glutationa na
mucosa gastrica. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos
5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com
sildenafil + dlcool; (**) p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com
glibenclamida 1 mg/Kg. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 28: Determinacio dos niveis de hemoglobina presentes na mucosa de
ratos tratados com glibenclamida e/ou diazéxido. Os animais receberam, por
via oral, glibenclamida nas doses de 0,1, 0,3 e 1 mg/Kg ou diazéxido (3 mg/Kg,
por via intra-peritoneal). Apds 1 hora, os animais foram tratados com sildenafil (1
mg/Kg, por gavagem). Uma hora apds o sildenafil foi administrado etanol
absoluto (4 ml/Kg, por gavagem). O grupo controle foi tratado com salina ou
dlcool ou sildenafil + dlcool. A administra¢do de glibenclamida nas doses de 0,3 e
1 mg/Kg aumentou o nivel gédstrico de hemoglobina. Nos animais pré-tratados
com diazéxido houve reversio do efeito lesivo da glibenclamida sobre a
concentracdo de hemoglobina na mucosa géstrica. Os resultados estdo expressos
pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado ao grupo tratado com sildenafil + 4lcool; (#) p<0,05, quando
comparado ao grupo tratado com glibenclamida 1 mg/Kg. ANOVA, seguido pelo
teste de Newman-Keuls.



V. DISCUSSAO



5. DISCUSSAO

O dlcool é um dos principais agressores da mucosa gastrica em homens. Essa
substancia é conhecida como uma toxina entérica, afetando a estrutura e func@o de vdrios
elementos do trato gastrintestinal, além de causar efeitos no sistema nervoso central. Segundo
dados da Organizacdo Mundial de Satide (2002), o consumo abusivo de etanol € responsavel
por 29% das hospitalizagdes em homens, constituindo-se o quinto fator de risco mais

importante, podendo contribuir para o desenvolvimento de inimeras doengas.

Entre as complicacdes mais graves do trato gastrintestinal, que podem ser
provocadas pelo consumo indiscriminado e de forma cronica de etanol, estdo a gastrite e as
ulceras géstricas (caracterizadas por edema na mucosa, hemorragia, infiltrado inflamatério e
aumento da permeabilidade vascular), refluxo gastro-esofdgico, diarréia (efeito sobre a
absor¢do de nutrientes no intestino) e pancreatite cronica (SIEGMUND et al, 2002; BECK et
al, 1986; DINDA et al, 1996; PITCHUMONI, 2001).

O modelo de lesdo gastrica induzido por etanol € um dos principais modelos de
lesdo gastrica utilizados em pesquisa. O modelo de injaria géstrica induzida por etanol
provoca as lesdes por solubilizagdo do muco protetor e desta forma a mucosa fica indefesa a
acdo hidrolitica e proteolitica do 4cido cloridrico e da pepsina, respectivamente. O contato
com o dlcool também leva ao aumento da secrec¢do 4cida e alteracdo da rede vascular local,
por rompimento dos vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica (OATES E

HAKKINEN, 1988).

O adlcool tem sido implicado como o responsdvel por um numero grande de
doencas, estando associado a altos niveis de morbidade e mortalidade (MURRAY & LOPEZ,
1997; TAYLOR & REHM, 2006). Os efeitos agudos do etanol sdo verificados de imediato no
trato gastrintestinal (TGI). Quando o dlcool € consumido, ele passa por vérios segmentos do
TGI, afetando a estrutura e funcdo destes segmentos e, interferindo na fungdo dos musculos
que separam o esoOfago do estdmago, favorecendo a ocorréncia de refluxo gastroesofagico,
além de aumentar o risco de cancer de esofago. No estdmago, o dlcool interfere na secre¢do de

dcido gastrico, na integridade da mucosa, na microcirculacdo e na musculatura géstrica.



Similarmente, essa droga pode interferir no movimento do intestino, contribuindo para a
diarréia. Além disso, o dlcool inibe a absor¢do de nutrientes na parede intestinal e aumenta a
absorcdo de toxinas, efeito que pode contribuir para danos no figado e outros 6rgios (BODE

& BODE, 1997).

Hoje, podem-se obter beneficios clinicos no tratamento da gastrite ou ulcera
péptica com o uso de diversas classes de drogas, como os antidcidos e antisecretores. Contudo
o tratamento da gastropatia alcodlica permanece limitado a medidas de suporte ou
simplesmente no ato de parar de beber. Indubitavelmente, a terapia eficaz para impedir a
gastropatia alcodlica poderia ser conseguida investigando os mecanismos subjacentes que
contribuem para o ferimento da mucosa géstrica ou a corre¢do de falhas induzidas pelo 4lcool
(LEE et al., 2005). Consequentemente, sinalizar as moléculas preferencialmente envolvidas na
gastropatia alcodlica poderia ser um alvo final para a prevencdo dessa enfermidade, podendo
ser mais valioso do que a simples abstinéncia ou o uso de bloqueadores de 4cido gastrico.
Portanto, a busca de substancias que diminuam esses efeitos provocados pelo dlcool é de suma
importancia para a sociedade, e entre a terapia endoscdpica e cirudrgica, a farmacoterapia pode
realcar os mecanismos de defesa. Baseado nisso, o nosso trabalho teve como objetivo
determinar o efeito gastroprotetor do sildenafil e a participagdo da via NO/GMPc/Katp na

protecdo do sildenafil sobre a lesdo géstrica induzida por dlcool em ratos.

Nossos dados mostram que a administracio de etanol absoluto induziu uma
importante lesdo gdstrica hemorrdgica. E bem conhecido que a administracio de etanol em
altas concentracdes causa severas lesdes na mucosa gdstrica, envolvendo extensas
hemorragias e destrui¢do de tecido (LACY, 1988). Além disso, o etanol induz distirbios da
microcirculagdo, isquemia, liberagdo de endotelina, degranulacdo de mastdcitos, inibigdo de
prostaglandinas e diminui¢do da produgdo de muco (SAMONINA et al., 2004). O termo
“gastrite hemorrdgica” é usado para descrever o aparecimento de hemorragias subepiteliais no
estdbmago e pacientes com gastrite hemorrdgica subepitelial podem ter também gastrite
histolégica associada. Patofisiologicamente, a lesdo géastrica provocada pelo dlcool é mediada
ou modulada por diversos fatores tais como a cicloxigenase, lipoxigenase, citocinas,
tromboxanos e radicais livres derivados do oxigénio (SAIKA et al., 2000; TARNAWISKI et
al., 1998).



Histologicamente, o nosso trabalho mostrou que o etanol absoluto (4 ml/kg)
provocou hemorragia, edema, perda de células epiteliais e desarranjo da mucosa. Esses
resultados estdo de acordo com outros autores que mostram que o etanol provoca,
microscopicamente, hemorragias subepiteliais focais na mucosa géstrica e que esses efeitos
sdo devidos diretamente a seus efeitos toxicos e indiretamente causados por mediadores como
COX, citocinas, radicais livres e outras moléculas de sinalizagcdo provocando inflamagdo ou
apoptose ou pela reducao do fluxo sanguineo gastrico (GOTTFRIED et al., 1978; PARL et al.,
1979; LEE et al., 2005; SZABO et al., 1985). Além disso, o etanol promove a peroxidacdo de
lipidios e a ativacdo de NF-kB que sdo eventos criticos responsédveis pela hemorragia e edema
nas células musculares lisas e endoteliais (ALTURA & GEBREWOLD, 2002; JONSSON &
PALMBLAD, 2001). No nosso estudo, nao houve migracdo de células inflamatérias para a
mucosa gastrica, provavelmente devido ao curto tempo de lesdo (1 hora). Porém, Lieber
(1997) e Lee e colaboradores mostram que a administragdo de etanol aumenta a resposta
inflamatéria juntamente com infiltracdo de células inflamatérias para a mucosa géstrica
(LIEBER, 1997; LEE et al., 2005). Assim a protecdo histoldgica e a prote¢do da integridade

vascular s@o os dois principais critérios de gastroprotecdo (KO et al., 1997).

A manuten¢@o da integridade da mucosa géstrica depende, entre outros fatores, de
um balango entre substincias vasodilatadoras e vasoconstritoras. As prostaglandinas e o 6xido
nitrico, que s@o vasodilatadores endoteliais, preservam a integridade da mucosa gastrica por
providenciar um fluxo sanguineo adequado (WITTLE et al., 1990; LIPPE & HOLZER 1992).
O NO também aumenta a producio de muco e secrecio de bicarbonato no trato gastrintestinal

(MUSCARA & WALLACE, 1999).

O nosso estudo demonstra que o sildenafil (inibidor da fosforodiesterase 5) em
doses baixas (0,1, 0,3 e 1 mg/Kg), possui um efeito gastroprotetor na gastropatia induzida por
dlcool, diminuindo a extensdo da les@o gdstrica macro e microscépica, bem como a
hemorragia, medida pela concentracdo de hemoglobina na mucosa. Estd estabelecido na
literatura que o tratamento de diversas doencas como disfun¢do erétil e doengas pulmonares e
cardiovasculares envolve a modulagdo da via de sinalizacio NO/GMPc (ZANG et al., 2004).
Recentemente, foi demonstrado que o sildenafil, tanto em humanos (BORTOLOTTI et al.,
2001) quanto em animais (ROSALMEIDA et al., 2003), diminui a motilidade gastrintestinal.

Por outro lado, hd poucos estudos avaliando o efeito do sildenafil na defesa da mucosa



gdstrica e 0 nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a avaliar o efeito do sildenafil no modelo
de inflamacgdo géstrica, onde foi demonstrado que o sildenafil, atuando via NO, previne a
gastropatia induzida por indometacina em ratos, possivelmente devido a uma reducdo da

adesdo de leucdcitos e manutengdo do fluxo sanguineo gastrico (SANTOS et al., 2005).

Neste estudo, nds também investigamos o papel da glutationa (GSH) na protecdo
géstrica do sildenafil a lesdo provocada pelo etanol. A administracdo de etanol absoluto, em
nossos experimentos, diminuiu consideravelmente o nivel géastrico de GSH, provavelmente
devido ao consumo destes pelos radicais livres. O sildenafil, quando administrado antes do
dlcool aumentou a glutationa para os niveis normais, causando protecdo. Este efeito do
sildenafil pode ter ocorrido devido a um menor consumo de GSH por uma inibicio da
liberag@o de radicais livres, ou por um aumento na sintese de novo de GSH. Nossos dados
estdo de acordo com outros autores que mostram que o etanol depleta o nivel de glutationa nos
tecidos do estdmago e que a restauragdo parece ser importante na gastroprotecio (TRIER et
al., 1987; OLIVEIRA et al., 2004; SZABO et al., 1981). SMITH et al. (1996) também
demonstrou que o efeito lesivo do dlcool no estdbmago é diminuido pelo aumento da
concentragdo de glutationa. A mucosa gastrica possui uma alta concentracdo basal de
glutationa, que funciona como um antioxidante (MUTOH et al., 1990). A glutationa € um
tripeptideo que possui funcéo protetora contra agentes agressores, eliminando radicais livres
enddgenos derivados do oxigénio. Virios estudos t&€m demonstrado que a glutationa possui
um importante papel na defesa da mucosa gastrica (SZABO et al., 1981; BOYD et al., 1981).
Assim, diversas substincias conhecidas por causar lesdo na mucosa gastrica foram associadas
a diminui¢d@o dos niveis de glutationa, provocando injdrias e um dos principais mecanismos de

gastroprotecdo € aumentar a concentragdo de glutationa.

Uma vez demonstrado que a injuria provocada pelo dlcool independe da secrecdo
de 4cido géstrico e do pH do limen, alguns agentes mucoprotetores, incluindo prostaglandinas
ou drogas equivalentes, mostraram ser efetivas na prevencdo na lesdo gdstrica induzida por
etanol (LEE et al., 2005). Por instancia, o 4-metilpirazolo (IAQUINTO et al., 1998), a
glutationa (LOGUERCIO et al., 1999), o ornoprostil (KOBAYASHI et al., 1991), misoprostol
(BLANDIZZI et al., 1995) e wogonina (PARK et al., 2004), mostraram ser preventivas da

gastrite alcodlica.



Nos verificamos nos experimentos que o sildenafil em doses mais altas (acima de
10 mg/Kg) ndo possui efeito gastroprotetor e que ainda hd uma potencializacdo do efeito do
etanol na mucosa géstrica (dados ndo mostrados). Outros autores também mostraram que em
altas concentragdes, os inibidores de fosfodiesterases do tipo 5 como o sildenafil, vardenafil e
tadalafil aumentam adicionalmente o ¢cGMP por inibir outras fosfodiesterases, como a
fosfodiesterase do tipo 1 dependente de Ca™/calmodulina, aumentando de forma demasiada a
vasodilatacdo e, com isso, provocando dores de cabeca e distlrbios gastrintestinais e por inibir
a fosfodiesterase do tipo 6, prejudicando a atividade da retina causando, assim, distdrbios
visuais (LATIES & ZRENNER, 2002 ; ROSIEN & KOSTIS, 2003; SCHLOSSMANN &
ROFMANN, 2005).

Nos observamos que o efeito gastroprotetor do sildenafil contra a lesdo géstrica
induzida por dlcool em ratos € revertido com o co- tratamento com L-NAME (um inibidor nao
especifico das enzimas NO sintases) sozinho, mas ndo com o co- tratamento L-NAME + L-
arginina (um substrato da NOS). Assim, nossos resultados mostram que o efeito do sildenafil
depende da presenca de NO, pois a inibicdo da producdo de NO enddégeno reverte o seu efeito.
MacNaughton e colaboradores reportaram que a lesdo gastrica causada por etanol pode ser
significativamente reduzida pela administracdo de um doador de NO (MAcNAUGHTON et
al., 1989). Esses achados estdo de acordo com outros da literatura, na qual SANTOS et al.
(2005) mostrou efeito semelhante do sildenafil na lesdo gdastrica por indometacina.
LAMARQUE & WHITTLE (2001) também mostraram que a liberagdo de baixas doses de
NO protege contra a gastropatia induzida por AINES e ELLIOT et al. (1995) demonstrou que
0 NO acelera a cicatrizagdo de tlceras em ratos provocada pelos AINES. Porém, nosso
trabalho € o primeiro a mostrar esse efeito do sildenafil na lesdo por etanol. Sabe-se também
que a L-arginina induz um aumento na concentragdo dos niveis de cGMP nas glandulas
gastrica isoladas de coelhos, causando citoprotecio (CONTRERAS et al., 1997). Além disso,
a L-arginina acelera a cicatrizacdo da ulcera géstrica devido ao realce da microcirculacio e
angiogénese (BRZOZWSKI et al., 1997; KONTUREK et al., 1993). Por outro lado, o L-
NAME atrasa a cicatriza¢do da injdria géstrica aguda e prolonga a cicatrizagdo das tlceras
gastricas cronicas (KONTUREK et al., 1993). Foi demonstrado também que o L-NAME
aumenta e a L-arginina diminui a quantidade e intensidade da lesdo provocada por dlcool no

estdmago de ratos (NAHAVANDI et al., 1999).



Como foi comentado anteriormente, o sildenafil atua através da inibi¢do da
fosfodiesterase 5 (PDES), uma enzima responsivel pela degradacio do cGMP que € um
segundo mensageiro importante e sua produgio é estimulada pelo NO. E conhecido que os
processos de modulagdo neuronal tais como a liberagdo de mediadores vasoativos € crucial
para a resisténcia da mucosa géstrica contra agentes agressores (KO et al., 2004; YONEI et
al., 1990). WHITTLE et al. (1990) sugeriu que hid uma interacio entre mediadores
vasodilatadores derivados do endotélio, incluindo as prostaglandinas (PGs), e que eles podem
regular a microcirculacdo e a integridade da mucosa géstrica. As células endoteliais também
liberam 6xido nitrico (NO) que medeia o relaxamento vascular induzido por estimulagcdao

vagal (PALMER et al., 1987).

O NO possui um papel importante de modulagdo dos componentes fisiologicos e
de defesa do trato gastrintestinal, incluindo o controle da motilidade gastrintestinal (UEKI et
al., 1988), fluxo sanguineo gastrico (WHITTLE et al., 1981), adesdo de neutréfilos (KUBES
etal., 1991; MAY et al., 1991) e secrecdo de muco (WALLACE & MILLER, 2000).

Foi relatado que ativacdo da isoforma célcio-independente (induzivel) da NO
sintase, que produz grandes quantidades de NO, provoca injuria nas células endoteliais
gastricas (PALMER et al,, 1992). Entretanto a formagdo de NO induzido pela forma
constitutiva da NO sintase pode ser benéfica, uma vez que participa da modulacdo da
integridade da mucosa gastrica (TEPPERMAN & WHITTLE, 1992). KO et al. (2004)
verificou que a administragdo de etanol 50% ndo influencia a atividade da NO sintase
induzida, porém inibe a atividade da NO sintase constitutiva, provocando perda da integridade

da mucosa.

O GMPc é um nucleotideo sintetizado no interior da célula pela acdo de uma
enzima conhecida como guanilato ciclase. Esta enzima ¢ ativada por NO, formando cGMP a
partir do ATP (BEAVO, 1995; POLSON & STRADA, 1996). A producido do cGMP ¢ o
principal mecanismo pelo qual o NO produz muitos dos seus efeitos fisiologicos. Ha
evidéncias que o NO e o cGMP podem atuar sobre diversos alvos como as proteinas quinases
cGMP-dependente, as fosfodiesterases reguladas por cGMP e diferentes tipos de canais de
potdssio (BOLOTINA et al., 1994; HAN et al., 2002; LEVY & STRASSMAN, 2004). A

importancia das proteinas quinases no trato gastrintestinal foi demonstrada pela delecdo do



seu gene em camundongos, que induziu disfun¢des gastrintestinais, incluindo dilatagdo do
estdmago e ceco, contracdo pildrica e distirbios na motilidade gastrintestinal (NY et al.,

2000).

O nosso trabalho mostrou que a inibicdo da enzima guanilato ciclase e,
conseqiiente inibicdo da formacdo de GMPc elimina o efeito gastroprotetor do sildenafil na
lesdo provocada por etanol absoluto. Neste experimento foi utilizado como ferramenta
farmacolégica o ODQ na concentracdo de 10 mg/kg (um inibidor altamente seletivo da
enzima guanilato ciclase soliivel). Foi demonstrado também que a inibicdo da guanilato
ciclase aumentou a hemorragia e o edema na mucosa, além de diminuir os niveis de glutationa
na mucosa gastrica. Assim, esse experimentou mostrou que a gastroprotecdo do sildenafil é
dependente do NO derivado do sildenafil, e que seus efeitos benéficos na mucosa géastrica
envolve a guanilato ciclase intracelular e o GMPc. O ODQ ¢é potencialmente muito
significante para reconhecer compostos com evidéncia de envolvimento da guanilato ciclase
solivel (BOHLE, 1998). Sakai e colaboradores obtiveram resultados semelhantes aos nossos,
na qual mostraram que o GMPc e o NO protegem as células parietais da citotoxicidade
provocada pelo etanol e que a citoprote¢do dependente de GMPc estd relacionada a ativacdo
da via NO/cGMP e a abertura dos canais de cloro basolaterais (SAKAY et al., 1995).
Hillinger e colaboradores mostraram que a aplicacdo de 8-Bromo-GMPc (um andlogo do
GMPc que ativa proteina quinases) melhora a resisténcia vascular pulmonar, aumenta o fluxo
sanguineo, melhora a oxigenagdo arterial, diminui a infiltragcdo de neutrdfilos e diminui o
edema no pulmio pds-transplantado (HILLINGER et al., 1999). Um fato curioso € que a via
NO/cGMP possui efeito citoprotetores ou efeitos citotoxicos, dependendo do tipo celular.
Assim, em culturas de células endoteliais bovinas, a via NO/GMPc apresenta efeito
citoprotetor contra a injuria provocada pelo fator de necrose tumoral o (TNF- o) (POLTE et
al., 1997). Em contraste, essa via induziu citotoxicidade em varios tipos de células, tais como:
cultura de neurdnios do cértex cerebral de camundongos (FRANDSEN et al., 1992), células
PC12 de feocromocitoma (NAKAMURA et al., 1997) e a linhagem HIT-T15 de células B-
pancredticas de hamsters (LOWETH et al., 1997). Parece que um aumento moderado da
concentragdo de NO induz efeitos citoprotetores em alguns tipos de células, enquanto um

aumento maior de NO geralmente causa lesdo celular via formagdo de peroxinitrito.



Outros autores mostraram ainda que o NO inibe a estimulagdo da secrecdo de acido
géstrico pela histamina nas células parietais de ratos (BROWN et al., 1993) e nas glandulas
gastricas de coelhos (KIM & KIM 1996). Esta inibi¢do é acompanhada por um aumento do
GMPc intracelular (BROWN et al., 1993; KIM & KIM 1996) e € prevenido por inibidor da
proteina quinase cGMP-dependente (BROWN et al., 1993). Portanto, a via NO/GMPc possui

duas atividades importantes: antisecretdria e citoprotetora

Recentemente, Peskar e colaboradores demonstraram a participagdo dos canais de
potdssio ATP-dependentes (Katp) em vdrios modelos de protecdo gdstrica, como 16,16-
prostaglandina dimetil E2, etanol 20%, salicilato de s6dio, dimercaprol e dietilmaleato, com a
glibenclamida inibindo a prote¢do por esses compostos (PESKAR et al., 2002). Gomes e
colaboradores mostraram que o LPS protege a gastropatia induzida por indometacina, em
parte devido a abertura dos canais de Karp (GOMES et al., 2006) e Akar e colaboradores
mostraram que o diazéxido inibiu a lesdo géstrica induzida por indometacina em ratos, com a
glibenclamida revertendo essa protecio (AKAR et al., 1999). Entretanto, o papel dos canais de
Karp na protecdo gastrica a lesdes induzidas por édlcool ndo estd completamente elucidado.
Usando como ferramenta farmacoldgica a glibenclamida (um bloqueador dos canais de Katp)
ou o diazéxido (uma droga ativadora de canais de Karp), nés demonstramos que o efeito
protetor do sildenafil na lesdo gastrica induzida por etanol absoluto foi mediado, em parte,

pela abertura dos canais de Krp.

Tem sido postulado que os canais de Karp estdo envolvidos em uma variedade de
funcdes fisiopatoldgicas no estomago tais como: regulagdo do fluxo sanguineo, secrecdo de
dcido géstrico e contratilidade da musculatura gastrica. A capacidade da glibenclamida e do
diazéxido de alterar de alterar a resposta de algumas drogas tem sido aceita como evidéncia
para sugerir o envolvimento dos Karp nos eventos bioldgicos (STANDEN et al., 1989).
Nossos estudos evidenciaram que a glibenclamida reverteu, de forma dose dependente, o
efeito protetor do sildenafil e que a associagdo da glibenclamida mais diazéxido restaurou o
efeito gastroprotetor do sildenafil. Recentemente, Peskar e colaboradores sugeriram a acdo das
prostaglandinas endégenas como ativadoras de canais de Karp em modelos de gastroprotecio
(PESKAR et al., 2002). Assim, uma explicagdo possivel para o nosso resultado é que o
sildenafil, via NO, poderia aumentar a sintese de PGE2, e dessa forma ativaria o canal de

KaTp.



Nos evidenciamos ainda que a glibenclamida, um bloqueador de canais de Karp,
induziu uma diminuicdo no nivel gastrico de glutationa e aumento na concentracdo de
hemoglobina, indicando, respectivamente, que ela aumentou a produgdo de radicais livres e a
hemorragia. Portanto, a glibenclamida reverteu o efeito gastroprotetor do sildenafil na lesdo
por élcool sobre os niveis de glutationa e na hemorragia. Quando a glibenclamida foi
administrada concomitantemente com diazéxido, o efeito gastroprotetor do sildenafil foi
restaurado. Uma outra possibilidade é que a glibenclamida poderia induzir uma diminui¢éo do
fluxo sanguineo gastrico e dessa forma aumentar as lesdes na mucosa géstrica induzidas por
etanol. Akar e colaboradores demonstraram que o diazéxido reduziu a lesdo gédstrica na
mucosa géstrica de ratos tratados com indometacina, e que o relaxamento de artérias gédstricas
pré-contraidas pela noradrenalina induzida por diazéxido foi revertido pela glibenclamida.
Entdo, estes autores sugeriram que os canais de Karp possuem uma func¢io importante na
manuten¢do da integridade da mucosa géstrica pelo aumento da perfusdo géstrica e da
regulacdo de neutréfilos (AKAR et al., 1999). Foi sugerido também que os canais de Katp
possuem um papel na produgéo de radicais livres induzidos por neutréfilos em tecidos lesados
(PIEPER & GROSS, 1992) e que a glibenclamida reverteu o efeito protetor do LPS na
determinacgdo do nivel de glutationa (GOMES et al., 2006). Isso sugere que a glibenclamida ao
reverter o efeito protetor do sildenafil na gastropatia por dlcool, também pode ter aumentado a
liberag@o de radicais livres e consequentemente isso resultou em uma diminui¢do dos niveis
de glutationa. Este nivel de glutationa sé foi restaurado no grupo tratado com glibenclamida
mais diazéxido, onde o efeito protetor do sildenafil foi mantido. Neste caso, provavelmente a
liberagdo de radicais livres foi diminuida e os niveis de glutationa foram semelhantes ao grupo
tratado com sildenafil mais etanol absoluto. A ativagdo dos canais de Karp poderia oferecer
mecanismos protetores a injurias por inibi¢do da ativacdo dos neutréfilos e subseqiiente
diminuicdo do consumo de glutationa, como conseqiiéncia da diminui¢do da producdo de

radicais livres por estes leucdcitos.

A glibenclamida € um agente hipoglicemiante oral que estimula a secrecdo de
insulina por bloquear os canais de Karp (DUNNE & PETERSEN, 1991), podendo produzir
hipoglicemia. Foi relatado que a glicose pode reduzir a lesdo gastrica induzida por
indometacina (TAKEUCHI et al., 1990). Por outro lado, Takeuchi e colaboradores em 1994,
mostraram que o nivel de glicose no sangue pode contribuir de forma significativa no

desenvolvimento de lesdes na mucosa por alteracdo da motilidade gastrica (TAKEUCHI et al.,



1994). Durante todo o nosso estudo, a glibenclamida foi diluida em 2,5 ml/Kg de NaOH 0,02

N contendo 4% de glicose de modo a minimizar a hipoglicemia provocada pela droga.

E conhecido que a prostaglandina E2 possui uma agdo protetora contra a lesdo
gdstrica provocada pelo etanol (GLAVIN et al., 1996). Foi recentemente demonstrado que
essa protecdo da PGE2 € devido a um aumento do GMPc intracelular, que € mediado via
aumento da concentracio de cdlcio intracelular livre e a produgd@o de 6xido nitrico (SAKAI et
al., 1995). Outros autores mostraram que a via NO/GMPc apresenta acdo protetora contra a
lesdo celular nas células endoteliais de artérias pulmonares de bovinos (POLTE et al., 1997),
no pulmio de ratos (PINSKY et al., 1994) e na mucosa géstrica de cobaias (YANAKA et al.,
1995).

Mais de 20 anos apds a identificacio do NO como uma substincia bioldgica
importante produzida pelas células, muito se tem discutido sobre a modulacio do NO na
terapia de doengas. Talvez, ndo surpreendentemente, o aumento no entendimento da biologia
do NO na saide e na doenca em termos quantitativos (ndo apenas descritivos ou
observacionais) emerge como um pré-requisito fundamental para a descoberta, alvo e
otimizagdo das terapias relacionadas ao NO e, com sucesso, realizando seu potencial
comercial como uma droga segura e com beneficios clinicos decisivos. Informacoes
adicionais na biologia do NO devem ajudar a formular estratégias terapéuticas novas baseadas
na identificacdo molecular e manipulacio direta dos alvos sensiveis ao NO. A descoberta de
que o NO ¢ essencialmente um neurotransmissor, vasodilatador e mediador que participa na
defesa do organismo e a compreensdo dos aspectos fisioldgicos e patofisioldgicos dessa
molécula tiveram grandes avangos. Entretanto, muitas questdes permanecem abertas a respeito
do papel do NO na fisiologia normal e modulagdo/potencializacdo da patologia de doencas

inflamatorias.

Baseado no exposto acima, acreditamos que o tratamento com sildenafil em baixas
doses e por via oral é capaz de diminuir consideravelmente a lesdo géstrica induzida por
etanol, através da potencializagdo da via NO/cGMP e por um aumento na concentragdo de
glutationa no tecido géstrico. Este evento € dependente da abertura de canais de Karp, visto
que o pré-tratamento com glibenclamida sozinha, mas ndo com glibenclamida associada com

diazéxido, reverteu completamente este evento. A compreensdo dos mecanismos pelo qual o



sildenafil aumenta a defesa da mucosa gastrintestinal podera ser um alvo interessante para o

desenvolvimento de novas terap€uticas citoprotetoras.
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