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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito protetor da via hemeoxigenase O{H/ biliverdina/ CO em
modelos de gastropatia em camundongos e o papglahlato ciclase soluvel (GCs) e da
NOS constitutiva neste eventdétodos: Protocolo 1: Camundongos foram pré-tratados
hemina (indutor da HO-1; 1,3 ou 10mg/Kg, i.p.),Matdina (produto da HO-1; 1,3 ou
10mg/Kg, i.p.), DMDC (doador de CO; 2,5, 7,5, 12® 25 umol/Kg, i.p.) ou ZnPP
[(inibidor da HO-1; 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg. i.p.) anmora antes da administragcao por
gavagem de etanol 50% (hemina, biliverdina, DMDQ) 256% (ZnPP 1X). Em outro
grupo, os animais foram pré-tratados com ODQ (firiyfkg, v.0) ou L-NAME (3 mg/Kg,
v.0), trinta minutos antes dos tratamentos citadogeriormente. Depois de 1h, os
camundongos foram sacrificados e 0s estOmagos rdasoypara avaliacdo das lesdes
gastricas Ifnage J. Protocolo 2: Camundongos foram pré-tratados han(,0 mg/kg),
biliverdina (3,0 mg/kg), DMDC (12,;2mol/Kg) ou ZnPPIX (3,0 mg/Kg) uma hora antes
da administracdo de INDO 30 mg/Kg (hemina, biliwea DMDC) ou 10 mg/Kg (ZnPP
IX). Em outro grupo os animais foram pré-tratadosmmdODQ (12,5 mg/kg, v.0) ou L-
NAME (3 mg/Kg, v.0), trinta minutos antes dos tratmtos citados anteriormente. Trés
horas depois, os camundongos foram sacrificadoss eesbdmagos removidos para
avaliacdo das lesdes gastrica, utilizando um pasfadndigital. Em todos os grupos
experimentais, fragmentos da mucosa gastrica faralatados para determinagdo da
concentracdo de MDA, GSH e bilirrubina. Outra ameode tecido foi retirada para analise
microscépica e imunohistoquimica. A deteccdo daxicias TNFe, IL-18 e IL-10, bem
como a atividade de MPO foram avaliados somengastiopatia por INDCResultados:

O etanol aumentou a expressdo de enzima HO-1 enigless de bilirrubina no tecido
gastrico. Hemina, biliverdina ou DMDC reduzirameado gastrica, os niveis de MDA e o
consumo de GSH induzido por etanol 50%. Os parasehistolégicos, edema,
hemorragia e perda de células epiteliais, foramirdirdos na presenca de hemina,
biliverdina ou DMDC. ZnPP IX amplificou o efeito dgianol 25%, aumentando a lesao
géastrica, os niveis de MDA e o consumo de GSH. &anpetros histologicos também
foram amplificados apos o tratamento com ZnPP IXcolkcentracdo de bilirrubina se
mostrou elevada apenas na gastroprote¢céo induard@emina e biliverdina, mas nao pelo
DMDC. INDO aumentou a expressdo da HO-1 e os nigeisbilirrubina na mucosa
gastrica. Hemina, biliverdina ou DMDC reduzirameado gastrica, a atividade de MPO,
os niveis de MDA e aumentaram a concentracao de &SHastropatia por INDO. Os
parametros histolégicos, edema, hemorragia, peedeétlilas epiteliais e a presenca de
células inflamatdrias, foram inibidas pela hemibdiverdina ou DMDC. ZnPP IX
amplificou o efeito da INDO aumentando a lesdorgasta atividade de MPO, os niveis
de MDA e o consumo de GSH. Os parametros histad@giambém foram amplificados
apos o tratamento com ZnPP IX. Bilirrubina se nmstlevada apenas na gastroprotecédo
induzida por hemina e biliverdina, mas nao pelo BBAMemina, biliverdina e DMDC
diminuiram as concentracdes de Tille-1L-13 e aumentaram a IL-10. ODQ e L-NAME
reverteram o efeito protetor do DMDC, mas néo tladrdina, na gastropatia induzida por
etanol ou INDO.Conclusao: A via HO-1/biliverdina/CO participa do processo difesa
da mucosa gastrica contra lesdes induzidas pooletaniNDO. Na gastropatia por etanol,
a protecdo € dependente da acdo antioxidante idaltbiita e CO. Entretanto, no modelo
de gastropatia por INDO, observamos uma acao addiote e antiinflamatoéria.
Evidenciamos ainda que o mecanismo de acdo gastetgr do CO, mas nao da
biliverdina é dependente da via CO/GMPc/NOS.

Palavras-chave: Lesdo gatrica. HemeoxigenaseiteRiina. Gastroprotecao.



ABSTRACT:

Objective: Objective: To evaluate the protective effect of theme-oxygenase 1 (HO-
1)/biliverdin/CO pathway in models of gastropatimy mice, evaluating the role of the
soluble guanylate cyclase (GCs) and of the comst#uNOS in this eventMethods:
Protocol 1. Mice were pre-treated with hemin (HQrHucer; 1,3,10 mg/Kg, i.p.),
biliverdin (HO-1 product; 1,3 or 10 mg/Kg., i.pDMDC (CO donor; 2.5, 7.5, 12.5 or 10
umol/Kg, i.p.) or ZnPP IX (HO-1 antagonist; 0,304 3 mg/kg. i.p.), one hour before,
gastric damage was induced by ethanol 50% (henfimefdin, DMDC) or 25% (ZnPP
IX). In another group, the animals were pre-treatgtth ODQ (12.5 mg/kg, v.0) or L-
NAME (3 mg/Kg, v.0), thirty minutes before of theeatments cited previously. After 1h,
the mice were sacrificed and the stomachs remowe@valuation of the gastric lesions
(Image J). Protocol 2: Mice were pre-treated witamin (3 mg/Kg, i.p.), biliverdin (3
mg/Kg., i.p.), DMDC (12,5 umol/Kg) or ZnPP IX (3/@g/kg), one hour before of the
administration of INDO 30 mg/Kg (hemin, biliverdibDMDC) or 10 mg/Kg (ZnPP IX). In
another group, the animals were pre-treated witlQQD2.5 mg/kg, v.0) or L-NAME (3
mg/Kg, v.0), thirty minutes before of the treatneeaited previously. Three hours after, the
mice were sacrificed and the stomachs removed Vafuation of the gastric lesions,
utilizing a digital paquimetry. In all of the expaental groups, fragments of the gastric
mucous were collected for determination of the eat@tion of MDA, GSH or bilirubin.
Another samples of tissue was removed for micrascapalyzes and HO-1 expression by
immunohistochemistry. The detection of the TWHAL-1p, IL-10 and MPO activity were
evaluated only in the INDO gastropatiResults: Ethanol increased the expression of HO-
1 and the levels of bilirrubin in the gastric tiesiHemin, biliverdin and DMDC reduced
gastric damage, MDA levels and GSH consume in elha0%- induced gastropathy. The
histological parameters, edema, hemorrhage and lufsepithelial cells, were diminished
in the presence of hemin, biliverdin or DMDC. ZnPP amplified the ethanol-induced
gastric lesion, increased MDA formation and deadafie GSH concentration in gastric
mucosa. The histological parameters also were &etphfter the handling with ZnPP IX.
Bilirubin concentration was elevated during the tpetion induced by hemin and
biliverdin, but not DMDC. INDO increased the HO-gpeession and the bilirrubin levels
in the gastric mucosa. Hemin, biliverdin or DMDé&duced the gastric lesion, the MPO
activity, and the MDA levels and increased the G&ihcentration in the gastropathy
INDO- induced. The histological parameters, edenemorrhage, loss of epithelial cells
and the presence of inflammatory cells, were inaiiby hemin, biliverdin or DMDC.
ZnPP IX amplified the effect of the INDO increasitg gastric lesion, the MPO activity,
the MDA levels and the GSH consume. The histoldgiemameters also were amplified
after the handling with ZnPP [X. Bilirubin was showelevated during the protection
induced by hemin and biliverdin, but not DMDC. Hemibiliverdin and DMDC
diminished the TNFe and IL-13 concentrations and increased the IL-10. ODQ and L
NAME completely abolished the DMDC protective gaseffect, but not biliverdin in the
gastropathy ethanol or INDO- induced. Conclusiéf®-1/biliverdin/CO pathway plays a
protective effect against ethanol or INDO-inducedstgc damage. In the gastropathy by
ethanol, the protection is dependent of the antiam action by bilirubin and CO.
However, in the model of INDO gastropathy, we ofieean anti-oxidant and anti-
inflammatory action. The mechanism of gastro ptdte action of the CO, but not of the
biliverdin, is dependent of the CO/ NOS/ GMPc patkiw



LISTA DE ABREVIATURAS

o — Alfa

 — Beta

5’-AMP — 5’-monofosfato de adenosina ciclico

AINEs — Antiinflamatérios ndo esteroidais

ANOVA — Andalise de variancia

BSA — Albumina sérica bovina

cGMP - Monofosfato ciclico de guanosina

COX - Ciclooxigenase

DAB - 3,3 diaminobenzidine-perdxido

DNA — &cido desoxirribonucléico

dNTP — deoxinucleotideos

EDRF — Fator de crescimento derivado do endotélio

ELISA — Ensaio imunoenzimatico

EPM — Erro padrdo da média

g — Grama

GC - Guanilato ciclase

GMP — Guanosina monofosfato



GSH — Glutationa reduzida

HTAB - Hexadecitrimetilamoénio

IL — indice de lesdo

I.p. - intraperitoneal

IL-1 — Interleucina 1

IL- 4 — Interleucina 4

IL- 6 — Interleucina 6

IL- 8 — Interleucina 8

IL- 10 — Interleucina 10.

Kg — Kilograma

KCI — Cloreto de potassio

KH>,PO, — Fosfato de Potassio

H. pylori — Helicobacter pylori

HTAB — Brometo de hexadeciltrimetilamonio

L-NAME - L-nitro-arginina-metil-éster

L-NIL — L-lisina-N-iminoetil

LPS — Lipopolissacarideo

M - Molar



mg — miligrama

ml — mililitro

mm — milimetro

MPO — Mieloperoxidase

NaCl — Cloreto de potassio

NFkB — Fator nuclear kappa B

NO — Oxido nitrico

NOS - Sintase do 6xido nitrico

NOSc - Sintase constitutiva do 6xido nitrico

NOSi - Sintase induzida do 6xido nitrico

NOSnh - Sintase neuronal do 6xido nitrico

ODQ - Droga inibidora seletiva da guanilato ciclask&ivel

OMS - Organizacao mundial de Saude

OPD - O-fenilenediamine diidrocloreto

PAF - Fator de agregacédo plaquetéria

PBS — Solucédo tamponada de fosfato

Pg - Picograma

PGE2 — Prostaglandina E2.



PGFIo - Prostaglandina el

PGI2 — Prostaglandina 12.

PGs — Prostaglandinas

RNA — acido ribonucléico

ROS — Espécie reativas de oxigénio

RPM — Rotac¢des por minuto

SH-NP — Grupos sufidrilicos néo protéico

SNAP - S-nitroso-acetilpenicillamina.

SUR — Receptores da sulfoniluréia.

TGI — Trato gastrintestinal.

TNBS — 2,4,6 - trinitrobenzenosulfonico

TNF-a - Fator de necrose Tumoal

Tris — Hidroximetil aminometano.

uL — microlitro.

pm — Micrométro

v.0. — via oral



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

LISTA DE FIGURAS

Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo 48
cronico de etanol no estdmago.

Esquema ilustrativo dos mecanismos molecularesogtop 49
pelo qual o etanol provoca inflamacéo e lesdo naosau
gastrica.

Esquema representativo dos varios componenteswitiesl 54
na fisiopatologia da leséo gastrica por AINESs.

Degradacdo do heme pela enzima hemeoxigenase (58D)
gerando biliverdina, monoxido de carbono (CO) eofer
Biliverdina € rapidamente convertida em bilirrubipala
biliverdina redutase. O ferro é capturado pelaitiea. Os
produtos de degradacdo do heme pela HO possuess vari
propriedades fisioldgicas.

Hemina (painel A), biliverdina (painel B) e decdwanil 83
dimanganés (DMDC, painel C) preveniu a lesao gastri
induzida por etanol 50%.

Avaliacdo histologica da administracdo de heminay 86
indutor da via da HO-1 (painel B), biliverdina (pei C) e

do decacarbonil dimanganés (DMDC, painel D) no rfeode
de gastropatia por etanol.

Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundong®s

tratados com etanol .



FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

Zinco protoporfirin IX (ZnPP 1X), um inibidor da enzima
hemeoxigenase 1, aumentou significativamente ao |e83
induzida por etanol 25% na mucosa gastrica de
camundongos.

Analise microscopica da administragdo do zinéd
protoporfirim 1X (ZnPP IX) na gastropatia induzigeor
etanol 25%.

Papel da guanilato ciclase soluvel no efeito gpsttetor 100
da via HO-1/biliverdina/CO contra lesbes induzidas
etanol 50% em camundongos.

Papel do da NO sintase no efeito protetor da via HID3
1/biliverdina/CO contra lesfes induzidas por et&i@st em
camundongos

Hemina, um indutor da via da HO-1 (painel A), eligdina 106
(painel B) e decacarbonil dimanganés (DMDC, paidgl
preveniram a lesdo gastrica induzida por indomedaci
(INDO).

Avaliacdo histologica da administracdo de hemirgingl 107
B), biliverdina (painel C) e do decacarbonil dimangs
(DMDC, painel D) no modelo de gastropatia por
indometacina (INDO).

Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongjo2

tratados com INDO.



FIGURA 15

FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

Zinco  protoporfirin -~ IX  (ZnPP  IX) aumentoull?
significativamente a lesédo induzida por indometacma
mucosa gastrica de camundongos.

Efeito microscopico da administragdo do zindd8
protoporfirim 1X (ZnPP IX) na gastropatia induzigeor
indometacina (INDO).

Papel da guanilato ciclase soluvel no efeito gpsttetor 124
da via HO-1/biliverdina/CO contra lesbes induzidas
indometacina (INDO) em camundongos.

Papel da NO sintase no efeito protetor da via HI{®8
1/biliverdina/CO contra lesdes induzidas por ind@o@a

(INDO) em camundongos.



TABELA 1 -

TABELA 2 —

TABELA 3 —

TABELA 4 -

LISTA DE TABELAS

Avaliacdo microscopica pelos criterios de Lainale{1988) 87
da administragcdo de hemina (10 mg/kg), biliverd{aa
mg/kg) ou decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,5

umol/kg) na leséo induzida por etanol 50%.

Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) 9©
glutationa reduzida (GSH) no tecido gastrico de
camundongos pré-tratados com hemina (10 mg/kg),
biliverdina (10 mg/kg) ou decacarbonil dimanganés
(DMDC) (12,5 pumol/kg) no curso da lesdo gastricas

induzidas por etanol 50%.

Determinacdo dos niveis de bilirrubina na mucossriga 91
de camundongos pré-tratados com hemina (10 mg/Kg),
biliverdina (BLV) (10 mg/kg) e decacarbonil dimangsa
(DMDC) (12,5umol/Kg) no modelo de gastropatia induzida

por etanol 50%

Avaliacdo microscopica de acordo com os critéred.a@ine 95
et al. (1988) em camundongos pré-tratados zinco
protoporfirin 1X (ZnPP IX) (3 mg/Kg) nas lesdes umidas

por etanol 25%.



TABELA 5 —

TABELA 6 —

TABELA 7 —

TABELA 8 —

TABELA 9 —

Determinacdo dos niveis de malondiadldeido (MDA) 9¢
glutationa reduzida (GSH) em camundongos pré-toatad
com zinco protoporfirin IX (ZnPP 1X) no curso da

gastropatia induzidas por etanol 25%.

Determinacdo dos niveis de bilirrubina na mucossriga 98
de camundongos pré-tratados com Zinco protoporflm
(ZnPP 1X), na dose de 3 mg/Kg na gastropatia panacbt

25%.

Determinacdo dos niveis de malondiadldeido (MDA) 161
glutationa reduzida (GSH) no tecido gastrico de
camundongos pré-tratados com ODQ (12,5 mg/kg), 30
minutos antes da administracdo de decacarbonilndjares
(DMDC) (12,5umol/kg) na gastropatia induzida por etanol

50%.

Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) 164
glutationa reduzida (GSH) no tecido gastrico de
camundongos pré-tratados com L-NAME (3,0 mg/kgp) 3
minutos antes da administracdo da hemina (3,0 mgdkig
decacarbonil dimanganés (DMDC) (12/mmol/kg) na

gastropatia induzida por etanol 50%.

Avaliacdo microscopica pelos critérios de La{i®88) de
camundongos pré-tratados com hemina (3,0 mg/kg),

biliverdina (3,0 mg/kg) ou decacarbonil dimanganés
108



TABELA 10 —

TABELA 11 —

TABELA 12 -

TABELA 13 -

(DMDC) (12,5 umol/kg) no curso da lesdo microscopica

induzida por indometacina (INDO) (30 mg/Kg).

Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPQ@)2
malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) no
tecido gastrico de camundongos pré-tratados comnlem
(3,0 mg/kg), biliverdina (3,0 mg/kg) ou decacarbon
dimanganés (DMDC) (12,xmol/kg) no curso da contra
lesbes gastricas induzidas por indometacina (INDHED)

mg/Kg).

Determinacdo dos niveis de bilirrubina na mucossiriga 113
de camundongos pré-tratados com hemina (3,0 mg/Kg)
biliverdina (3,0 mg/kg) ou decacarbonil dimanganés
(DMDC) (12,5 umol/Kg) no curso das lesbes gastricas

induzidas por indometacina (INDO) (30 mg/Kg).

Determinacdo da concentracao das citocinas3ILFNFa e 115
IL-10 no tecido géstrico de animais tratados corinaa
(controle), hemina (3,0 mg/kg), biliverdina (3,0 /ikg) ou
decacarbonil dimanganés (DMDC) (12i610l/Kg) durante
lesdo gastrica induzida por indometacina (30 mg/&aq)

camundongo.

Avaliacdo microscopica pelos escores de Laine.g(1&88) 119
da mucosa gastrica de camundongos pré-tratado® zinc

protoporfirin IX (ZnPP IX) (3 mg/Kg) nas lesdes umidas



TABELA 14 —

TABELA 15 -

TABELA 16 —

TABELA 17 —

por indometacina (INDO) (10 mg/Kg).

Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO),
malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) nlo21
tecido gastrico de camundongos pré-tratados comozin
protoporfirin IX (ZnPP 1X) (3 mg/Kg) nas lesbes gfa=as

induzidas por indometacina (INDO) (10 mg/kg).

Determinacdo dos niveis de bilirrubina na mucossriga 122
de camundongos pré-tratados com Zinco protoporflm
(ZnPP 1X), na dose de 3 mg/Kg na gastropatia irdhszpor

indometacina (10 mg/Kg).

Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPQ@25
malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) no
tecido gastrico de camundongos pré-tratados com ODQ
(12,5 mg/kg), 30 minutos antes da administracdo de
decacarbonil dimanganés (DMDC) (12/mmol/kg) na

gastropatia induzida por indometacina (INDO) (30'uag.

Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO),
malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) no

tecido gastrico de camundongos pré-tratados coni MRl

(3,0 mg/kg), 30 minutos antes da administracabetaina 129
(3,0 mg/Kg) ou decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,5

umol/kg) na gastropatia induzida por indometacin® (3

mg/Kg).
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1.INTRODUCAO

As doencas do trato gastrintestinal, relacionadasoasumo excessivo de etanol ou
drogas antiinflamatorias ndo esteroidais (AINES)ssuem um importante papel na
gastroenterologia clinica, sendo o foco da farnmapia atual a descoberta de
mecanismos de defesa da mucosa para acelerar tazeig@#o/cura destas patologias

(CHAMBERLAIN, 1993).

Pacientes que fazem consumo abusivo de AINEs owleppssuem uma maior
predisposicao de vir a ter lesdo gastrica hemaadgguda (CHAMBERLAIN, 1993). O
etanol possui uma toxina entérica que afeta atastre funcdo de varios elementos do
trato gastrintestinal além de causar efeitos ntersg nervoso central. No estbmago, o
etanol aumenta a secrec¢do gastrica de acido, lawasiress oxidativo com a deplecao de
glutationa reduzida (GSH), influencia a atividada thusculatura e reduz o fluxo
sanguineo, aumentando os riscos de hemorragiaseeges (BODE & BODE, 2000;
MACMATH TL, 1990; SANTOS & RAO, 2001). Ja os AINEsnstituem uma das classes
de farmacos mais prescritas no mundo. A toxicidgdstrintestinal constitui a maior
limitacdo para o uso dos AINEs. Através de um fem@onde adaptacdo, inUmeros
produtos quimicos podem induzir uma protecdo daosaugastrica a lesdo por AINEs
(PESKAR et al., 2002). O conhecimento da fisiopagia da lesédo gastrica por AINEsS e
etanol, bem como dos mecanismos envolvidos naalef@smucosa gastrica a agressoes
externa, contribui para o desenvolvimento de nossisatégias para o tratamento e

profilaxia destas lesfes.

A hemeoxigenase (HO) é uma enzima microssomal gtadiza a degradacao

do heme em monoxido de carbono (CO), biliverdiniezreo (ABRAHAM et al.,1988).
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HO-1, a forma induzida, € geralmente expressa emigdes de stress oxidativo, isquemia
e reperfusdo, por citocinas pro-inflamatoérias, éxmdtrico, endotoxinas e heme ,0 seu
substrato (FUJITA et al., 200ACHIE et al., 2003). HO-2 e HO-3 sédo as formas
constitutivas expressa na maioria dos tecidos (MGBREY et al.,1997). A HO e seus
produtos estdo envolvidos e varios efeitos bioligi®® CO exibe algumas propriedades
semelhantes ao NO, incluindo a regulacdo no térascwar, sinalizacdo neuronal,
mudulacdo da apoptose e antinocicepcdo (MCCOUBREA. £1997;MORITA et al.,
1995; MAINES, 1997, BARANANO et al., 2001) enquanto a biliverdina ams um

importante efeito antioxidante (STOCKE® al., 2004).

Nos ultimos anos, varios estudos vém demonstrandoagHO-1, heme (seu
substrato) e seus produtos CO e biliverdina, smzes de modular o processo
inflamatorio. Foi demonstrado que o heme é capaestienular a produgcédo de radicais
livres e estimular a expressao de moléculas dedades: infiltracdo de neutrofilos para o
sitio (NISHIE et al., 1996). Entretanto, pequenascentracdes de heme podem agir como
antiinflamatério e citoprotetor através do aumeataaexpressao da HO-1 e estimulacéo da
formacao de HO-1 e seus produtos, como o CO eeldliva, que foi demonstrado que
reduzem a migragdo, exsudacéo e liberacao de noeegpro- inflamatorios e a expressao
de proteinas de adesdo (HAYASHI et al., 1999 )esndo que a expressao de HO-1
possui efeito antiinflamatério. Estudos recentenalestraram que o aumento da atividade
de HO-1 protege o trato gastrintestinal de divetguss de injuria tecidual e melhora o
processo inflamatério pela capacidade de inibirxpressdo de moléculas de adeséo
(WANG et al., 2001). O CO e o0 NO é gerado a pdds enzimas HO-1 e NOS induzida
respectivamente, sob circunstancias de stressjaiainDado a sobreposi¢do nas funcdes

biolégicas do CO e do NO, é possivel que algumassago NO estejam aumentadas pela
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inducdo de HO-1 e consequiente producédo de CO, gitdHO-1 e os CO parecem servir
como um mecanismo de feedback negativo, inibindoatvidade dos NOS
(KOROLKIEWICZ et al., 2004). Tanto a NOS como HGs80 induzidas em processos
fisiopatoldgicos e estudos sugerem que CO podér santo para regular, como também,
para dar continuidade aos efeitos dos NO. Muitesadeitos do CO dependem da ativacéo
da guanilato ciclase, que gera o 3', 5-monofosfatanosinida ciclico (GMPc) e da
modulacdo da MAPK, que sdo moléculas sinalizadiongsrtantes presente no processo
inflamatodrio. Os efeitos da GMP ciclico mediadok g0 incluem a neurotransmisséao, a
inibicdo da agregacdo plaquetaria e da proliferag@lolar e acdes anti-apoptotica,
antiinflamatéria e citoprotetora (RYTER et al., 2DCEntretanto, faltam estudos avaliando
um possivel efeito protetor da via HO1/biliverdd@ nos processos inflamatorios

induzidos pelo diversos estimulos como, por exengibnol e indometacina no estdbmago.
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2. REVISAO DE LITERATURA.
2.1- LESAO GASTRICA versus GASTROPROTECAO.

Constantemente, a superficie da mucosa do estognagposta a estimulos lesivos
como drogas, toxinas bacterianas, proteinas het@®le suco gastrico. Estes estimulos
lesivos determinam o aparecimento de uma reacdmmatoria coordenada por varios
mediadores liberados por células do epitélio édarla propria, tendo como conseqiéncia
final o desenvolvimento de lesdes na mucosa e ceap@ento de doencas como, por

exemplo, gastrite, Ulcera péptica.

Inicialmente, acreditava-se que as lesdes gastremdtavam da acdo do acido
cloridrico e da pepsina naturalmente presentesstiomago (WALLACE, 2001). Com a
evolucdo dos estudos foi observado que, aléem dosefaagressores endogenos (acido,
pepsina, e bile), essa patologia estava associad&r@s fatores exogenos predisponentes
relacionados a condi¢cdes de vida tais como: estr&swo, alcool, uso continuo de AINES
(60 % do numero de casos), ingestdo de determinalifoentos, presenca do agente
infecciosoHelicobacterpylori e predisposicdo genética, os quais atuariam camarite

reduzindo a defesa da mucosa gastrica (WALLACE1200

A lesdo géstrica atualmente é definida como um qiéidierio entre a acédo
produzida pelos agentes agressores, que compreamemmgentes quimicos que podem
ser endégenos (HCI, pepsina) ou exdgenos, comoletans AINES, e a capacidade da
mucosa gastrica em resistir a agressao atravéslelmentos defensivos existentes, como
sintese de prostaglandinas citoprotetoras, mucarbmnato, fluxo sanguineo e motilidade
gastrica (KONTUREK et al., 1998; PESKAR & MARICIQ998; CALAM & BARON,

2001).



36

A exacerbacédo da secrecao acida no estbmago @areoomncosa gastrica (WOLFE
et al., 2003); entretanto, sua regulacdo ndo devecsnsiderada como a principal
responsavel pela lesdo da mucosa do estomagofdisdevou ao estudo e descoberta da
bactéria Helicobacter pylori um bacilo gram negativo que possui a capacidagle d
colonizar o muco produzido pela mucosa gastricdseonsiderados uma das principais
causas da ulcera péptica, linfoma gastrico e adeciooma gastrico. Entretanto, ja foi
demonstrado também que esta bactéria pode estsanpgena mucosa de individuos sadios

gue podem ou néo desenvolver lesdes ulcerativaSRBBAUM & MICHETTI, 2002).

Desse modo, varios mecanismos estdo implicados atagénese das lesdes
géastricas, agindo sinergicamente ou ndo na proddeddesfes. Assim, 0 aumento da
secrecdo 4cida gastrica, pepsina, diminuicdo dro flsanguineo, supressdo de PG
enddgena, inibicdo do crescimento e proliferacilulare da mucosa, alteracdo da
motilidade gastrica, presenca de agentes infecziespresenca de radicais livres séo
alguns dos mecanismos envolvidos na ulcerogéneSd P& & SOLL, 1988; LEWIS &

HANSON, 1991; HIRSCHOWITZ et al., 1995) e se cdnstin alvo de acao terapéutica.

2.2. FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA.

2.2.1. Prostaglandina.

As prostaglandinas (PGs) estdo envolvidas em unma & processos fisiologicos
no estdbmago, incluindo secrecéo de acido, proddeanuco e fluxo sanguineo na mucosa
gastrica (ROBERT et al., 1985). Prostaglandinaggedas sdo geradas a partir do acido
aracdonico. Trés isoenzimas de ciclooxigenases (CQXX-1 (Vane, 1994), COX-2

(XIE et al., 1991) e, recentemente, COX-3 (CHANDRAFIARAN et al., 2002) tém
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sido descritas como catalisadores da conversaeido aracdénico para a prostaglandina
endoperoxido H2 (PGH2), a reacdo chave para bitessirndas prostaglandinas, PGD?2,
PGI2, PGFa e TX2 (PELEG et al., 2002). COX-1 é expressa, ddarconstitutivo, em
muitos tecidos. Por outro lado, niveis de COX-2 ssisalmente baixos ou néo-detectados
em condicbes basais (KARGMAN et al., 1996), mas entam rapidamente sobre
influéncias de estimulos proé-inflamatorios ou métoigos (CATELLA-LAWSON et al.,
1991). COX-3 é expressa no cortex cerebral de ed@n baixas quantidades em outros
tecidos. Em humanos, a COX-3 também é expressaoriexccerebral e no coracéo
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002). PGs modulam o fluganguineo e a secrecao de
muco devido a expressao da isoforma constitutiv@@x-1. Por outro lado, a PG que tem
sua producédo induzida durante o processo da inf@ama derivada COX-2 (XIE et al.,

1991).

Foi estabelecido que a supressao da sintese de B&amago, através da inibicao
da COX, é o componente chave para o mecanismoobdsitesbes no TGl associado ao
uso de AINEs (VANE et al., 1994). O efeito bioldgidos produtos da COX, PGs, é
mediado por receptores de membranas especificoemileados receptores EP, que sao
acoplados a proteinas-G de membrana, ligadas eemiés vias de transducdo de sinal

intracelular (SUGIMOTO et al., 2000).

PG exerce sua gastroprotecdo, por aumentar a &ecdeg muco e bicarbonato,
manter o fluxo sanguineo da mucosa, e aumentasisiércia de células epiteliais contra
danos causados por citotoxinas (HAWKEY & RAMPTON8%). Um dos mecanismos
pelo qual a PG pode causar diminuicdo da respodimiatoria e dano na mucosa é
através da modulacédo da atividade de imundcitesuwsa. PGE2 é um potente supressor

do fator de necrose tumoral (TNif-liberado por macréfagos. Entretanto, pesquisadore
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demonstraram que PGEZ2 inibiu a liberacdo de fatoragregacdo plaquetaria (PAF),
histamina e TNFe: de células na mucosa intestinal. PGs regulam,éamh liberacéo de
outras citocinas como ILBldos macrofagos (REMICK et al., 1986) e reduzeihexdcao

do leucotrieno LTB4 dos neutrdéfilos (HAM et al.,.83).

2.2.2. Muco e bicarbonato.

A mucosa gastrica produz fatores degradantes ca@weido gastrico e enzimas
proteoliticas. Para manter a integridade da mucosa,sistema de defesa efetivo é
necessario. A primeira linha de defesa contra doééia barreira do muco que vem sendo

investigada por varios grupos de estudo (PHILLIPSDHAI., 2002).

O epitélio gastrico é recoberto por uma continuaatka de muco gastrico o qual
adere na superficie da mucosa. Esse muco adentinjante com o bicarbonato secretado
pelo epitélio serve como uma barreira contra achgéstdo causada pelo acido e pepsina

(ALLEN & FLEMSTROM, 2005).

O muco é um importante fator protetor para a mugads#rica, o qual se apresenta
de forma viscosa, elastica e aderente na formardgal transparente composto por 95%
de agua e 5% de glicoproteina, que recobre a s$cpeda mucosa gastrointestinal. O
muco € capaz de agir como antioxidante e pode iredazos da mucosa promovidos por
radicais livres (REPETTO et al., 2002). O muco gésté composto por glicoproteinas
com atividade antioxidante, pois estes acUcarespetentes sequestradores de espécies
reativas de oxigénio (MOJZIS et al., 2000). A se&cedo muco gastrico € controlada por
varios fatores em diferentes vias. ProstaglandiffSE2) e secretina, as quais sao

inibidoras da secrecdo acida, estimulam a secregianuco (TANI et al., 1997).
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Neurotransmissores, autacoides e hormonios també&aeiam a secrecdo de muco

(FORTNER & FORTNER, 1994).

2.2.3. Fluxo Sanguineo da Mucosa gastrica.

Um dos papéis do fluxo sanguineo é suprir de oxgémtrientes e horménios a
mucosa gastrica, além de participar na regulacasadia do acido, producédo de muco,
secrecdo de bicarbonato e remocdo dos produtosindol a retrodifusdo de ions
hidrogénio; assim, o fluxo sanguineo contribui samsialmente para a manutencéo
fisiologica da integridade da mucosa. A reducadfldeo sanguineo esta envolvida na
fisiopatologia das lesbes da mucosa gastrica cass@dr stress, etanol e AINES
(KAWANO et al., 2000). A microcirculacdo é importanpara a defesa da mucosa e é
modulada pelo sistema nervoso e por mediadoresmatirios. Difusdo de acido ou toxina
na mucosa resulta em elevacao critica do fluxowsaeg mediada por neurdnio sensorial

aferente, limitando danos e facilitando a repard¢@aLLACE et al., 2001).

2.2.4. Atividade antioxidante.

Radicas livres derivados do oxigénio (ROS) estamlgidas em varios eventos
patologicos incluindo Ulceras e inflamacado gastesitinal (YOSHIDA et al., 1995). ROS
gerados pelo metabolismo do acido aracdbnico, Megwé e neutréfilos, podem
contribuir para danos causados na mucosa gasRCGSBEN & ROGERS, 1990). Os
sequestradores de ROS sao utilizados para praegercosa gastrica do dano oxidativo e
acelerar a cicatrizacdo de Ulceras. ROS estdo \@dasl nos mecanismos de reacdes

inflamatorias ou atuam como segundos mensageiragmenter diversas fungdes celulares
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(BLAKE et al., 1995). Assim, o equilibrio entre arfacdo e a remocédo das ROS no
organismo deve ser regulado de forma que as reagiresessos metabdlicos dependentes
das mesmas possam ocorrer em um hivel adequad@ pasmutencdo da fisiologia das
células (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990). O desequilio entre a formacédo e a
remocao dos radicais livres no organismo, decareiat diminuicdo dos antioxidantes
endogenos, principalmente a glutationa reduzidaH)GG8u do aumento da geracédo de
espécies oxidantes, gera um estado pro-oxidantefayogece a ocorréncia de lesbes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celylarekisive podendo resultar na morte
celular (GUTTERIDGE, 1992). Em condi¢cdes normais;oacentracdo destas espécies
dentro das células é extremamente baixa pelo fexitirem enzimas antioxidantes que
as removem, ou impedem sua formacdo. Estes radieadem a ser eliminados do
organismo pelo conjunto das enzimas superoxidoutase (SOD), glutationa peroxidase

(GSHXx), glutationa redutase (GSHR) e pela catdl@s#d) (YOSHIDA et al., 1995).

2.2.5. Reconstituicao do epitélio gastrico.

O estbmago possui varias formas de se protegedguaxposto continuamente a
altas de acido; uma das estruturas mais importaétes epitélio gastrico. Ele é
freqientemente renovado, sendo as células “velthesibcadas em direcdo ao lumen. O
epitélio gastrico humano renova-se completamentada 2-4 dias. A habilidade em
permitir que as células velhas sejam repostas phras mais jovens, sem quebra
significante da barreira, € atribuida a um proceksextensao celular, ou seja, as células
vizinhas gradualmente “apertam” as células envalascna base (WALLACE, 1997). O
termo “reconstituicdo” refere-se ao processo dareegpitelial da mucosa, que envolve

migracdo rapida de células cicatrizantes aos loleg®nados na base da membrana
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desprotegida. As células gastricas estédo ligasgasnabrana basal da célula epitelial e este
local € bastante sensivel aos danos induzidos gdo §PAIMELA et al., 1998). A
cicatrizacdo na mucosa na Ulcera gastrica requemsétuicdo da estrutura glandular
epitelial (re-epitelizacéo), restauracédo da lanpirggoria incluindo uma rede microvascular

na mucosa, nervos e células de tecidos conectidthA(Nl & CALABRO, 2001).

7

A cicatrizacdo das Ulceras é acompanhada de ummnaoinde fluxo sanguineo
gastrico na area da Ulcera e por um significativoento de gastrina plasmatica e citocinas
proinflamatérias como TNE-e IL-18. Foi encontrado que a hipergastrinemia, que ocorre
durante o periodo anterior a cicatrizacdo da Ulgerde ser atribuida a supressao da acidez
géastrica e expresséo de fatores de crescimentaais cpntrolam a proliferacao celular e
também exibem atividade antisecretora (BRZOZOWSKdle 2001). A mucosa gastrica
situada na margem da Ulcera forma a “zona de @ae#io”; as glandulas dessa regido
comecam a dilatar e as células de revestimentasiegéndulas sofrem diferenciagéo;
ocorre ainda ativacdo do fator de crescimento epiglee a proliferacdo celular € assim
ativada. Esse processo € iniciado ap0s trés diasplantacdo da Ulcera e € essencial para

cicatrizacdo (MILANI & CALABRO, 2001).

O maior estimulo para a divisdo, migracao, praiféo celular e re-epitelizacdo da
Ulcera é dado por fatores de crescimento. Essese$aproduzidos localmente ativam
proliferacdo e migracdo celular epitelial. A retefizacdo € um processo essencial porque
a barreira epitelial protege continuamente a mucosdéra danos mecanicos e quimicos.
Esses fatores de crescimento promovem a proliferagéigracdo de células epiteliais para
a lesdo, levando a re-epitelizacdo e maturacaglédadulas. A angiogénese (formacéo de
microvasos) facilita a remodelacdo do tecido pberir oxigénio e nutrientes. Células

inflamatdrias séo substituidas por fibroblastosierowasos na fase final da cicatrizacéo
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(LEUNG et al., 2003). Assim a angiogénese é impbetgpara o reparo tanto de dano
agudo da mucosa quanto cronica durante a cicaozale Ulcera gastroduodenal

(MALARA et al., 2005).

2.2.6. Oxido Nitrico.

A descoberta do NO como um agente de sinalizachgacdoi um dos mais
importantes acontecimentos na fisiologia humanaatms 80-90. Até o momento, trés
tipos de NOS foram identificadas: duas isoformasstitutivas, sendo uma endotelial
(NOS endotelial, eNOS) e uma neuronal (NOS neuyamdDS), que estdo envolvidas na
liberacdo de NO em condigcbes normais, e uma NOS®Szindl que ndo € expressa
constitutivamente, sendo liberada em grandes qledds nas reacdes inflamatorias
(MONCADA et al., 1991). Em condicdes fisiologicawrmais, o NO liberado pelos nervos
nao- adrenérgicos e nao-colinérgicos (NANC) ou oldérado do endotélio se liga a um
componente heme da guanilato ciclase soluvel,raliva. Essa enzima induz a sintese de
um mensageiro intracelular, a guanosina 3°,5 -nmasfafo ciclico (cGMP) (MORELAND
et al.,, 1999). Existem 2 classes de enzimas guariialases (GC), ambas capazes de
formar cGMP a partir do GTP intracelular: a prirae& chamada de guanilato ciclase
particular (pGC) que sao moléculas receptoras digagarticularmente a membrana,
possuindo um dominio de ligacdo do ligante exttdael um dominio transmembranar e
um dominio citoplasmatico; a segunda forma da G€Eh@mada de guanilato ciclase
sollvel (sGC) expressa praticamente em todos ©s telulares, sendo uma enzimas
citosolica contendo um grupo heme que medeia sivacab pelo Oxido nitrico.

(KRUMENACKER et al., 2004).
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No estdmago, o NO possui um importante papel neepggio e reparo de injurias
no trato gastrintestinal (TGI), participando no ttole da producdo de muco e secrecao de
bicarbonato no TGI, na regulacdo do fluxo sanguicegular da parede gastrintestinal,
além de atuar como agente citoprotetor, antiinftdnae como complemento aos efeitos
protetores das prostaglandinas no estomago (MUSCARWALLACE, 1999). Whittle et
al. também verificaram que o NO reduz efetivamemténjiria na mucosa gastrica
provocada por agentes quimicos, como o etanol, d&facilitar a cicatrizacdo do tecido
lesado (WHITTLE et al., 1995). Wallace também popgdie o0 NO seria um importante
mediador na defesa da mucosa gastrica, mas patado®a, em varias situacoes, poderia
contribuir para a lesdo da mucosa. A presenca deehObaixas concentracfes esta
associada aos efeitos benéficos no TGI, enquani®oem altas concentracbes pode
induzir a formacédo de radicais derivados do nitnogéque sdo toxicos para varias
linhagens celulares (WALLACE & MILLER et al.,, 2000D NO € responsavel pela
modulacdo de alguns componentes gerais de defesadt@sa como o fluxo sanguineo
gastrico e secrecdo de muco (WALLACE & MILLER, 2p0OBntretanto, foi demonstrado
que o NO produzido pela acdo da INOS esta envolamlidesdo géstrica induzida por
indometacina (SOUZA et al., 2004) e outras desardérflamatérias intestinais
(WHITTLE et al., 1995). Assim, o desenvolvimentodifegas que aumentam a atividade
da cNOS ou a liberacdo de NO por esta enzima mydart importante papel protetor na

defesa da mucosa contra injurias diversas.
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2.3- MODELOS DE LESAO GASTRICA.

Os modelos experimentais de inducdo de lesBesiogéstagudas atuam por
diferentes mecanismos ulcerogénicos e representpanmeiro passo para determinar os
possiveis mecanismos de agdo envolvidos na ateigagtroprotetora de determinadas
substancias (HIRUMA-LIMA et al., 2000). A atividadmti-Ulcera de uma substancia
desconhecida pode ser determinada em animais egeais frente a trés modelos
agudos: inducdo de lesBes géstricas por medicamefdicido acetil salicilico ou
indometacina), inducdo de lesbes gastricas passsly ou inducdo de lesbes gastricas por
etanol. Tais modelos sdo os mais utilizados porgpeesentam 0s agentes etiolégicos

mais comuns envolvidos na patologia das lesbescEs{EMIM et al., 1994).

2.3.1- ETANOL E A LESAO GASTRICA

Pacientes com doencas relacionadas ao etanol possumportante papel na
medicina clinica, onde aproximadamente 29% dos henme 9% das mulheres sé&o
hospitalizados devido a doencas relacionadas awletfetando os 6rgdos internos
(GERKE et al, 1997). Segundo pesquisas da Orgdinzdundial de Saude (OMS), o
etanol é o quinto fator de risco mais importantstitbuindo para o desenvolvimento de
muitas doencas, como esté evidenciado por diverstises, mostrando que 0 consumo
excessivo de &alcool aumenta a mortalidade por dsemardiovasculares, incluindo

hipertensdo (ROSENKRANZ, 2003; PREEDY & RICHARDSQIN94).

O etanol é conhecida como uma toxina entérica tiranbe que causa injdria na
mucosa gastrica, e a ingestao excessiva de etadelnesultar em gastrite, caracterizada

por edema na mucosa, hemorragias subepiteliadjagsto celular e infiltracdo de células
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inflamatdrias (GUSLANDI, 1987). O etanol absoluapidamente promove a formacéo de
bolhas enantematicas na mucosa gastrica, senddodawima reacdo inflamatoria aguda
gue provoca como caracteristica comum, um aumeatopermeabilidade vascular

(SZABO et al., 1985).

No estbmago o etanol interfere na secrecdo de agakirico, um efeito
possivelmente mediado pela histamina e gastrindaskeira da mucosa é a principal
protecdo da mucosa gastrica contra o acido gastriooetanol em altas concentracdes
aumenta a permeabilidade epitelial como conseqgé@é&®imudancas no potencial celular,
causando re-difusdo de ifons” HDAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969). No
estbmago, o etanol, também causa deplecdo dossgsuff@rilas, sobretudo o GSH, que
s80 necessarios para estabilizacdo das membrdoksex bem como na eliminacdo de
radicais livres. Ainda no estbmago, o etanol reddluxo sanguineo, provocando estase
gastrica, congestao capilar e aumento da permaatbdivascular, aumentando os riscos de
hemorragias e ulcerac¢des, associados as injuriegtépicas e histolégicas na mucosa

(BODE & BODE, 2001; MACMATH, 1990; SANTOS & RAO, 2Q).

Como consequéncia dos danos aos microvasos, o @@move a liberacdo de
mediadores inflamatoérios e vasoconstricdo de agéra submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberacdo raotelina e degranulacdo de
mastocitos. Eventualmente, esses eventos podem def@macdo de mais necrose na
mucosa. Alguns produtos do metabolismo do acidquadénico tém sido implicados na
patogénese da injUria gastrica causada por etRESKAR et al, 1986; SAMONINA et
al., 2004). Fisiopatologicamente, as lesbes na saupoovocadas pelo etanol podem ser
mediadas ou moduladas, diretamente ou indiretameotevarias moléculas celulares, tais

como as ciclooxigenases (COX), lipoxigenases, dagrcitocinas, citocromo P450 2E1,
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tromboxanos e radicais livres derivados do oxigfhARRNAWSKI et al, 1988; ROBERT

et al, 1979). Foi verificado que o etanol em baigascentracdes (menos de 10%) causa
uma adeséao, dose-dependente, de neutrofilos coseqidente dano celular no epitélio

gastrico. Contudo, em altas concentracées o efanmweioca lesdes na mucosa gastrica
independente de neutrofilos. Este Ultimo efeito edew a lesdes nos microvasos e

diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico (KVIETYSagt1990; SZABO et al, 1985).

O etanol também causa deplecdo de muco, possivelnmor mobilizar os
mucopolissacarideos da mucosa para o lumem, rettuaicapacidade secretéria de muco
do estdmago, contribuindo assim, para a formac¢d® ldsdes (CHO et al.,, 2001,
ISHIHARA et al., 1988). A liberacdo de muco em estp a aplicacéo de agentes irritantes
possui um papel importante no reparo do epitélimoeprocesso de restituicdo. Alguns
autores demonstraram que o 6xido nitrico e asqmlastdinas sdo capazes de aumentar a

secrecdo de muco no estdmago (CHO et al., 2001).

Com base nos conhecimentos produzidos, Siegmural. §2002) propds um
esquema para representar os efeitos agudos e azd6d@ etanol na mucosa gastrica

(Figura 1).
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FIGURA 1. Esquema representativo dos efeitos do consummagadbnico de etanol no

estdmago (SIEGMUND et al., 2002).

O etanol também atua como um agente pro-inflantgtativando diversos fatores
de transcricdo e causando inducdo do mRNA da C@Xr2lucéo da INOS (figura 2). A
COX é uma enzima chave na biosintese das prosthgiesn A isoforma constitutiva da
COX (COX-1) é responséavel pela manutencdo da Hotggstrintestinal, enquanto a
isoforma induzivel (COX-2) é considerada um mediatdlus processos inflamatorios. A
COX-2 produz diversas prostaglandinas derivadadadido araquiddnico, possuindo um
papel crucial na mediacdo de diversas respostadigiaibgicas (LEE et al, 2005).

Segundo Lee et al. o etanol promove a ativacaadissmaiores fatores de transcricdo das
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células eucarioticas, ou seja, do AP-1 ekB--que induzem a formacéao de COX-2. Além
disso, o alcool causa fosforilacdo da MAPK p38, gath relacionada a mudancas na
transcricdo de genes relacionados a inflamacéour@ig). Outros investigadores
demonstraram que ERK Y2, Egr-1, COX-2 e caspased emnvolvidas nas lesdes
gastricas provocadas pelo etanol, por um mecandependente de TNé&-(WU &
CEDERBAUM, 2003; KISHORE et al, 2002; SIMONYI et &002; NANJI et al, 2003).
Ao contrario do que se imaginava, a B@Ro protege a superficie das células mucosas da
injaria provocada por etanol, mas previne das kegst@ecréticas. Estudos histologicos
mostraram que a PGEpossui efeitos citoprotetores contra o etanole@spmente nas
células parietais (SCHMIDT & MILLER, 1988). Foi demstrado que o alcool em baixas
doses provoca citoprotecdo adaptativa, com paatiéip dos componentes do sistema
nervoso autbnomo, reduzindo o dano macroscoépiceopanlo por doses mais altas de

etanol no estbmago, mas nao havendo melhora mipicsc(KO & CHO, 1998).

Etanol

}

MAPK

}

Fatores de Transcrigao

(AP-li NF-kB)
v v
COX-2 iNOS
A - ~— -

Mediadores Pré-inflamatodrios

Lesdes na Mucosa Gastrica

FIGURA 2: Esquema ilustrativo dos mecanismos molecularesogtop pelo qual o
etanol provoca inflamacao e lesdo na mucosa gasgtricE et al., 2005).
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O consumo crbnico de etanol apresenta uma signiéchipertrofia da mucosa
gastrica. Esta hipertrofia pode ser devido a unparsexpressao de fatores de crescimento
epidérmico (EGF) e fatores de crescimento tumdr@H-), como reacdo a presenca de
radicais livres do oxigénio e peroxidacdo de lipsdi(TARNAWSKI et al, 1992).
Entretanto, a hipertrofia epitelial gastrica obaelar em ratos parece ser irrelevante para as
condicbes humanas, uma vez que o consumo cronicetat®l em humanos ndo esta

relacionado ao aumento do risco de cancer gag8ieatGMUND et al, 2002).

2.3.2- LESAO GASTRICA POR AINES.

Os AINEs séo hoje considerados como uma causaeéstata de Ulcera péptica,
podendo ocorrer apos administracdo oral ou sisgédas drogas e com praticamente todos
os antiinflamatérios (SINGH et al.,, 1996). Acrees@a que AINEs promovem leséo
gastroduodenal por dois mecanismos independeniesja, diretamente por efeito toxico
direto, em nivel epitelial, sobre 0os mecanismosddfesa da mucosa gastroduodenal,
resultando em aumento da permeabilidade celul@ricio do transporte idnico e da
fosforilag&do oxidativa, e, sistemicamente, enfragndo os mecanismos de defesa atraves
da inibicdo da cicloxigenase, enzima chave na sntlas prostaglandinas (WALLACE,
2000). Desta forma, os AINEs causam uma reducaaifis@tiva nos teores de
prostaglandinas das mucosas. Sabe-se que as faodiags, especificamente a Bl
PGE, protegem a mucosa gastrica através de seussedsitinulantes sobre a producédo de
muco e secrec¢do de bicarbonato, enquanto aumenflarosanglineo mucoso e reduzem

turnovercelular (WALLACE, 2000).
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No inicio da década de 1990, foi estabelecida sepga de pelo menos duas
isoformas da COX, denominadas COX-1 e COX-2 (Xl&algt1991; VANE et al., 1994).
Apesar de apresentarem a mesma funcao, pesos hacdscsemelhantes e similaridade na
sequéncia de aminoéacidos, estas isoenzimas saficadds por genes diferentes e
apresentam modelos de expressédo tambéem diferétdeSER et al., 2001). A COX-1,
também chamada de constitutiva esta presente entdegrguantidade na maioria dos
tecidos e de fundamental importancia na protecamutansa gastrica, enquanto a COX-2,
chamada de indutiva, aparece em quantidades babiascondicdes basais, mas sua
expressdo € induzida por estimulos inflamatériosmacdatores de crescimento (FC),

citocinas e injuria tissular (XIE et al., 1991; WBACE, 1997).

A organizagdo mundial da saude classifica os AlBiistivos para COX2 em dois
grupos. O primeiro é chamado de grupo dos coxjresentados pelo rofecoxib, celecoxib
entre outros (SCOTT & LAMB, 1999). O segundo grupdormado por AINEs que
demonstram serem seletivos para isoenzima induthzzem parte deste grupo a
nimesulida, meloxicam e nalbumetona. Essas drogasistraram uma certa habilidade
em ndo alterar a sintese de PG no estbmago, raduzrincidéncia de lesdo sobre a
mucosa do TGl e diminuiram a anemia originada pogsamento gastrico (HAWKEY,

2001).

Apesar de alguns estudos demonstrarem a baix&mwalde efeitos lesivos sobre
a mucosa gastrica de humanos induzidos por iniesdseletivos para COX-2, estudos
realizados em ratos tém demonstrado que a COX-@rgenha um papel importante na
protecdo da mucosa gastrica. Brzozowski et al. detraram que inibidores seletivos da
COX-2 pioraram a lesdo gastrica por isquemia -rfap@o (BRZOZOWSKI et al., 1999).

Wallace e colaboradores mostraram que um inibidi@tiso da COX-1 (SC-560) reduziu
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o fluxo sanguineo na mucosa gastrica, sem alterileado de leucdcitos nas vénulas
mesentéricas ou causar lesdes gastricas. Por ladiwp um inibidor seletivo da COX-2
(celecoxib) causou um aumento da adesdo de leasdau#ts vénulas mesentéricas, sem
alterar fluxo sanguineo na mucosa gastrica ou cdasées gastricas. Somente com a
administracdo concomitante de inibidores seletipaga COX-1 e COX-2 foi possivel
desencadear lesbes gastricas (WALLACE et al.,, 208@emais, Konturek et al.
demonstraram que durante a adaptacdo da mucos&ayastaspirina ocorre um aumento
da expressao de COX-2, num mecanismo compens@dNTUREK et al., 1998). Foi
observado que camundong&sockout para COX-1 desenvolve erosdes gastrica por
indometacina, um dos mais potentes AINES, mostrapsooutros mecanismos além da
inibicdo da sintese de PGs, podem estar envolndsse fenébmeno (LANGENBACH,
1995). Recentemente, Miyake e colaboradores olrsenvgue no curso de uma reacéo
inflamatdria gastrica ocorreu um aumento da expreste COX-2 e uma adaptacdo da
mucosa a lesdo por etanol (MIYAKE et al., 2002phu£ e colaboradores demonstraram
gue o efeito protetor da gastrite por iodoacetangda ratos foi inibido pelo uso do
rofecoxib (SOUZA et al., 2003).

Ha vdérios anos, ja se conhecia a capacidade dos AINEs em reduzir o fluxo sangiiineo na
mucosa gastrica (KITAHORA et al.,, 1987; GANA et al., 1986). Entretanto, o conhecimento da
existéncia da lesdo no endotélio vascular decorrente da administracdo dos AINEs é relativamente
recente. Este tipo de lesdo é semelhante a lesdo gastrica observada em modelos de isquemia -
reperfusdo, onde neutroéfilos tem um papel importante (WALLACE, 1997). Em 1993, Wallace et al.
desenvolveram os primeiros trabalhos demonstrando o papel dos neutréfilos na génese da lesdo
gastrintestinal por AINEs (WALLACE et al., 1993). Eles mostraram que a indometacina, um dos
antiinflamatérios ndo esteroidais mais potentes, foi capaz de desencadear um aumento no

numero de neutroéfilos aderidos ao endotélio e que a neutropenia induzida por metotrexate ou
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pelo soro anti-neutrofilico inibiram a lesdo géstrica induzida por AINEs (WALLACE et al., 1990). Em
1991, o mesmo grupo mostrou que o uso de anticorpos monoclonais contra a subunidade B do
complexo de proteinas de adesdo CD11/CD18 inibiu a lesdo causado por AINEs (WALLACE et al.,
1991). Assim, Morise et al. demonstraram que a expressdo de proteinas de adesdo endoteliais,
ICAM-1 e P-selectina, estavam aumentadas no modelo de gastropatia induzida por AINEs (MORISE
et al.,, 1998) e que camundongos deficientes para CD18 ou ICAM-1ou P-selectina apresentaram
uma lesdo gastrica menor do que os animais ndo deficientes, demonstrando, assim, a importancia
da expressdo destas proteinas de adesdo na génese da lesdo gastrica por AINEs (MORISE et al.,
1999).

Acredita-se que o TNF—a seja um outro mediador importante na gastropatia induzida por
AINEs. Foi demonstrado que a inibicdo da sintese de prostaglandinas por AINEs é capaz de
aumentar a produgao de TNF—a (UTSUNOMIYA et al., 1994; MARTICH et al., 1991; GONCALVES DE
MORAES et al., 1996). Santucci et al. demonstraram que drogas responsaveis pela diminui¢cdo da
producdo de TNF—a protegem a mucosa gastrica e previnem a infiltracdo de neutrdfilos induzidas
pela administracdo de indometacina, e substdncias que aumentam a producdo de TNF—a
provocam o aumento tanto da lesdo gastrica quanto da infiltracdo de neutroéfilos induzidos pela
indometacina (SANTUCCI et al., 1995). Recentemente, Souza et al. demonstraram em um modelo
de lesdo gastrica por indometacina em camundongos, que o tratamento com fucoidina reduziu a
lesdo gastrica e a infiltracdo de neutrdfilos induzidos por indometacina (SOUZA et al., 2004). Com
base nos conhecimentos produzidos, Wallace, prop6s um esquema para representar os eventos

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

Lesao Gastrica por AINEs

Producéo de mediadores inflamatorios
(diminuicdo de PGs e aumento de ~-a)
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Aumento de proteinas de adeséo (ICAM-1, CD 11/CD 18

Aumento da adesao dos neutroéfilos ao endotélio

Diminui¢c&o do fluxo sanglineo Liberacdo de oxiradicais e proteases
LESAO GASTRICA
FIGURA 3 - Esquema representativo dos varios componenteslveios na

fisiopatologia da lesdo gastrica por AINEs (WALLACE97).

2.4. TRATAMENTOS ANTIULCEROGENICOS.

As solucdes terapéuticas, durante séculos, forampreea de neutralizar o contetdo
gastrico de acido cloridrico utilizando antiaciddigta alimentar ou cirurgia. Tal panorama
s6 foi modificado no inicio dos anos 70 onde ospemres de histamina H2 foram
definidos através da utilizacdo de antagonistastiges como a cimetidina e ranitidina
(BLACK et al., 1972; BHATNAGAR & SISODIA, 2006). AJum tempo depois, foram
desenvolvidas drogas citoprotetoras, como o mistpraim analogo da PGEL, e extensas
revisdes sobre elas tém sido feitas. A prostaghando estdmago inibe a secrecéo acida,
enquanto estimula a secrecdo de muco e bicarbgH&AWKEY, 2001). Outras drogas
gastroprotetoras foram introduzidas como os infi@gala bomba proténica ou H+, K+
ATPase, responsavel pela secrecdo acida gastrisabstancia padrdo foi o omeprazol,

que é capaz de inibir a secrecdo acida por indova@ bomba através da formacédo de
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ligacdes dissulfeto entre as moléculas reagentesprazol com a enzima (OLBE et al.,

2003).

Assim, o tratamento atual das dispepsias se limiouuso individual ou em
associagfes de antiacidos, anti-histaminicos H@pratetores, inibidores da bomba
protbnica e tratamento da bactétielicobacter pylori Sendo necesséario um periodo de 2 a
4 semanas para se observar a melhora das les@gs.duoda ndo existe uma droga 100%
efeitiva para o tratamento das lesdes gastrodumléhlBPER, 1993). No Brasil, existem
centenas de milhares de casos envolvendo esseldipnorbidade, o que significa um
problema de saude publica importante e nos leveea que estudar substancias com

potencial atividade antiulcerogénica é vital.

2.5. HEMEOXIGENASE 1/BILIVERDINA/CO

A heme oxigenase (HO) é uma enzima microssomakgtaiza a degradacao do
heme em monéxido de carbono (CO), biliverdina oféhBRAHAM et al,1988). A heme
oxigenase 1 (HO-1), é a forma induzida da HO. Flgente expressa em condi¢cdes de
stress oxidativo, isquemia e reperfusdo por ciepro-inflamatoérias, 6xido nitrico (NO),
endotoxinas e heme, o seu substrato (BAKKEN etlllf2; CAMHI et al., 1995,D0I K
et al., 1999; FUJITA et al., 200YACHIE et al., 2003). A heme oxigenase 2 (HO-2) e a
heme oxigenase 3 (HO-3) sdo as formas constitugxasessa na maioria dos tecidos
(MCCOUBREY et al., 1997). A HO e seus produtos estévolvidos e varios efeitos
biolégicos. Foi demonstrado que o0 heme € capastiawdar a producao de radicais livres,
a expressao de moléculas de adesdo e a infiltrdgdoeutréfilos para o sitio lesado

(SHONO et al., 1996). Entretanto, pequenas coragidss, 0 heme pode possuir efeitos
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antiinflamataérios e citoprotetores através do aumea expressao da HO-1 e estimulacéo

da formacao de HO-1 e seus produtos, como o C@Overdina (BELCHER et al., 2006)

(Figura 4).
INJURIA CELULAR
) l PRO-INFLAMATORIO
HEMEPROTEINAS = HEME = PRO-OXIDATIVO
HO INJURIA
INJURIA |<=— FERRO } CcoO
l BILIVERDINA CITOPROTEGAO
FERRITINA BILIVERDINA RESUTASE
CITOPROTECAO
BILIRRUBINA
CITOPROTECAO

FIGURA 4 — Degradacao do heme pela enzima hemeoxigenaseg@gt&ndo biliverdina,
monoxido de carbono (CO) e ferro. Biliverdina éidamente convertida em bilirrubina
pela biliverdina redutase. O ferro € capturado ferid@tina. Os produtos de degradacao do
heme pela HO possuem varias propriedades fisidédM/AGENER et al., 2003).

A biliverdina € capaz de reduzir a migracao de ndéilds, exsudacao e liberacdo
de mediadores pro-inflamatorios e a expressao akeipas de adesdo (VICENTE et al.,
2003; HAYASHI et al., 1999), sugerindo que a expressdo Hi@-1 possui efeito

antiinflamatoério.
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O monodxido de carbono (CO), gas similar, contudoitonumais estavel
quimicamente, ocorre na natureza como um produtoxitdacdo ou da combustdo de
materiais organicos. O CO presente nos tecidos @ronuto da degradacdo do heme a

biliverdina pela enzima heme oxigenase (HO) (RYEERI., 2004).

O CO foi implicado também como um neurotransmissor sistema nervoso
central. Muitos, mas nao todos os efeitos fisialdgido CO no sistema vascular e neural
séo ligados claramente a producédo de 3', 5-mofadfode guanosinida ciclico (GMPc).
A ativagdo da guanilato ciclase por CO é relativatimenais fraca do que a ativacao
mediada pelo NO, o regulador classico da guandafase (RYTER et al., 2004). Dado a
diferenca em potencial do NO e do CO em eliciar vesposta direta da guanilato ciclase
soltvel, diversas hip6teses surgiram. Primeira tegg) o CO pode agir como um
regulador principal do guanilato ciclase soluveb g3 circunstancias onde producédo de
NO é baixa ou ausente; segunda hipétese, o CO pgidecomo um antagonista
competidor para a ativagdo da guanilato ciclaséveblem situacbes onde NO € o
regulador dominante; terceira hipotese, o CO pentealguns casos, ativar indiretamente o
guanilato ciclase soluvel deslocando NO do seo dii ligacdo e quarta hipotese, o CO
pode causar uma ativacdo atrasada do guanilataseidolivel através da ativacdo da
expressdo dos iNOS e da geracdo secundaria do B§dmAa acdo do CO como um
agonista ou um antagonista da guanilato ciclasévebldependem aparentemente do
modelo experimental e da biodisponibilidade do N® processo biolégico avaliado

(RYTER et al., 2007).

Tanto a enzima NOSi como HO-1 sao induzidas emegsms fisiopatologicos e
estudos sugerem que CO pode servir tanto paraaregobmo também, para dar

continuidade aos efeitos dos NO. Uma outra caiatiter importante, do ponto de vista do
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efeito vasodilatador do NO € que ao inibir a préduge NO, via aumento da degradacao
do heme pela HO-1, as propriedades vasodilataderasantém por meio da producao de
CO. O CO exibe algumas propriedades semelhantd®©aancluindo a regulacéo no tdnus
vascular, sinalizacdo neuronal, modulacdo da apemaanti-nocicepcdo (MCCOUBREY
et al., 1997MORITA et al., 1995; MAINES, 1997; BARANANO et aR001;STEINER

et al., 2001).

Tem sido proposto que a atividade de HO pode derafgumas circunstancias
modulada pela producdo de NO. A inibicdo quimicaateidade de HO pelo zinco
protoporfirin-Ix (ZnPP IX) em musculo isolado (WAN& al, 1997) e em macréfagos
resultou em uma aumento na producéao de NO, sugeqgud HO pode exercer um efeito
inibitorio na producdo de NO. Esta observacdopdrsada pelo fato de que a inducgéo de
HO-1 nos macréfagos suprime a geragdo NO (WANGQ, t997). A enzima NOS € um
hemeproteina, é razoavel postular que o CO geraldogtividade da HO poderia se ligar a
enzima NOS causando sua inativagdo. Demonstrouese GO é de fato capaz de se ligar
a NOS (CHRISTODOULIDES et al, 1995), e que guandmiaistrado exogenamente
inibe a atividade da NOS. A inibicdo da NOS pela ptfderia ser importante na vista do
fato que NO é um radical livre, e pode reagir demfp inespecifica com muitos
componentes celulares, causando os efeitos patoRJiVERMA et al, 1994). A
exposicdo dos hepatdcitos ao tratamento exdgeri@deesultou em uma inducao rapida
da expresséo dos iINOS seguida por uma inducdoptasséo HO-1. Usando uma série de
ferramentas farmacol6gicas e genéticas, Zuckerbedual. descreveram uma resposta
adaptavel ciclica onde o CO estimula a producddN@evia iINOS nos hepatdcitos,
aumentando a atividade da HO-1 e produgdo aumen@&d&0O. A remocédo do NO, via

inibicdo da enzima iNOS, resultou em uma perdardeegédo que poderia ser revertida se
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HO-1 fosse ativada por um estimulo alternativo (REEBRAUN et al, 2006). No
contraste, em diversos modelos de transplantegpa@sigdo ao CO impede a rejeicdo e
injuria causada por isquemia/reperfusdo conjunténeom a inibicdo da expressédo dos

iINOS (RYTER et al, 2004).

A funcéo fisiologica do monoxido de carbono (CO}rsmsformou em um assunto
da pesquisa importante nos ultimos anos e estuw@ntes sobre o trato gastrintestinal
estiveram na frente destas investigacdes. No gadtrintestinal foi demonstrado que a via
da HO1/biliverdina/CO é capaz de proteger a muamddnica em modelos de doenca
inflamatdria intestinal. O CO é um regulador impate da motilidade gastrintestinal e da
resposta a injuria tecidual. A Heme oxigenase 1-(Hl® a heme oxigenase 2 (HO-2) sdo
regulados por mecanismos diferentes, refletindoéigagisiolégicos e patoldgicos
diferentes. HO-1 é expresso em niveis muito banmsrato gastrintestinal, a menos que
induzido por uma doenca, por injuria e/ou inflantac® CO gerado pela HO-2 é
importante para inibir os efeitos fisiologicos nestis pelo NO produzido pela NOS
constitutiva. Ja o CO gerado a partir da enzimali®-induzido sob circunstancias do
stress ou injuria. O NO parece aumentar a expres§ad induzindo a transcricdo e

estabilizando o mMRNA de HO (HARTSFIELD et al, 1997)

Nos ultimos anos, varios estudos vém demonstrandcagHO-1, e seu substrato,
heme e seus produtos CO e biliverdina, sdo capgzesdular o processo inflamatério. O
aumento da atividade de HO-1 protege o trato gasstinal de diversos tipos de injaria
tecidual e melhora o processo inflamatério pelaacejade de reduzir a migracado de
neutréfilos, exsudacdo e liberagdo de mediadorésnfiamatorios e a expressao de
proteinas de adesdo (VICENTE et al, 20B3YASHI et al, 1999), sugerindo que a

expressdo de HO-1 possui efeito antiinflamatoérior &utro lado, a inibicdo de HO-1
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aumenta a expressao das moléculas da adesdo ecracdib de mediadores pro-

inflamatorios (BELCHER et al, 2006).

O CO reduz respostas inflamatérias em diversos loedke estresse oxidativo de
maneiras similares aquelas causadas pela inibigddQ@1 (OTTERBEIN et al, 2003).
Também, o CO liberado por moléculas como carbaniprime significativamente a
resposta inflamatoria eliciada por LPS em macr&agoomo o NO, o CO inibe a
transcricdo de genes pro-inflamatorios, e aumerga cocinas antiinflamatorias
(BELCHER et al, 2006). A inalacdo de CO ou injecded.p. de biliverdina diminuiram
significativamente a ativacdo de NF-kB nos pulmdesanimais. Belcher et al. relataram
que o0 aumento na expressdo HO-1 inibe a ativac@dFed e promove uma diminuigao
da expressdo da molécula da adesdao, inibindo d@desleucdcitos a parede dos vasos e
dessa forma inibindo a migracdo dos leucdcitos padaral de lesdo. Entretanto, faltam
estudos avaliando uma possivel participa@dO e do CO na modulacéo farmacologica
via HO-1 em processos inflamatérios induzidos mbingulos inflamatdérios como, etanol e
indometacina no estbmago. No presente estudo,npieteos estudar as hipéteses de que
via hemeoxigenase-1/ biliverdina/ CO no estdmagdepaumentar a defesa da mucosa
géastrica contra os danos causados pelo &lcool DAIPES, pois as a¢des bioquimicas e

farmacoldgicas dessa via no estbmago ainda sd® pondecidas.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivos Gerais:
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* Avaliar a efeito protetor da via hemeoxigenase ilivdvdina/ CO em
modelos de gastropatia em camundongos, avalianglapel da guanilato
ciclase soluvel e da NOS constitutiva neste evento.

3.2. Objetivos Especificos:

¢ Avaliar o tratamento com hemina (indutor de HO#Hi)yverdina (produto
da HO-1), decacarbonil dimanganés (doador de CODDOMou zinco
protoporfirim X (inibidor da HO-1, ZnPP IX) na l@s gastrica
macroscopica e microscopica, aumento de malondizldéMDA) e
bilirrubina, e reducdo de glutationa reduzida (GS$td) mucosa gastrica

induzida por etanol .

¢ Avaliar o efeito do tratamento com hemina, biliveed DMDC ou ZnPP IX
na lesdo gastrica macroscopica e microscopica, omdo MDA,
mieloperoxidase (MPO) e bilirrubina, e reducao &HGa mucosa gastrica
induzida por indometacina, bem como estudar o &mehto de IL-B,

TNF-a e IL-10 neste evento.

* Determinar por imunihistoquimica ou PCR, a expresiienzima HO-1 no
modelo de gastropatia induzida por etanol ou indacnea.

* Estudar a participagdo da guanilato ciclase sol(@&llPc), e da éxido
nitrico sintase constitutiva (NOS) no efeito proteda via hemeoxigenase

1/ biliverdina/ CO em modelos de gastropatia paneite indometacina.

4. MATERIAIS E METODOS.
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4.1. ANIMAIS.

No presente trabalho, foram usados camundongos,swachos, pesando entre 20
e 30 g. Os animais foram colocados em caixas, mabiesmte com temperatura de 22 +
2°C num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais fopaivados de alimento por 18-24h
antes dos experimentos, mas tiveram acesso liagua. Os grupos experimentais foram
constituidos de 5-7 animais por grupo. Os camunooiigram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard — UFQGceRietério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia - UFC. Os protocokyzeementais estdo de acordo com o0s
padrdes de uso de animais experimentais e o prfojeaprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa animal da Faculdade de Medicina de Uinilaels Federal do Ceara (UFC).

4.2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS.

Material cirargico como pingas e tesouras
Balancga Analitica Ohaus AS2600
Balanga Analitica Marte AI200

Béquers

Centrifuga para Eppendorf Centrifuge 5804R

>

>

>

>

>

» Canula para gavagem
» Computador e programa para planimetria
» Cuba para eletroforese

» Espectrofotdbmetro Spectronic 20 genesys
» Freezer -20 e -70 graus

>

Geladeira Consul



62

» Homogeinizador de tecidos

» Leitora de ELISA Biotec ELx 800

» Magquina fotografica digital (Sony Cybershoot, 7,@8xn
» Material descartavel para acondicionamento de matsrletado como: eppendorfs e
tubos de Falcon

» Material cirargico

Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N
Microscopio Leica acoplado a computador
Microtomo Olympus

Paquimetro digital Mitotoyo

Placas para leitora de ELISA — 96 poc¢os

Pipetas Gilson automaticas de 1000, 200, 20, 1Dub,
Pipeta multicanal — 12 pocos

Ponteiras para pipetas automaticas Sigma
Seringas (B-D Plastipak)

Vidraria: pipetas manuais e tubo de ensaio

Vortex Maxi Mix Il Thermolyne tipe 37600 mixer

Termociclador

YV VYV Vv Vv Vv ¥V V¥V VYV VY VYV V V V

Tubos de polipropileno para centrifuga (15 e 50mL)

4.3. DROGAS UTILIZADAS.

» Anticorpo para HO-1 (Santa Cruz)
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Biliverdina (Porphyrin Products) diluida em 1 mM®td
Decacarbonil dimanganés (DMDC) diluido em DMSO 1,5%
Etanol absoluto (VETEC)

Hemina (Sigma) diluida em 1 mM NaOH

Indometacina (Sigma) diluido em tampéo Tris-HCL, &bl

N (G)-nitro-L- arginine methyl ester (L-NAME) (Siga) diluido em solucéo salina

vV Vv YV V VYV VYV V¥V

ODQ (1H-[1,2,4]-oxtdiazol[4,3-a] quinoxalina-1) ¢(Bna) diluido em solucdo salina
mais DMSO 1,5%.

» Zinco protoporfirim IX (ZnPP 1X) diluido em 50 mMa&CO;

4.4. CORANTES.

» Eosina (Merck)

» Hematoxilina (Reagen)

4.5 — SOLUCOES.

- Solugéo salina:

Cloreto de s6dio a 0,9% estéril.

- Tampaéo Tris:
Hidroximetil aminometano ( Tris) ---------------—==--m-mmnmm- 6,1g.
Agua destilada e 500 .

O pH do tampéo foi acertado para 8,0.



Formol 10%:

FOrmol abSOIULO =--==n=mmmmmmm e 10 ml.

Agua destilada --------------msxereme e 90 ml.

Acido Tricloacético (TCA) 100%

Dimetil sulfoxido (DMS0O)100%

Tampao fosfato de potassio:

Solucéo A ------ m=mmmmmmememseeeeeeees 988 ml.
SOIUGAOD B ------=-mmm e e s 12 ml.
Solucéo A:

KH POy (SYNth) =----nmemmmm oo 6,8 g.
Agua destilada e 1L.
Solucéo B:

K2HPO4 (SYNth) -----s--nnmmmmeemmmmmmeemm e 8,70.

Agua destilada e 1L
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Tampao hidroxido de soédio (NaOH) 1 mM

Hidroxido de sodio (NaOH) --------------=-mmmme oo eeeem 4 mg.

Agua destilada e 100 ml.

O pH do tampéo foi acertado para 9,2.

Tampao Carbonato de Sédio gN&s) 50 mM

Carbonato de Sodio (MaOs) ------------=-=-=-=m-mmmmmmmmmmeaae 0,53 g.

Agua destilada e 100 ml.

Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

HTAB (Sigma) -----------=-mmm oo oo e 50.

Tampéao fosfato de potassio ---------------==-=-mmmemoememee 1L.

Peroxido de hidrogénio 0,1%

Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) ------------====mmmmn--- 1 mL.

Agua destilada SRS —————— 29 mL.

Solucéo de o-dianisidina (DDI)
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O-dianisidina (Sigma) e 16,7 mg
Tampao fosfato de potassio ----------------=--=mmmmmmmmmmeeee 10 mL.
@ 50 L.
Agua destilada oo 90 mL.
EDTAO0,2 M

0 1,737 g
Agua destilada e 23,3 mL
EDTA 0,02 M

Solucdo de EDTA 0,2 M =---mmmmmmm e 10 mL.
Agua destilada e 100 mL
Tris 0,4 M pH 8,9

Tris ------- e e 4,84 g
0 7 22— 10 mL.
Agua destilada e 100 mL

DTNB 0,01 M
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MetaNO =---=-m-mmmmmm e 3,33 mL.

4.6. LESAO GASTRICA POR ETANOL EM CAMUNDONGOS.

Os camundongos foram tratados, por gavagem, comole(®,5ml/Kg), nas
concentracdes de 25 ou 50%. O grupo controle eecapenas solucédo salina. Apés 1
hora, os camundongos foram sacrificados por deslecto cervical e os estbmagos foram
removidos e abertos ao longo da grande curvatu@ &CHO , 1998). Os estdbmagos
foram entdo estirados e fotografados com camerdaldigara posterior analise das
alteracbes macroscopicas com uso de um programplagémetria computadorizada
(Image J. A seguir, amostras do estdmago foram retirapgasadas e congeladas a -70
graus para posterior dosagem de malondialdeido (MQAtationa reduzida (GSH) e
bilirrubina. Para avaliar a expressédo da enzimaeogigenase 1 (HO-1), um fragmento da
mucosa foi utilizado para a realizacdo de PCR. @atnostra de tecido foi retirada e
colocada em formol a 10% e apdés 24 horas em éaletbto 70% para analise
microscopicas, seguindo critérios ja estabelecpmsLaine et al. (1988). Este mesmo
material foi utilizado para avaliar a imunomarcadacenzima HO-1, através da técnica de

imunohistoquimica.

4.7. LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA (INDO) EM CAMU NDONGOS.
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Camundongos foram tratados, por via oral, com IN@Qida em tampao Tris-
HCI, pH 8,0, na dose de 10 ou 30 mg/Kg. O grupdrotarecebeu apenas o veiculo (Tris-
HCI). Trés horas apés a administracdo de INDO, mismas foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estbmagos foram refiregmjdamente e abertos pela grande
curvatura. A avaliacdo das lesdes da mucosa gaduicealizada depois do 6rgao ser
estirado. A mensuracdo das erosdes lineares fbrada utilizando-se um paquimetro
digital e uma lupa com aumento de cerca de 3X.dxénde leséo (I.L.) foi considerado
como a somatoria das extensbes de todas as ereséestradas na mucosa do 6rgao
(SANTUCCI et al., 1994). A seguir, amostras do est§o foram retiradas, pesadas e
congeladas a -70 graus para dosagem mieloperox(tiéi2®), malondialdeido (MDA),
glutationa reduzida (GSH) e bilirrubina. A detecdas citocinas TNIes IL-1p e IL-10 em
fragmentos da mucosa gastrica dos camundongos fieterminadas por ELISA, usando
o Kit DuoSet (R&D Systems). Outra amostra de teéidoetirada e colocada em formol a
10% e apos 24 horas em alcool etilico 70% pardsanalicroscopicas, seguindo critérios
ja estabelecidos por Laine et al. (1988). Este mesmterial foi utilizado para avaliar a

imunomarcacao da enzima HO-1, atraves da técnigaw®histoquimica.

4.8. EFEITO PROTETOR DA VIA HO-1/BILIVERDINA/CO CONTRA A LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL EM CAMUNDONGOS.

Para o estudo do efeito protetor da via HO-1/hitlvea/CO, os camundongos
foram tratados, pela via intraperitoneal, com sabn hemina (indutor da HO-1; 1,0, 3,0
ou 10 mg/kg), biliverdina (produto da HO-1; 1,00 8u 10 mg/kg) ou DMDC (doador de
CP; 2,5, 7,5, 12,5 ou 25 umol/Kg). Apds 30 min,eadb gastrica foi induzida pela

administracao de etanol 50% (0,5 ml/Kg), por gawag®@ grupo controle recebeu somente
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solucéo salina. Outro grupo de camundongos fadmtom zinco protoporfirin IX (ZnPP
IX, inibidor da HO-1), nas doses de 0,3, 1,0 ourBglKg, por via intraperitoneal. Trinta
minutos depois, etanol na concentracdo de 25%n{0i&g) foi administrado por via oral.
Foi optado por utilizar uma dose sub-maxima doatpara possibilitar a avaliacdo de um
efeito amplificador da leséo por etanol pelo traaato com ZnPP IX. Uma hora apos a
adicdo do etanol, os camundongos foram sacrificgawsdeslocamento cervical e os
estdbmagos foram rapidamente removidos e abertdsrgm da grande curvatura para
avaliacdo das lesbes gastricas, de acordo com @dohegia descrita na secdo anterior
utilizando um programa de planimetria computadaoidzgmage J. A seguir, amostras do
estbmago foram retiradas, pesadas e congeladad graids para posterior dosagem de
malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH)ikrtubina. Outra amostra de tecido
foi retirada e colocada em formol a 10% e apds @adhem alcool 70% para analise

microscopicas, seguindo critérios ja estabelegiwd aine et al. (1988).

4.9. EFEITO PROTETOR DA VIA HO-1/BILIVERDINA/CO CONTRA A LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA EM CAMUNDONGOS.

Para o estudo do efeito protetor da via HO-1/hitlvea/CO, os camundongos
foram tratados, pela via intraperitoneal, com sabm hemina (3,0 mg/kg), biliverdina (
3,0 mg/kg) ou DMDC (12,5 umol/Kg). O grupo controézebeu somente solugdo salina.
Apo6s 30 min, a leséo géstrica foi induzida pelaiattacdo de INDO, por gavagem, na
dose de 30 mg/Kg. Outro grupo de camundongos dado com zinco protoporfirin IX
(ZnPP 1X), nas doses de 3,0 mg/Kg, por via intiaépeeal. O grupo controle recebeu
somente solucado salina. Trinta minutos depois, INDICadministrado por gavagem, na

dose de 10mg/Kg. Foi optado por utilizar uma degermaxima da INDO para possibilitar
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a avaliacdo de um efeito amplificador da lesaolN@O pelo tratamento com ZnPP IX.
Trés horas apos a administracdo de INDO, os cammgadoforam sacrificados por
deslocamento cervical e os estbmagos foram rapidamemovidos e abertos ao longo da
grande curvatura para avaliacdo das lesGes g&stiieacordo com a metodologia descrita
na secao anterior utilizando um paquimetro digitalma lupa com aumento de cerca de
3X. O indice de leséo (I.L.) foi considerado comsoaatoria das extensdes de todas as
erosdes encontradas na mucosa do 6rgao (SANTUGCKL] é994). A seguir, amostras do
estdbmago foram retiradas, pesadas e congelad@sgaairs para dosagem mieloperoxidase
(MPO), malondialdeido (MDA), glutationa reduzidaS®) e bilirrubina. A deteccdo das
citocinas TNFe, IL-1B e IL-10 em fragmentos da mucosa gastrica dos cdomgos
foram determinadas por ELISA, usando o Kit DuoR&[ Systems). Outra amostra de
tecido foi retirada e colocada em formol a 10% @& horas em alcool 70% para analise

microscopicas, seguindo critérios ja estabelegiwd aine et al. (1988).

4.10. PAPEL DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL (GMPc) NO EFEITO
PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA OU DO DECACARBONIL
DIMANGANES (DMDC) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ET ANOL EM

CAMUNDONGOS.

Para avaliacdo do papel da guanilato ciclase so(BMPc) no efeito protetor da
via HO-1/biliverdina/CO, os animais foram tratadmsn ODQ (um inibidor da enzima
guanilato ciclase soltvel) na dose de 12,5 mg/Kgsalina por gavagem. Trinta minutos
depois da administracdo do ODQ, os camundongosnfdratados com hemina (3,0
mg/kg), biliverdina ( 3,0 mg/kg) ou DMDC (12,5 urfi€dy), por via intraperitoneal. Apés

1 hora da administragcdo de ODQ, etanol (0,5 ml/Kg), concentracdo de 50%, foi
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administrado por gavagem, para induzir a leséaigastOs grupos controles receberam
apenas a solucéo salina ou etanol 50%. Uma hosaaapdicdo do etanol, os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical e e®neagos foram rapidamente
removidos e abertos ao longo da grande curvatue galiacdo das lesdes gastricas, de
acordo com a metodologia descrita na sec¢do anteiizando um programa de
planimetria computadorizadéirage J. A seguir, amostras do estdbmago foram retiradas
pesadas e congelada a -70 graus para posteriogeiosde malondialdeido (MDA) e

glutationa reduzida (GSH).

4.11. PAPEL DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL (GMPc) NO EFEITO
PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA OU DO DECACARBONIL
DIMANGANES (DMDC) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR

INDOMETACINA (INDO) EM CAMUNDONGOS.

Para avaliacdo da guanilato ciclase soltuvel (GMcgfeito protetor da via HO-
1/biliverdina/CO, os animais foram tratados com O@@ inibidor da enzima guanilato
ciclase soluvel) na dose de 12,5 mg/Kg, ou salaragavagem. Trinta minutos depois da
administragdo do ODQ, os camundongos foram tratamme hemina (3,0 mg/kg),
biliverdina (3,0 mg/kg) ou DMDC (12,5 umol/Kg), pera intraperitoneal. Os grupos
controles receberam apenas a solucdo salina ou IbiD®emina, biliverdina e DMDC
associado a INDO. Apo6s 30 min, a lesdo gastricaifduzida pela administracdo de
INDO, por gavagem, na dose de 30 mg/Kg. Trés hapas a administracdo de INDO, os
camundongos foram sacrificados por deslocamentoicegére os estdbmagos foram
rapidamente removidos e abertos ao longo da gramdatura para avaliacdo das lesdes

géastricas, de acordo com a metodologia descritase@io anterior utilizando um
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paquimetro digital e uma lupa com aumento de caecdX. O indice de leséo (I.L.) foi
considerado como a somatoria das extensoes deasa@giesdes encontradas na mucosa do
orgao (SANTUCCI et al., 1994). A seguir, amostrasedtdmago foram retiradas, pesadas
e congeladas a -70 graus para dosagem mielopesex{t¥#?O), malondialdeido (MDA) e

glutationa reduzida (GSH).

4.12. PAPEL DA NO SINTASE NO EFEITO PROTETOR DA HEMINA,
BILIVERDINA OU DO DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA  LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL EM CAMUNDONGOS.

L-NAME, um inibidor ndo seletivo da enzima oxidaritio sintase (NOS), foi
utilizado para verificar a participacdo do oxidtrind (NO) no efeito protetor da hemina,
biliverdina ou DMDC. L-NAME, na dose de 3,0 mg/Kay salina foram administrados
por intraperitoneal, trinta minutos antes da adstiacdo de hemina (3,0 mg/kg),
biliverdina (3,0 mg/kg) ou DMDC (12,5 umol/Kg), paia intraperitoneal. Apds 1 hora da
administragdo de L-NAME, etanol 50% (0,5 ml/Kg) tmministrado por gavagem, para
induzir a lesé@o gastrica. Os grupos controles ereeh apenas a solucdo salina ou etanol
50%. Uma hora apdés a adicdo do etanol, os camundofggam sacrificados por
deslocamento cervical e os estdbmagos foram raprtamemovidos e abertos ao longo da
grande curvatura para avaliacao das lesdes géstiieacordo com a metodologia descrita
na secéo anterior utilizando um programa de plamisneomputadorizadarfage J. A
seguir, amostras do estdbmago foram retiradas, aesadcongeladas a -70 graus para

posterior dosagem de malondialdeido (MDA) e glatatireduzida (GSH).
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4.13. PAPEL DA NO SINTASE NO EFEITO PROTETOR DA HEMINA,
BILIVERDINA OU DO DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA  LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO) EM CAMUND ONGOS.

Para determinar o envolvimento da enzima oOxidoicoitisintase (NOS) na
gastroprotecdo induzida pela hemina, biliverdindMDC, os animais foram pré-tratados
com L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS, na eae 3,0 mg/Kg. L-NAME foi
administrado por intraperitoneal, trinta minutogeanda administracdo de hemina (3,0
mg/kg), biliverdina (3,0 mg/kg) ou DMDC (12,5 und), por via intraperitoneal. Apos 1
hora da administragéo de L-NAME, INDO (30 mg/Kgj)ddministrado por gavagem, para
induzir a leséo gastrica. Os grupos controles ezesiy apenas a solugdo salina ou INDO
ou hemina, biliverdina e DMDC associado a INDO.sTh®dras ap0s a administracdo de
INDO, os camundongos foram sacrificados por deshec#o cervical e os estdmagos
foram rapidamente removidos e abertos ao longoraladg curvatura para avaliacdo das
lesbes gastricas, de acordo com a metodologiaidese se¢do anterior utilizando um
paquimetro digital e uma lupa com aumento de cdecdX. O indice de leséo (I.L.) foi
considerado como a somatoria das extensdes deasagiesdes encontradas na mucosa do
orgao (SANTUCCI et al., 1994). A seguir, amostrasedtdmago foram retiradas, pesadas
e congeladas a -70 graus para dosagem mielopesex{t¥PO), malondialdeido (MDA) e

glutationa reduzida (GSH).
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4.14. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MALONDIALDEID O (MDA)

NA MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDONGOS.

Os niveis de malondialdeido na mucosa gastricanfaleterminados pelo método
de Uchiyama e Mihara (1978). Fragmentos da mucdsstrica de camundongos
submetidos aos tratamentos citados anteriormerdenfbomogeneizados com KCI gelado
1.15% para obtencdo de um homogenato a 10% . Méiioran(0,5ml) do homogenato foi
pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 1Gomtendo 3 ml de #P0O, (1%) e 1 ml
de uma solucdo aquosa de acido tiobarbitdrico aq(@€%). Posteriormente, os tubos
foram aquecidos, por um periodo de 45 minutos, embanho de agua fervendo e a
mistura reacional foi, entdo, resfriada em um batdhdégua gelada, seguida da adi¢cdo de 4
ml de n-butanol. Apds a adicdo de n-butanol, asstnam foram agitadas por 40 segundos
em um misturador "vortex", e depois centrifugado$280 xg, por um periodo de 10
minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma absoadad@e 520 e 535 nm, em

espectrofotdmetro. Os resultados foram expressameosiig de tecido gastrico.

4.15. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZID A (GSH) NA

MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDONGOS.

A dosagem de GSH foi realizada através determindgéagrupos sufidrilicos nao
protéicos (glutationa), de acordo com a metodolatgacrita por Sedlak & Lindsay
(SEDLAK & LINDSAY, 1968), das amostras de tecidodstgicos de camundongos
submetidos aos tratamentos anteriores citado. &metacdo do GSH baseia-se na reacéo
do DTNB, com o tiol livre originando o acido 2-mitb-tiobenzoico. Inicialmente, 50-100

mg da mucosa gastrica foi homogeneizado em EDTAR ®)0(1 ml/100 g de tecido)
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gelado. A uma aliquota de 400 pl do homogenatadaionado 320 pl de agua destilada,
e 80 ul de &cido tricloroacético (TCA) a 50%. Emgusda o material foi centrifugado a
3000 rpm por 15 minutos, seguido de agitacéo m¢éto. Depois de centrifugado, 400 ul
do sobrenadantes foram misturados a 800 ul deimimps 0,4 M (pH 8.9) e, por fim, foi
adicionado 20 pl de DTNB (5,5 -dithio-bis -2- &cididrobenzdico) a 0,01M. O material
foi entdo agitado durante 3 minutos e a absorbafwiadetermina a 412 nm, em
espectrofotdmetro. A concentracdo de GSH/g de deftddeterminada a partir de uma
curva padrao de glutationa reduzida, processadmateeira semelhante. Os resultados

foram expressos em pg de GSH/g de tecido.

4.16. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BILIRRUBINA N A MUCOSA

GASTRICA DE CAMUNDONGOS.

A concentracdo de bilirrubina na mucosa gastricanfedida de acordo com o
protocolo descrito por Foresti et al. (2003), cdgumas modificagdes. Inicialmente, 100
mg do tecido gastrico foi homogeinezado em 1 ndalma. A uma aliquota de 500 pl do
homogenato foram adicionadas 250 mg de Ba@histurado vigorosamente. Depois, 0,75
ml de benzeno foram adicionados &s amostras eataeaiente misturado em um vortex. A
fase benzénica contendo a bilirrubina extraida deparada da fase aquosa por
centrifugacdo a 13000 por 30 minutos. Uma curva para bilirrubina padféioobtida
utilizando bilirrubina comercial (Labtest, BrasilA concentracdo de bilirrubina nas
amostras de tecido gastrico foi mensurada por tsfe®metro e calculadas pela
diferenca das absorbancias, entre 450 e 600 nranéeatracao de bilirrubina foi expressa

como mg/dL.
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4.17. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MIELOPEROXIDA SE (MPO)
NA MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A

GASTROPATIA POR INDOMETACINA (INDO).

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente pretammemente nos granulos
azurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada comm marcador quantitativo da
infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamagem varios tecidos, entre eles o trato
gastrintestinal. Para tanto, 50 mg do tecido gastetirados dos grupos de camundongos
submetidos a gastropatia por INDO, foram pesadoslacados em 1 ml de tampao de
potdssio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetitgoopH 6,0. Depois foram
homogeneizados em um macerador Politron para disdedg homogenato. A seguir, 0
homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 12 noiswt 4 C, e 0 sobrenadante foi
colhido. A atividade da MPO por mg de tecido farafa através da técnica descrita por
Bradley et al. (BRADLEY et al., 1982), utilizand@ndxido de hidrogénio a 1% como
substrato para a MPO. A unidade da atividade de KéiP@efinida como aquela capaz de
converter 1umol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 minDigante o ensaio, a
medida que o peroxido de hidrogénio é degradadoeéoproducdo do anion superoxido,
responsavel pela conversdo de o-dianosidine em ampasto de cor marrom. Os

resultados foram expressos como Unidade (U) de khig@é tecido.

4.18. DOSAGEM DE TNF- @, IL-1p E IL-10 NA MUCOSA GASTRICA DE

CAMUNDONGOS.

Uma amostra do tecido gastrico de camundongos gidmseaos tratamentos

anteriores citados foi utilizada para a determinagas citocinas presentes, através da
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dosagem de TNFe, IL-1p e IL-10. O tecido coletado foi homogeneizado emp@&o para
citocinas como descrito por Safieh-Garabedian.€1.8P5). A deteccao das citocinas IL-1,
TNF-o0 e IL-10 foram determinadas por ELISA, usando o BitoSet (R&D Systems).
Resumidamente, placas para ELISA de 96 pocos foranvadas por 18h £#@ com 100

ul por poco de anticorpo de captura para IL-1, NGt IL-10. Posteriormente, as placas
foram lavadas, trés vezes, com 300 ul de tampdavdgem e bloqueadas com 100 ul, por
poco, de BSA 1%. Apos bloqueio das placas com B%&pir 1 hora, 100 ul das amostras
ja homogeneizadas e da citocina padrao para BNFE=1p ou IL-10 foram adicionadas,
em duplicata, a cada poco e incubadas por 2 ho#4d€ aAs placas foram, entdo, lavadas
trés vezes com 300 pl de tampédo de lavagem e dépmibadas com anticorpo de
deteccgdo para IL-1, TN&-ou IL-10. Apds o periodo de incubac&o &CA4por 2 horas, as
placas foram lavadas novamente por trés vezes €muB de tampao de lavagem e
incubadas a temperatura ambiente por 20 minutosl&ihul de estreptavidina diluida de
1:200. As placas foram lavadas novamente por massvezes com 300 ul de tampéao de
lavagem e, depois, 100 pL da solucéo substratorpaetacadKit DuoSet, R&D Systems
Catalog — DY999) foi adicionado. As placas foramuimadas durante 20 minutos, no
escuro a temperatura ambiente. A Reacao enzinfaiigarada com a solucdo de parada

(H2SOy) e a absorbancia medida a 450nm. Os resultadas fexpressos em pg/mL.

4.19. ISOLAMENTO DO RNA E REACAO EM CADEIA DE POLIM ERASE (PCR)
DE FRAGMENTOS RETIRADOS DA MUCOSA GASTRICA DE

CAMUNDONGOS TRATADOS COM ETANOL OU INDOMETACINA (IN DO).

O RNA total da mucosa gastrica dos animais tratamos etanol foi isolado

utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) seguin@protocolo descrito pelo fabricante. As
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amostras em questdo foram trituradas e homogemsizaxin 1mL do reagente Trizol para
cada 50-100 mg de tecido e, em seguida, centritug@dsobrenadante foi coletado e
adicionado 0,2 ml de cloroférmio para cada 1 mLTdeol utilizado, realizando assim a
fase de separacdo. Essa mistura foi novamenteifagatta e 0 sobrenadante coletado.
Iniciou-se, a seguir, a fase de precipitacdo eglewa usando alcool isopropilico e etanol
(75%), respectivamente. Cada um destes procedisént@eeguido por centrifugacdo da
amostra. O procedimento de lavagem foi executads glazes. Finalmente, o precipitado
foi resuspenso em agua autoclavada. A quantidgdele@lade do RNA total isolado foram
avaliadas por espectrofotometro, baseado na raasalisorbancias a 260 e 280 nm. Para
analisarmos o0 nivel de expressdo génica de pretajoa estdo sendo efetivamente
expressas foi sintetizado um DNA complementar (cPNBste cDNA foi produzido a
partir do RNAm, através de uma reacdo catalizada ypoa enzima denominada
transcriptase reversa. Para produzirmos cDNA armhrtRNA total foi utilizado o kit de
transcriptase reversa TermoScttbReverse Transcriptase System (Invitrogen, USAne u
termociclador. O RNA total permaneceu, inicialmeimp@r 60 minutos a uma temperatura
de 50C. Passado este periodo, a reacao foi aquecideaaamperatura de 85 por 5
minutos e entdo resfriada imediatamente a uma tatypa de 4C. O cDNA pronto foi
imediatamente usado na reacao de PCR. Para aiaagdid do cDNA formado na reacéo
de transcriptase reversa, foi utilizado uma reag@ocadeia de polimerase ou PCR. Os
primers utilizados para hemeoxigenase 1 (HO-1)nflorsenso (GTG GGG CGC CCC
AGG CAC CA) e o anti-senso (CTC CTT AAT GTC ACG CAAT TTC). Para HO-1 e
18S (gene de referéncia) o processo envolveu 30scitlo termociclador, através de
sucessivas mudancas de temperatura, ocalemmaturagcao (9€); anelamento (6) e
extensdo (7ZC). No ultimo ciclo, foi realizado a extenséo firdd 8 minutos a 72C

(WANG et al., 2001). Ao término da reacdo de PCRYNA amplificado foi analisado
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atraves da técnica de eletroforese em gel de agakssamostras de DNA amplificado da
reacado de PCR foram preparadas para serem aplicaglg®cos do gel de agarose com a
adicdo de um tampéao de amostra contendo azul deobenol e glicose, para aumentar a
viscosidade do DNA amplificado e impedir que o meditue no tampao de corrida. Ao
término das aplicacbes das amostras nos pocospayde uma voltagem de 200 volts
entre as extremidades do gel e uma corrente derd00A visualizacdo dos produtos no
gel apos a corrida foi realizada pela reacdo decdig do DNA com Brometo de Etidio
(EtBr). A fotodocumentacdo dos produtos foi feitpaatir da leitura da intensidade das
bandas eletroforéticas pelo aparelho Gel Doc EQe8yqBiorad-USA) utilizando o
software (Quantity one Basic Software — Biorad, JJ3Para avaliacdo semi-quantificativa
da expressdo génica dos produtos desejados fiaadtl 0 método descrito por Gause &
Adamovicz (1994), onde a intensidade das bandaslasbfoi normalizada frente a

expressao génica de um gene referéncia (GAUSE &MODXICZ, 1994).

4.20. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA DE

CAMUNDONGOS.

Para a avaliacdo histopatoldégica, uma amostra daosau gastrica dos
camundongos foi fixada em uma solugéo de formatd@@Pbo, onde permaneceu por 24
horas. Em seguida as amostras foram transferidasupaa solucdo de alcool 70%, onde
permaneceu atd a realizacdo dos procedimentoddigistus. Inicialmente, as mucosas
foram seccionadas e embebidas em parafina. Sededésnicrometros foram removidas
da parafina, colocadas numa |lamina e coradas conatbgilina-eosina e em seguida
examinadas através de um microscopio Optico. Assaam foram avaliadas de acordo

com os critérios de Laine et al. (1988). Em sintésieavaliado perda de células epiteliais
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(escores de 0 a 3), edema na superficie da muessaré¢s de 0 a 4), lesdo hemorragica
(escores de 0 a 4) e infiltracdo de células inftanes (escores de 0 a 3), sendo 14 o
escore maximo (LAINE et al.,, 1998). Toda a avalkeadastopatoldgica foi realizada

através de um estudo cego por um histopatologigerente (GACB).

4.21. AVALIACAO POR IMUNOHISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DA ENZIMA
HEMEOXIGENASE 1 (HO-1) DE FRAGMENTOS RETIRADOS DA M UCOSA
GASTRICA DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ETANOL 50% OU

INDOMETACINA (INDO).

A partir dos fragmentos do estdmago de camundosgiometidos a lesdo gastrica
induzida por etanol 50% ou INDO, foi avaliada aresgdo da enzima HO-1 através de
técnica de imunohistoquimica. As laminas montadgsamir dos blocos de parafina
utilizados para as analises histologicas, forarpaladinizadas e, em seguida hidratadas. O
ensaio imunohistoquimico foi realizado seguindorotqrolo de Wang et al. (2001).
utilizando técnica de bloqueio da peroxidase enaiéganticorpo primario de camundongo
e secundario biotinilado anti-igG de camundongeoevelacao foi feita com DAB e contra-
coloracdo com hematoxilina de Harry (WANG et aDOP). A expressdo de HO-1 foi

avaliada usando anticorpo policlonal de coelhoreoAD-1 de camundongo (Santa Cruz).

4.22. ANALISE ESTATISTICA.

A analise estatistica foi realizada empregando stetele andlise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa enti® grupos, foi realizado o teste de

comparacdes mdultiplas de Student-Newman-Keuls. Pardlise das alteracbes
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histoldgicas, foi utilizado o teste ndo paramétdeoKruskal-wallis, seguido pelo teste de
comparacao multiplade Dunns. Os resultados forapresgo ou como meédia E.P.M

(variaveis com distribuicdo normal) ou pela mediamainimo e maximo (variaveis sem
distribuicdo normal), sendo as diferencas consilderaestatisticamente significativas

guando p<0,05.
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5 — RESULTADOS

5.1 - MODELO DE GASTROPATIA INDUZIDA POR ETANOL

51.1 - EFEITO PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA E DO
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA LESAO GASTRICA IN DUZIDA
POR ETANOL 50%: CURVA DOSE-RESPOSTA:

Na Figura 1, podemos observar que os animais tatagenas com salina (grupo
controle) ndo apresentaram lesdo na mucosa gasrigaanto que a administracdo de
etanol, na concentracdo de 50%, resultou no apaeatd de lesbes gastricas na mucosa.
Os pré-tratamentos com hemina (uma droga indut@raemzima HO-1, painel A),
biliverdina (um produto da via HO-1, painel B) oMDC (uma droga doadora de CO,
painel C) reduziram significativamente, de manelose dependente, a lesdo gastrica

provocada pela administracdo do etanol 50% na raug¢ogura 5).

5.1.2 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRIC A DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM HEMINA, BILIVERDINA OU
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NO MODELO DE LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50%:

Na analise microscopica, observou-se que o etarlconcentracdo de 50%,
provocou lesdo hemorragica, edema, perda de cédplsliais (Figura 6, painel A e

Tabela 1), quando comparado com o grupo tratadosabima (grupo controle) (Tabela 1).
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N&o observamos aumento das células inflamatériasutasa gastrica apos o tratamento
com etanol 50%. O pré- tratamento com Hemina (10Kg)g biliverdina (10 mg/Kg)
diminuiram de forma significativa a hemorragia,dema e a perda de células epiteliais
induzidas pelo etanol 50% (Figura 6, painel B,C e Oabela 1). Por outro lado, o
tratamento com DMDC (dose de 12,5 umol/Kg) so &paz de reduzir significativamente

a lesdo hemorragica, mas ndo o edema e as perdékilds epiteliais (Tabela 1).

5.1.3 - EXPRESSAO DA ENZIMA HEMEOXIGENASE 1 (HO-1) POR
IMUNOHISTOQUIMICA E PCR DE FRAGMENTOS RETIRADOS DA MUCOSA
GASTRICA DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ETANOL 50% OU

SALINA:

Na Figura 7, observamos uma maior expressao danartetmeoxigenase 1 (HO-
1), no tecido gastrico dos animais tratados comoéteb0%, pelo método de
imunohistoquimica (Painel A e B) e PCR, quando @manbo ao grupo salina. Na mucosa
gastrica normal de animais tratados com salinapfgroontrole) ndo foi observado
marcacdo para HO-1 (Figura 7, painel A). Entretamio tecido gastrico de animais
tratados com etanol 50% foi detectado um aumentmaraacéo para HO-1 no endotélio
vascular, células epiteliais e células musculaisss |(Figura 7, painel B). Através da
técnica de PCR, podemos ainda observar um aumartamscricdo do mRNA para HO-1
(1.1242.2) apds a administracdo do etanol 50%, dauaomparado com o grupo controle

(1.0+0.0) (Figura 7, painel C).
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FIGURA 5 — Hemina (painel A), biliverdina (painel B) e decacarbonil dimanganés
(DMDC, painel C) preveniu a lesdo gastrica induzidapor etanol 50%. Os pré-
tratamentos com hemina, biliverdina ou DMDC redarmira lesdo gastrica induzida por
etanol, de maneira dose depende@teyrupo controle (CONT) foi tratado somente com
salina. A éarea total das lesdes gastricas macrimssdfoi determinada lhora apos a
administracdo de etanol 50%. O resultado foi exgoresmo média S.E.M. para grupo de
seis animais por grupo*)(p<0,05, quando comparado com o grupo contrdle [§<0.05,
quando comparado com o grupo etanol. A analisetigtgta foi realizada utilizando
ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls.
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FIGURA 6 — Avaliacao histologica da administragdo d hemina, um indutor da via da
HO-1 (painel B), biliverdina (painel C) e do decaadonil dimanganés (DMDC, painel
D) no modelo de gastropatia por etanol.Hemina, biliverdina e DMDC diminuiram, de
forma significativa, a lesdo gastrica microscopidaduzida por etanol 50%.
Fotomicrogafias da mucosa gastrica de camundong@slbs com: Painel A: grupo etanol
50% (0,5 ml/Kg, via oral); Painel B: hemina (10 Kg/ via i.p) + etanol (0,5 ml/Kg, via
oral) ; Painel C: biliverdina (10 mg/Kg, via i.pt)etanol (0,5 ml/Kg, via oral); Painel D:
DMDC (12,5 pmol/Kg, via i.p.) + etanol (0,5 ml/Kga oral).
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Tabela 1 — Avaliacdo microscOpica pelos criterios ed Laine et al. (1988) da
administragcdo de hemina (10 mg/kg), biliverdina (10mg/kg) ou decacarbonil
dimanganés (DMDC) (12,5umol/kg) na lesao induzida por etanol 50%.

Grupo Experimental
(N=6)

Leséo
hemorragica
(escore 0 - 4)

Edema
(escore 0 - 4)

Perda de
células
epiteliais
(escore 0 - 3)

Células
Inflamatoérias
(escore 0 - 3)

Total
(escores 14)

Controle (Salina) 0 0 0 0 0
Etanol 50% 4 (3 -4)* 4 (3-4)* 3(2-23)* 0 11(8 — 11)*
Hemina+ Etanol 50% 1(0-—2)* 1(0-121)* 0(0—-1)* 0 2 (0—2)**
Biliverdina + Etanol 50% 1(0—2)* 1(1-0)* 1(1-2)* 0 2(1-2)*
DMDC+ Etanol 50% 1(0-3)* 2(1-2) 1(1-3) 0 52-7)*

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

Wallis.

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etan&b50
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FIGURA 7 — Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongdsatados com
etanol. Painel A: Fotomicrografias da mucosa gastricagiMizco, x100) demonstrando
auséncia de imunoreatividade para a enzima HO-fhuabsa gastrica de camundongos
normais. No painel B observa-se uma maior imunmidatle para a enzima HO-1 no
endotélio vascular, epitélio e células musculaiessino tecido gastrico 1 hora apés a
administracao de etanol 50%, quando comparado cgrapm. Painel C: PCR para 18S e
MRNA para HO-1 na mucosa gastrica de camundondoard apdés a adminstracdo de
etanol 50%. Por PCR foi demonstrado uma baixa egpoeda HO-1 na mucosa gastrica
de camundongos normais (grupo controle). Admingéirade etanol 50% aumentou, de
forma significativa, a transcricdo de mRNA para H@Quando comparado com 0 grupo
controle.
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5.1.4 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MALONDIALDEIDO ( MDA) E DE
GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) NA MUCOSA GASTRICA DE

CAMUNDONGOS PREVIAMENTE TRATADOS COM HEMINA, BILIVE RDINA
OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA IN DUZIDA

POR ETANOL 50%:

Na lesdo gastrica por etanol 50% observamos umraoms@nificativo dos niveis
de MDA, associado com uma diminuicdo significatima nivel de GSH, quando
comparado com o grupo controle (Tabela 2). A adstimgdo de hemina, biliverdina ou
DMDC diminuiu, de forma significativa, a formacae MDA e o consumo de GSH

associados a lesao por etanol a 50% (Tabela 2).

5.1.5 - AVALIACAO DOS NIVEIS DE BILIRRUBINA NO TECI DO GASTRICO
DE CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM HEMINA, BILIVERDINA OU
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA POR E TANOL

50%:

Na tabela 3, observamos que o etanol 50%, por gavagaumentou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de rbliina na mucosa gastrica, quando
comparado com o grupo controle (salina). Adminggtoade hemina (10 mg/Kg) ou
biliverdina (10 mg/Kg), aumentou, de forma sigrafiga, os niveis de bilirrubina no
tecido gastrico, quando comparado com o grupo e&0% (Tabela 3). Por outro lado, o
DMDC, na dose de 12,5 pmol/Kg, ndo foi capaz deeautan os niveis de bilirrubina na

mucosa gastrica, guando comparado com o grupolé&@to(Tabela 3).
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Tabela 2 — Determinacao dos niveis de malondialdeidMDA) e glutationa (GSH) no

tecido gastrico de camundongos pré-tratados com heéma (10 mg/kg), biliverdina (10

mg/kg) ou decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,5@mol/kg) no curso da leséo

gastricas induzidas por etanol 50%.

Etanol 50%

Controle Veiculo Hemina Biliverdina DMDC
MDA (nmol/g de tecido) 79.4+0.6 177.7+99 72.1+2.7* 81.4+4.0* 90.1+12.3*
GSH (ug/g de tecido) 243.4+13.2 56.2+7% 140.8+8.2* | 333.8+19.5* 188.9+8.6*

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanébS0veiculo.
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Tabela 3 — Determinacdo dos niveis de bilirrubina @ mucosa gastrica de

camundongos pré-tratados com hemina (10 mg/Kg), loferdina (BLV) (10 mg/kg) e

decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,mmol/Kg) no modelo de gastropatia induzida

por etanol 50%

Etanol 50%

Controle

Veiculo

Hemina

Biliverdina

DMDC

Bilirrubina (mg/dL) 0,19+0,02

0,43+0,03

0,67+0,03*

1,0+0,04**

0,50+0,03

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanébS0veiculo.
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5.1.6 - EFEITO DO ZINCO PROTOPORFIRIM IX (ZnPP 1X), UM INIBIDOR DA
ENZIMA HEMEOXIGENASE 1 (HO-1), NA LESAO GASTRICA IN DUZIDA POR
ETANOL 25% - CURVA DOSE RESPOSTA:

Na Figura 8, podemos observar que a administragiogavagem, de etanol 25%
resultou em les6es na mucosa gastrica (p<0,05hdgueomparado com o grupo tratado
com salina (grupo controle). A inibicdo da enzim@-H pelo ZnPP IX amplificou de

maneira dose dependente as lesdes gastricas inthetmetanol 25%.

5.1.7 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRIC A DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM ZINCO PROTOPORFIRIM IX (Zn PP IX)

NO MODELO DE LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50% :

Na analise microscopica, observou-se que o etar@lconcentracdo de 25%,
provocou um desarranjo nas glandulas gastricas pevdas das células epiteliais, edema e
hemorragia, sem aumento da infiltracdo de céluilamatdrias (Figura 9, painel B e
Tabela 4), quando comparado com o grupo contratado somente com salina (Tabela 4).
A administracdo de ZnPP IX, na dose de 3,0 mgfigencializou o efeito lesivo do
etanol promovendo um aumento significativo de heagia, edema e mas nao da perda de
células epiteliais, quando comparado com o gruaook5% (Figura 9, painel B e Tabela

4).
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FIGURA 8 - Zinco protoporfirin IX (ZnPP 1X) , um inibidor da enzima
hemeoxigenase 1, aumentou significativamente a lesénduzida por etanol 25% na
mucosa gastrica de camundongo® pré-tratamento dos animais com ZnPP IX nas doses
de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/Kg , via i.p., uma hora adfgesdministracdo do etanol 25% (0,5
ml/Kg), aumentou, de forma significativa, a lesd@stgca induzida por etanol 25%. O
grupo controle (Cont) foi tratado somente com saliA area total de lesdes gastricas
macroscopicas foi determinada 1 hora apos a adnaigg® de etanol 25%. O resultado foi
expresso como médiaS.E.M. para grupo de seis animais por gruppp€0,05, quando
comparado com o grupo controfe Y p<0.05, quando comparado com o grupo etanol. A
analise estatistica foi realizada utilizando ANO\sAguido do teste de Newman-keuls.
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FIGURA 9 — Analise microscopica da administracdo dazinco protoporfirim IX
(ZnPP IX) na gastropatia induzida por etanol 25%. ZnPP IX, um inibidor da enzima
HO-1, amplificou o efeito lesivo do etanol 25%, amtando, de forma significativa, a
lesdo gastrica induzida pelo etanol 25% na muco&striga de camundongos.
Fotomicrogafias da mucosa gastrica de camundong@slbs com: Painel A: grupo etanol
25% (0,5 ml/Kg, via oral). Painel B: ZnPP IX (3 g/ via i.p.) associado ao etanol 25%
(0,5 ml/Kg, via oral).
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Tabela 4 - Avaliagcdo microscopica de acordo com cstérios de Laine et al. (1988) da

mucosa gastrica de camundongos pré-tratados zincaqtoporfirin I1X (ZnPP IX) (3

mg/Kg) nas lesdes induzidas por etanol 25%.

Grupo Experimental

(N=6)

Leséo
hemorragica
(escore 0 - 4)

Edema
(escore 0 - 4)

Perda de
células
epiteliais
(escore 0 - 3)

Células
Inflamatérias
(escore 0 - 3)

Total
(escores 14)

Controle (Salina) 0 0 0 0 0
Etanol 25% 3(3-4) 3(3-4) 3(2-3) 0 9(8 —11)*
ZnPP IX + Etanol 25% | 4 (3-—4)* 4 (2 -4)** 2(2-3) 0 10 (8 — 11)**

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

Wallis.

(*) p<0,05, guando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o0 grupo etanéb25
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5.1.8 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MALONDIALDEIDO ( MDA) E DOS
GRUPOS SUFIDRILICOS NAO PROTEICOS (GLUTATIONA — GSH) NA
MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDONGOS PREVIAMENTE TRATADOS COM
ZINCO PROTOPOREFIRIN IX (ZnPP 1X) NA GASTROPATIA IND UZIDA POR

ETANOL 25%:

A lesdo gastrica induzida pelo etanol 25% foi acanmada pelo aumento da
concentracdo de MDA (p<0,05), diminuicdo dos nideissSH (p<0,05) no tecido gastrico
dos animais, quando comparado com o grupo cor(ffaleela 5). O tratamento com ZnPP
IX (3 mg/Kg), potencializou o efeito do etanol 25%umentando ainda mais a
concentracdo de MDA (p<0,05) e reduzindo os nigdei&SSH na mucosa géstrica quando

comparado com o grupo etanol 25% (Tabela 5).

5.1.9 - AVALIACAO DOS NIVEIS DE BILIRRUBINA NO TECI DO GASTRICO
DE CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM ZINCO PROTOPORFIRIM IX

(ZnPP IX) NO MODELO DE GASTROPATIA POR ETANOL 25%:

Na tabela 3, observamos que o etanol 25%, por gavagaumentou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de rbllina na mucosa gastrica, quando
comparado com o grupo controle (salina). Admingstcade ZnPP IX, na dose de 3mg/Kg,
ndo alterou a concentracdo de bilirrubina no tegdstrico, quando comparado com o

grupo etanol 25% (Tabela 6).
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Tabela 5 — Determinacao dos niveis de malondialdeidMDA) e glutationa (GSH) no

tecido gastrico de camundongos preé-tratados com zia protoporfirin IX (ZnPP 1X)

(3 mg/Kg) no curso da gastropatia induzidas por etaol 25%.

Etanol 25%

Controle Veiculo ZnPP IX
MDA (nmo]/g de tecido) 28,917,7 50,617,’6 149,6113*
GSH (ug/g de tecido) 218,8+23,1 181,7+4%7 82,0+4, 7+

(*) p<0,05, guando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etan&b25
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Tabela 6 — Determinacdo dos niveis de bilirrubina @ mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com Zinco protoporfirim IX (ZnPP 1X), na dose de 3

mg/Kg na gastropatia induzidas por etanol 25%.

Etanol 25%

Controle Veiculo ZnPP IX

Bilirrubina (mg/dL) 0,29+0,04 0,37+0,03 0,41+0,03

(*) p<0,05, quando comparado com 0 grupo contreddir(a).
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5.1.10 - PAPEL DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL (GSs) NO EFEITO
PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA OU DECACARBONIL DIM  ANGANES

(DMDC) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50% :

A fim de determinar o envolvimento da guanilatolase na gastroprotecéo
induzida pela hemina, biliverdina ou DMDC, os arnigrfaram pré-tratados com ODQ, um
inibidor seletivo da guanilato ciclase soltuvel (cBMNa figura 10, verifica-se que o0 ODQ
aboliu completamente o efeito gastroprotetor do Miba lesdo gastrica induzida por
etanol 50%. Por outro lado, esse efeito ndo foendaglo nos animais pré-tratados com

hemina ou biliverdina (Figura 10).

5.1.11 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MALONDIALD EIDO
(MDA) E DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) NA MUCOSA
GASTRICA DE CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM ODQ ASSOCIADO
AO DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA PO R

ETANOL 50%:

No curso da gastropatia induzida por etanol a 59%g-tratamento com ODQ +
DMDC foi acompanhado pelo aumento significativo @j®5) dos niveis de MDA e por
uma diminuicdo significativa da concentracdo de GB& tecido géastrico quando

comparado com o grupo tratado somente com DMDCeglaah).
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FIGURA 10 - Papel da guanilato ciclase soluvel ndeto gastroprotetor da via HO-
1/biliverdina/CO contra lesdes induzidas por etanob0% em camundongosODQ, um
inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel (GiIPho foi capaz de reverter a
gastroprotecdo induzida por DMDC, mas nao revedeprotecdo da hemina e da
biliverdina. ODQ (12,5 umol/Kg, i.p.) foi adminiatto trinta minutos antes do tratamento
com hemina (3,0 mg/Kg, i.p.), biliverdina (3,0 mg/Ki.p.), DMDC (12,5 umol/Kg) ou
seus respectivos veiculos. Depois de 30 minuta@mokt50% foi administrado por
gavagem. A area total de lesdes gastricas macrioasofoi determinada 1 hora apés a
administragédo de etanol 50%. O grupo controle fatado somente com salina. Os
resultados foram expressos como média.E.M. para grupo de seis animais por grupo.
(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controf&.) §<0,05, quando comparado
com o grupo etanol 50%**¢ ) p<0.05, quando comparado com o grupo DMDC + étano
50%. A analise estatistica foi realizada utiliza®ddOVA seguido do teste de Newman-
keuls.
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Tabela 7 — Determinacao dos niveis de malondialdeidMDA) e glutationa (GSH) no
tecido gastrico de camundongos pré-tratados com OD@2,5 mg/kg), 30 minutos
antes da administracdo de decacarbonil dimanganéP§MDC) (12,5 umol/kg) na

gastropatia induzida por etanol 50%.

ETANOL 50 %

Controle Veiculo DMDC DMDC + ODQ
MDA (nmol/g de tecido)
62,4+0,6 184,749 90.1+12.3* 153,1+6,3**
GSH (ug/g de tecido)
223,149,2 76,9164 188.9+8.6* 89,4+2.6**

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle.
(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etan& 50

(***) p<0,05, quando comparado com o grupo DMDC anretl 50%.




101

5.1.12 - PAPEL DA NO SINTASE NO EFEITO PROTETOR DA HEMINA,
BILIVERDINA OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NO CU RSO DA

LESAO GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL 50% :

Para determinar o envolvimento da enzima oxidoicnitsintase (NOS) na
gastroprotecdo induzida pela hemina, biliverdindMDC, os animais foram pré-tratados
com L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS, na elae 3,0 mg/Kg. Na figura 11,
verifica-se que o L-NAME aboliu completamente oitefgastroprotetor da hemina e do
DMDC na gastropatia por etanol 50% (Figura 11).ddro lado, esse efeito do L-NAME,
nao foi observado com o tratamento com biliverdioanodelo de leséo géstrica por etanol

50% (Figura 11).

5.1.13 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MALONDIALD EIDO
(MDA) E DOS NIVEIS DE GLUTATIONA (GSH) NA MUCOSA GA STRICA DE
CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM L-NAME ASSOCIADO A HEM INA,
OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA PO R

ETANOL 50%:

No curso da gastropatia induzida por etanol a 5®%a-tratamento com L-NAME
+ hemina ou L-NAME + DMDC foi acompanhado pelo auntoesignificativo (p<0,05)
dos niveis de MDA e por uma diminuicao significatida concentracdo de GSH no tecido
gastrico quando comparado com o grupo tratado senoeim hemina ou DMDC (Tabela

7).
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FIGURA 11 - Papel do da NO sintase no efeito protet da via HO-1/biliverdina/CO
contra lesdes induzidas por etanol 50% em camundoag. Administracdo de L-NAME
foi capaz de reverter a gastroprotecéo induzidéhporina ou DMDC. Por outro lado, ndo
reverteu a protecdo da biliverdina. L-NAME (3,0 Ky i.p.) foi administrado trinta
minutos antes do tratamento com hemina (3,0 mgl/iig, biliverdina (3,0 mg/Kg, i.p.),
DMDC (12,5 umol/Kg) ou seus respectivos veiculosp@ls de 60 minutos, etanol 50%
(0,5 ml/Kg) foi administrado por gavagem. O grupmtcole foi tratado somente com
salina, via oral. A area total de lesdes gastmicasroscopicas foi determinada 1 hora apos
a administracdo de etanol 50%. Os resultados fesgressos como médiaS.E.M. para
grupo de seis animais por grupb) <0,05, quando comparado com o grupo contrdle (
p<0.05, quando comparado com o grupo etanol 56%.) (p<0.05, quando comparado
com o grupo hemina + etanol 50% ou DMDC + etan®%5@ andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA seguido do teste de Nanrkeuls.
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Tabela 8 — Determinacao dos niveis de Malondialde@dMDA) e Glutationa Reduzida

(GSH) no tecido gastrico de camundongos pré-tratadocom L-NAME (3,0 mg/kg),

30 minutos antes da administracdo da hemina (3,0 miKg) ou decacarbonil

dimanganés (DMDC) (12,5umol/kg) na gastropatia induzida por etanol 50%.

ETANOL 50%

Controle Veiculo Hemina Hemina+ L- DMDC DMDC + L-
NAME NAME
MDA (.anI/g 31,1+65,1 177.7£99 72.1+2.F* 122,6 + 14,2***| 90.1+12.8 150,6+15,9***
de tecido)
GSH (ug/g de 359,7+21,5 56.2+7%6 140.8+8.2* 99,7 £32,1*** 188.9+8.6 86,3+12,2***

tecido)

(*) p<0,05, guando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanébS0veiculo.

(***) p<0,05, quando comparado com o grupo hemirgtanol 50% ou DMDC + etanol.
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5.2 - MODELO DE GASTROPATIA POR INDOMETACINA

5.2.1 - EFEITO PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA OU D ECACARBONIL
DIMANGANES (DMDC) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR
INDOMETACINA (INDO):

A administracdo de INDO resultou no aparecimentdedées gastricas, quando
comparado com o grupo controle (Figura 12). O mnatto com hemina, biliverdina (3
mg/Kg, via i.p.) ou DMDC (12,5 umol/Kg, via i.pQifcapaz de reverter o efeito lesivo da

INDO, diminuindo significativamente a lesdo gastriE€igura 12).

5.2.2 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRIC A DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM HEMINA, BILIVERDINA OU
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NO MODELO DE LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO):

Observamos que a INDO, na concentracdo de 30 mgdkgia oral, provocou um
desarranjo nas glandulas gastricas com perdasétidascepiteliais, edema, hemorragia e
intensa infiltracdo de células inflamatoérias (FegW3, painel A e Tabela 9). Hemina ou
biliverdina, nas doses de 3,0 mg/Kg, ou DMDC, ngedde 12,5umol/Kg, diminuiram de
forma significativa os parametros avaliados commdreagia, edema, perda de células
epiteliais e a infiltracdo de células inflamatorinduzidas por INDO (Figura 13, painel

B,C,D e Tabela 9).



105

A 301
251
IS
E 201
@
O
:<g 151
(o))
3
T 104
Q
-
5_
0
Cont Hemina (3mg/Kg)
Indometacina (30mg/Kg)
B 40+ «
g 304
E
@ **x
2
:@ 204
=)
Qo
I
4
4 104
0
Cont - Biliverdina (3mg/kg)
C Indometacina (30mg/Kg)
40
*
354
TE\ 304
E
@ 25
2
\% 204
o
Z% 15+
4
— 104 * %
he.
5_
0
Cont - DMDC (25pumoll/Kg)

Indometacina (30mg/Kg)

FIGURA 12 — Hemina, um indutor da via da HO-1 (pairel A), biliverdina (painel B) e
decacarbonil dimanganés (DMDC, painel C) prevenirama lesdo gastrica induzida
por indometacina (INDO). O tratamento dos animais com hemina, biliverdin®MDC
reduziu a lesdo gastrica induzida por INOBDgrupo controle (CONT) foi tratado somente
com salina. A area total das lesGes gastricas mampaas foi determinada 3 horas apos a
administracdo de INDO. O resultado foi expressocamdiat S.E.M. para grupo de seis
animais por grupo.*] p<0,05, quando comparado com o0 grupo contrtig (p<0.05,
quando comparado com o grupo INDO. A anadlise s$itai foi realizada utilizando
ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls.
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FIGURA 13 — Avaliacdo histolégica da administracdode hemina (painel B),
biliverdina (painel C) e do decacarbonil dimangané¢$DMDC, painel D) no modelo de
gastropatia por indometacina (INDO). Hemina, biliverdina e DMDC diminuiram, de
forma significativa, a les@o gastrica microscopimuzida por INDO. Fotomicrogafias da
mucosa gastrica de camundongos tratados com: Paingiupo INDO (30 mg/Kg, via
oral); Painel B: hemina (3 mg/Kg, via i.p) + IND@O( mg/Kg, via oral) ; Painel C:
biliverdina (10 mg/Kg, via i.p.) + INDO (30 mg/Kgja oral); Painel D: DMDC (12,5
pmol/Kg, viai.p.) + INDO (30 mg/Kg, via oral).
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Tabela 9 — Avaliacdo microscopica pelos critériosedLaine (1988) de camundongos

pré-tratados com hemina (3,0 mg/kg), biliverdina §,0 mg/kg) ou decacarbonil

dimanganés (DMDC) (12,5umol/kg) no curso da lesdo microscopica induzida por

indometacina (INDO) (30 mg/Kg).

Grupo Lesdo Edema Perda de Células Total
Experimental hemorragica | (escore O - 4) células Inflamatorias | (escores 14)
(N=6) (escore 0 - 4) epiteliais (escore 0 - 3)

(escore 0 - 3)

Controle (Salina) 0 0 0 0 0
INDO 42-4¢ | 4@-4¢ | 3(2-3F | 3(2-3) | 14(8-14)
Hemina+ INDO 1(0-3)* 1(0-2)* 1(0-1)* 1(0-2)* 4 (0—8)**
Biliverdina+ INDO 1(0—2)* 1(1-2)* 1(1-2)* 1(1-3)* 4 (2 - 9)**
DMDC+ INDO 1(0—2)* 1(1-2)* 1(0—-2)* 1(0—2)* 4 (1-8)*

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

Wallis.

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo INDO icuto.
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5.2.3 - AVALIACAO DA EXPRESSAO DA ENZIMA HEMEOXIGEN ASE 1 (HO-1)
POR IMUNOHISTOQUIMICA NA MUCOSA GASTRICA DE CAMUNDO NGOS

TRATADOS COM INDOMETACINA (INDO):

Na Figura 14, observamos uma maior expressao diam&memeoxigenase 1 (HO-
1), no tecido gastrico dos animais tratados cororretacina 30 mg/kg, pelo método de
imunohistoquimica (Painel A), quando comparado rapa salina (Painel B). Na mucosa
gastrica normal de animais tratados com salinapfgroontrole) ndo foi observado
marcacéao para HO-1 (Figura 14, painel A). Por olailo, em animais tratados com INDO
foi detectado um aumento significativo na marcgu@@ a enzima HO-1, principalmente
no endotélio vascular, células epiteliais e céluasculares lisas (Figura 14, painel B),

guando comparado com o grupo tratado somente doma §grupo controle).

5.2.4 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO),
MALONDIALDEIDO (MDA) E GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) NA'  MUCOSA
GASTRICA DE CAMUNDONGOS PREVIAMENTE TRATADOS COM HE MINA,
BILIVERDINA OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA

GASTROPATIA INDUZIDA PELA INDOMETACINA (INDO):

A lesdo gastrica por indometacina, na dose de 3B8gndoi acompanhada por um
aumento da atividade de mieloperoxidase (MPO), detmando assim uma importante
participacdo de neutrofilos nos processo inflaniat@uando comparado com o grupo
controle (animais tratados somente com salina,vi@ooral) (Tabela 10). Foi observado
ainda um aumento significativo dos niveis de MDAQ®5) no tecido gastrico, associado

com uma reducéo significativa do GSH, quando coagmacom o grupo tratado somente



109

com salina (grupo controle) (Tabela 10). O trataimecom hemina (3,0 mg/Kg),
biliverdina (3,0 mg/Kg) ou DMDC (12,5 umol/Kg), peia intraperitoneal, 1 hora antes da
administracéo da INDO (30 mg/Kg) diminuiu, de forsignificativa, a formacao de MPO
e MDA na mucosa gastrica, quando comparado com upogiNDO (Tabela 10).
Observamos ainda que, o pré-tratamento com helnineerdina ou DMDC provocou um
aumento significativo da concentracdo de GSH niddegastrico, quando comparado com
o grupo INDO, retornando a niveis semelhantes adwsais tratados somente com salina

(Tabela 10).

5.2.5 - AVALIACAO DOS NIVEIS DE BILIRRUBINA NO TECI DO GASTRICO
DE CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM HEMINA, BILIVERDINA OU
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA POR

INDOMETACINA (INDO):

Na tabela 11, observamos que a indometacina nad#86 mg/kg por gavagem,
aumentou significativamente (p<0,05) a concentrafgidilirrubina na mucosa gastrica,
quando comparado com o grupo controle (salina). iAdinacdo de hemina (10 mg/Kg)
ou biliverdina (10 mg/Kg), aumentou, de forma diigativa, os niveis de bilirrubina no
tecido gastrico, quando comparado com o grupo IND&bela 11). Por outro lado, o
DMDC, na dose de 12,5 pumol/Kg, ndo foi capaz deeautan os niveis de bilirrubina na

mucosa gastrica, quando comparado com o grupo INR&ela 11).
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FIGURA 14 — Fotomicrografias da mucosa gastrica deamundongos tratados com
INDO. Painel A: Fotomicrografias da mucosa gastrica (Nfagicdo, x100)
demonstrando auséncia de imunoreatividade parazananHO-1 em camundongos
normais, tratados somente com salina, por via(peahel A). No painel B foi demonstrado
imunoreatividade para a enzima HO-1 no endotélgzwiar, epitélio e células musculares
lisas no tecido gastrico 1 hora apds a administrguér via oral, de indometacina, na dose
de 30 mg/Kg.
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Tabela 10 — Determinacdo dos niveis de mieloperoxise (MPO), malondialdeido

(MDA) e glutationa (GSH) no tecido gastrico de canmdongos pré-tratados com

hemina (3,0 mg/kg), biliverdina (3,0 mg/kg) ou dexarbonil dimanganés (DMDC)

(12,5 nmol/kg) no curso da contra lesbes gastricas induad por indometacina

(INDO) (30 mg/Kg).

INDOMETACINA

Controle Salina Hemina Biliverdina DMDC
MPO (U de MPO/mg 3,9+0.4 24 943 3* 8,2+1 2** 16,4+4,0** 8,2+0,9**
de tecido)
MDA (nmol/g de 79.4 £ 0.6 128,9 + 72.1 +2.7*% 58,8 + 4,3** 88,1+11,9**
tecido) 6,2*
GSH (ug/g de tecido) 243.4 + 58,7 + 4,7* 1122 + 275,5 + 186,7+32,2*
13.2 11,07** 47 5** *

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle.

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo indometa¢ salina.
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Tabela 11 — Determinacdo dos niveis de bilirrubinana mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com hemina (3,0 mg/Kg),illverdina (3,0 mg/kg) ou
decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,5umol/Kg) no curso das lesbes gastricas

induzidas por indometacina (INDO) (30 mg/Kg).

INDOMETACINA

Controle Salina Hemina Biliverdina DMDC

Bilirrubina (mg/dL) 0,2+0,03 | 0,7 +0,09% 1,0 +0,15** 1,5+0,3** 3,8,06

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle.

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo indomata¢ salina.
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5.2.6 - DOSAGEM DE TNF- a, IL-1p E IL-10 NO TECIDO GASTRICO DE
CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM HEMINA, BILIVERDINA OU
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA POR

INDOMETACINA (INDO):

Na tabela 12, observamos que os animais tratadwos IB®O, na dose de 30
mg/Kg, apresentaram um aumento na concentracélo-tg é TNFa, na mucosa gastrica
dos animais, quando comparado com o grupo confaslienais tratados somente com
salina). Por outro lado, a concentracdo de IL-18p e mostrou alterada, quando
comparada com o grupo controle (Tabela 12). Ortratdo com hemina, Biliverdina ou
DMDC diminuiu, de forma significativa, a concentiaclL-13 e TNFe e aumentaram
(p<0,05) os niveis de IL-10 na mucosa gastricardeas submetidos a gastropatia por

INDO (Tabela 12).
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Tabela 12 - Determinagdo da concentracdo das citoas IL-1f, TNF-a e IL-10 no
tecido gastrico de animais tratados com salina (ctmole), hemina (3,0 mg/kg),
biliverdina (3,0 mg/Kg) ou decacarbonil dimanganés(DMDC) (12,5 pmol/Kg)

durante lesao gastrica induzida por indometacina 3 mg/Kg) em camundongo.

INDOMETACINA
Controle Salina Hemina Biliverdina DMDC
IL-1B (pg/ml) 1840+213 4007275 * 2675179 ** 2456,4+12471  304@B4**
TNF-a (pg/ml) 986,8+74,5 1527+159* 1099+121** 979,9+114*t 103537
IL-10 (pg/ml) 897,3+45,1 970,7+£32,6 1482+200** 1558,8+144f* 14904**

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle.

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo indonmiata¢ veiculo.
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5.2.7 - EFEITO DO ZINCO PROTOPORFIRIM IX (ZnPP IX) NA LESAO

GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO):

Na Figura 15, observar-SE que a administracao,gpeagem, Indometacina, na
dose de 10 mg/Kg resultou em lesdes na mucosacgagix0,05), quando comparado
com o grupo tratado com salina (grupo controle)niBicdo da enzima HO-1 pelo ZnPP

IX amplificou de maneira significativa as lesdestgéas induzida pela INDO

5.2.8 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRIC A DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM ZINCO PROTOPORFIRIM IX (Zn PP IX)
NO MODELO DE LESAO GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACI NA

(INDO):

INDO, na dose de 10 mg/Kg,, provocou hemorragianed infiltracdo de células
inflamatérias e perda de células epiteliais (Figl6a painel B e Tabela 13), quando
comparado com o grupo controle tratado somentesabima (Figura 16, painel A e Tabela
5). ZnPP IX, potencializou o efeito lesivo da INCplificando a lesdo microscopica
provocada pela INDO (Figura 16, painel B e Tab&p fluando comparado com o grupo

controle tratado com INDO (Figura 16, painel B &dla 13).
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FIGURA 15 — Zinco protoporfirin IX (ZnPP 1X) aument ou significativamente a lesao
induzida por indometacina ma mucosa gastrica de cammdongos.O pré-tratamento dos
animais com ZnPP [X, um inibidor da enzima HO-1hdra antes da administragcdo da
indometacina (INDO), na dose de 3,0 mg/Kg (via iqumentou, de forma significativa, a
lesdo gastrica induzida indometacina (10 mg/Kg,or@). O grupo controle (Cont) foi
tratado somente com salina. A area total de legdstsicas macroscoépicas foi determinada
3 hora ap0s a administracdo de indometacina na des&0 mg/Kg. O resultado foi
expresso como médiaS.E.M. para grupo de seis animais por gruppp€0,05, quando
comparado com o grupo controfé ) p<0.05, quando comparado com o grupo INDO. A
analise estatistica foi realizada utilizando ANO\sAguido do teste de Newman-keuls.
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FIGURA 16 — Efeito microscépico da administracdo dozinco protoporfirim IX
(ZnPP 1X) na gastropatia induzida por indometacina(INDO). ZnPP IX, um inibidor da
enzima hemeoxigenase 1( HO-1), amplificou o eflgsivo da indometacina (10 mg/Kg,
via oral) aumentando, de forma significativa, adtegastrica induzida pela INDO na
mucosa gastrica de camundongos. Fotomicrografiasutasa géstrica de camundongos
tratados com: Painel A: INDO (10 mg/Kg) via orahiiel B: grupo tratado com ZnPP IX
(3 mg/Kg, via i.p.) + INDO (10 mg/Kg, via oral).
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Tabela 13 - Avaliacdo microscoépica pelos escores Haine et al., (1988) da mucosa

gastrica de camundongos pré-tratados zinco protopdirin 1X (ZnPP 1X) (3 mg/Kg)

nas lesdes induzidas por indometacina (INDO) (10 Q).

Grupo Experimental Lesao Edema Perda de Células Total
hemorragica | (escore 0 - 4) células Inflamatérias | (escores 14)
(N=6) (escore 0 - 4) epiteliais (escore 0 - 3)

(escore 0 - 3)

Controle (Salina)

0

INDO

3(2-3)*

2(2 — 3)*

2(2 — 3)*

2(1 - 3)*

9(7 — 12)*

ZnPP IX + INDO

4(3 - 4

43 - 4

3(2 — 3)**

3(2 — 3)**

14(10 — 14)**

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

Wallis.

(*) p<0,05, guando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo INDO icuto.
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5.2.9 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO),
MALONDIALDEIDO (MDA) E DOS GRUPOS SUFIDRILICOS NAO
PROTEICOS (GLUTATIONA - GSH) NA MUCOSA GASTRICA DE
CAMUNDONGOS PREVIAMENTE TRATADOS COM ZINCO
PROTOPORFIRIN IX (ZnPP 1X) NA GASTROPATIA INDUZIDA  PELA

INDOMETACINA (INDO):

Na tabela 14, INDO, na dose de 10 mg/Kg, por vil, @rovocou um aumento
significativo da atividade de MPO e de MDA (p<0,@)ima diminuicdo da concentracéo
de GSH , quando comparado com o grupo controleef@abt). O tratamento com ZnPP
IX potencializou o efeito da INDO, aumentando acaracdo de MPO e MDA (p<0,05)
e diminuindo, ainda mais, os niveis de GSH na naugastrica, quando comparado com o

grupo INDO (Tabela 14).

5.2.10 - AVALIACAO DOS NIVEIS DE BILIRRUBINA NO TEC IDO GASTRICO
DE CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM ZINCO PROTOPORFIRIM X

(ZnPP 1X) NO MODELO DE GASTROPATIA POR INDOMETACINA (INDO):

Na tabela 15, podemos observar que o aumento do é&esivo da INDO apds
administracdo de ZnPP IX ndo alterou a concerdragabilirrubina no tecido gastrico,

quando comparado com o grupo INDO.
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Tabela 14 — Determinacdo dos niveis de Mieloperoxde (MPO), Malondialdeido
(MDA) e Glutationa Reduzida (GSH) no tecido gastrio de camundongos pré-
tratados com zinco protoporfirin IX (ZnPP IX) (3 mg/Kg) nas lesBes gastricas

induzidas por indometacina (INDO) (10 mg/kg).

INDOMETACINA
Controle Veiculo ZnPP IX
MPO (U de MPO/mg de tecido) 3.9+0,4 7,7+0,5* 12,7+2,1**
MDA (nmol/g de tecido) 74,9+6,9 121,2+3,6* 172,0+7,5**
GSH (ug/g de tecido) 182.1+33 129,0+11,6 * 79,7+5,2%

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

(*) p<0,05, guando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo indoniata¢ veiculo.
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Tabela 15 — Determinacdo dos niveis de bilirrubinana mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com Zinco protoporfirim IX (ZnPP 1X), na dose de 3

mg/Kg na gastropatia induzidas por indometacina (1@0ng/Kg).

INDOMETACINA

Controle Veiculo ZnPP IX

Bilirrubina (mg/dL) 0,31+0,06 | 0,42+0,03 0,44+0,07

(*) p<0,05, quando comparado com 0 grupo contreadir(a).
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5.2.11 - PAPEL DA GUANILATO CICLASE SOLUVEL (GCs) NO EFEITO
PROTETOR DA HEMINA, BILIVERDINA OU DECACARBONIL DIM  ANGANES
(DMDC) NA LESAO GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO) EM

CAMUNDONGOS:

A fim de determinar o envolvimento da guanilatolase na gastroprotecéo
induzida pela hemina, biliverdina ou DMDC, os arngrfaram pré-tratados com ODQ, um
inibidor seletivo da guanilato ciclase soltuvel (cBMNa figura 17, verifica-se que o0 ODQ
aboliu completamente o efeito gastroprotetor do Miba lesdo gastrica induzida por
INDO, na dose de 30 mg/kg. Por outro lado, esstoeféo foi observado nos animais pré-

tratados com hemina ou biliverdina (Figura 17).

5.2.12 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO),
MALONDIALDEIDO (MDA) E DOS GRUPOS SUFIDRILICOS NAO
PROTEICOS (GLUTATIONA - GSH) NA MUCOSA GASTRICA DE
CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM ODQ ASSOCIADO A
DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA GASTROPATIA INDUZ IDA POR

INDOMETACINA (INDO):

A reversao do efeito gastroprotetor do DMDC peld@ foi acompanhado do
aumento dos niveis de MPO e MDA e por uma dimirigdportante da concentracdo de
GSH na mucosa gastrica, retornando a niveis semetaos doa animais tratados

somente com INDO (30 mg/Kg, por via oral) (Tabed. 1
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FIGURA 17 - Papel da guanilato ciclase soluvel ndadto gastroprotetor da via HO-
1/biliverdina/CO contra lesdes induzidas por indomicina (INDO) em camundongos.
ODQ, um inibidor da guanilato ciclase soluvel (GMFoi capaz de reverter a
gastroprotecdo induzida por DMDC, mas nao revedeprotecdo da hemina e da
biliverdina. ODQ (12,5 pmolg/Kg, i.p.) foi adminiatio trinta minutos antes do tratamento
com hemina (3,0 mg/Kg, i.p.), biliverdina (3,0 mg/Ki.p.), DMDC (12,5 pumol/Kg) ou
seus respectivos veiculos. Depois de 30 minutaspmetacina foi administrada por
gavagem. O grupo controle foi tratado somente c@inas via oral. A area total de lesdes
gastricas macroscopicas foi determinada 3 horas apdministracdo de indometacina (30
mg/Kg). Os resultados foram expressos como médaE.M. para grupo de seis animais
por grupo. t*) p<0,05, quando comparado com o grupo IND® ) p<0.05, quando
comparado com o grupo DMDC + INDO. A andlise estiati foi realizada utilizando
ANOVA seguido do teste de Newman-keuls.
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Tabela 16 — Determinacdo dos niveis de Mieloperoxde (MPO), Malondialdeido

(MDA) e Glutationa Reduzida (GSH) no tecido gastrio de camundongos pré-

tratados com ODQ (12,5 mg/kg), 30 minutos antes dadministracdo de decacarbonil

dimanganés (DMDC) (12,5umol/kg) na gastropatia induzida por indometacina

(INDO) (30 mg/Kg).

INDOMETACINA

Controle Veiculo DMDC DMDC + ODQ
MPO ( U/mg de tecido) 4,2+0.2 32,4+0,9* 8,2+0,9** 29,7+1,8***
MDA (nmol/g de tecido) 56.7 + 0.7 134,1 + 5,91 88,1+11,9* 128,9+9,4***
GSH (ug/g de tecido) 211,9+ 11,5 42,7 +2,74 186,7+32,2%  64,6+19,2%**

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo INDO icuéo.

(***) p<0,05, quando comparado com o grupo DMDCNDIO.
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5.2.13 - PAPEL DA NO SINTASE NO EFEITO PROTETOR DA HEMINA,
BILIVERDINA OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA LE SAO

GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO) EM CAMUND ONGOS

L-NAME, um inibidor ndo seletivo da enzima Ooxidotrico sintase (NOS)
induzida, foi utilizado para verificar a particigac do Oxido nitrico (NO) no efeito
gastroprotetor da hemina, biliverdina ou DMDC. wais pré-tratados com L-NAME, na
dose de 3,0 mg/Kg, reverteu completamente o efedtetor da hemina e do DMDC no
modelo de gastropatia induzida por INDO. L-NAME maveu um aumento significativo
das lesGes na mucosa gastrica de animais tratamtoshemina ou DMDC quando
comparado com os grupos hemina mais INDO ou DMDG iiNDO, respectivamente
(Figura 18). Avaliando o efeito da administracaobdeverdina, o L-NAME, na mesma
dose testada, nao foi capaz de reverter o efettetor da biliverdina na gastropatia

induzida por INDO (Figura 18).

5.2.14 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO),
MALONDIALDEIDO (MDA) E DOS GRUPOS SUFIDRILICOS NAO
PROTEICOS (GLUTATIONA - GSH) NA MUCOSA GASTRICA DE
CAMUNDONGOS PRE-TRATADOS COM L-NAME ASSOCIADO A HEM INA,
BILIVERDINA (BLV) OU DECACARBONIL DIMANGANES (DMDC) NA

GASTROPATIA INDUZIDA POR INDOMETACINA (INDO)

No curso da gastropatia induzida por INDO 30 mgiKgo-tratamento com L-
NAME + hemina ou L-NAME + DMDC foi acompanhado pedomento significativo

(p<0,05) da atividade de MPO e dos niveis de MDgsoaiada por uma diminuicdo
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significativa da concentracdo de GSH no tecidorgéstuando comparado com o grupo

tratado somente com hemina ou DMDC (Tabela 17).
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*kk

Cont - - L-NAME - L-NAME - L-NAME
Hemina (3,0 mg/Kg) Biliverdina (3,0 mg/Kg) DMDC (12,5 pmol/Kg)

Indometacina (30 mg/Kg)

FIGURA 18 - Papel da NO sintase no efeito protetoda via HO-1/biliverdina/CO
contra lesbes induzidas por indometacina (INDO) emmamundongos. Administragcéo de
L-NAME, um inibidor da NO sintase, foi capaz deeder a gastroprotecédo induzida por
hemina ou DMDC. Por outro lado, ndo reverteu o bppeetor da biliverdina. L-NAME
(3,0 mg/Kg, i.p.) foi administrado trinta minutostes do tratamento com hemina (3,0
mg/Kg, i.p.), biliverdina (3,0 mg/Kg, i.p.), DMDCL2,5 pmol/Kg) ou seus respectivos
veiculos. Depois de 60 minutos, INDO (30 mg/Kg)ddministrado por gavagem. O grupo
controle foi tratado somente com salina, via oral.drea total de lesGes gastricas
macroscopicas foi determinada 3 horas apés a astmaiciio de INDO. Os resultados
foram expressos como médiaS.E.M. para grupo de seis animais por gruppp€0,05,
quando comparado com o grupo contrdte) (p<0.05, quando comparado com 0 grupo
indometacina.** ) p<0.05, quando comparado com o grupo hemina +0NID DMDC

+ INDO. A analise estatistica foi realizada utiida ANOVA seguido do teste de
Newman-keuls.
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Tabela 17 — Determinacdo dos niveis de mieloperoxise (MPO), malondialdeido

(MDA) e glutationa (GSH) no tecido gastrico de camudongos pré-tratados com L-

NAME (3,0 mg/kg), 30 minutos antes da administragéi de hemina (3,0 mg/Kg) ou

decacarbonil dimanganés (DMDC) (12,5umol/kg) na gastropatia induzida por

indometacina (30 mg/Kg).

INDOMETACINA

Controle Veiculo Hemina Hemina + L- DMDC DMDC + L-
NAME NAME

MPO (U/mg

_ 42+0,2 34,1+ 0,9* 8,2 + 1,2% 11,3+0,9%** 8,240* 27,242 4¥x*
de tecido)
MDA (nmol/g

; 56.7 0.7 142,1+7,2* 72,1+ 2.7% 126,5 + 6,51  88,1+11,9** 133.58,4%**
de tecido)
GSH /g de
tec'do()ug 9 211,9+11,5| 42,7+2,7%| 1122 +11,07* 71,7 £'94 186,7+32,2** 78,345,2%%*

i

(*) p<0,05, quando comparado com o grupo controle

(**) p<0,05, quando comparado com o grupo INDO icuto.

(***) p<0,05, quando comparado com o grupo hemid&alBO ou DMDC + INDO.
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6. DISCUSSAO

As doencas do trato gastrintestinal relacionadasoasumo excessivo de etanol e
AINEs, possuem um importante papel na gastroewtgieiclinica. Pacientes que fazem
consumo abusivo de antiinflamatérios ndo estersi@INES) ou etanol possuem uma
maior predisposi¢cao de vir a ter gastrite hemocgagguda. O foco da farmacoterapia atual
tem sido reduzir a secrecdo gastrica acida (CHAMBER, 1993). Devido a um
crescente aumento no consumo de etanol e de AINE®d@as as classes sociais, temos
gue reconhecer que ha uma necessidade enorme glgspssque visem a compreensao
das doencas ligadas ao uso exagerado dessas siassttentar desenvolver estratégias

efetivas para prevenir e tratar os diferentes tifgodoencas do estémago.

A reconstituicdo epitelial é extremamente impodam manutencdo da estrutura e
funcionamento da barreira mucosa. A formacdo doécaes livres e a liberacdo de
mediadores inflamatorias reduzem a taxa de pratifey celular dificultando o processo de
reconstituicdo das células gastricas. Por outro, lacepitélio gastrico € recoberto por um
espesso muco que impede a retrodifusdo dos ionsOHrampimento da barreira da
mucosa pelo refluxo de bile, uremia, etanol ou petm de antiinflamatorios nao
esteroidais (AINES) aumentam a permeabilidade deosaie permitem a retrodifusdo do
ion H+, aumentando a acidose tecidual (BEEJAY & W8].2000). A alteracao no fluxo
sangiineo da mucosa é um outro fator de granderiamoia na génese das injurias
gastricas. O fluxo sangiineo pode ser profundanadtgeado por acdo de drogas/toxinas,
como o acido acetil salicilico, etanol e pela aetdrae agentes luminais, como acido e
pepsina (ROBBINS, 1998). A cicatrizacdo das lesi@ascomprometida devido a reducao
do fluxo sangiiineo na mucosa causada por esteteagd®OOTHE, 1999). Outro fator

envolvido na lesdo gastrica € o refluxo do conteddodenal que ocorre levando a
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exposicdo da mucosa a pepsina e aos acidos hilamsaovendo assim, a formacdo dos
radicais livres, lesdo oxidativa da mucosa e rorepim vascular pela ativacdo de
mediadores inflamatérios como: Fator de necrosetaim (TNF-o) ou das interleucinas

pro-inflamatorias (BEEJAY &WOLFE, 2000).

Embora existam muitos produtos disponiveis no ntergaara o tratamento das
patologias gastricas como: antiacidos, inibidoredomba de prétons e bloqueadores H2,
algumas dessas drogas apresenta reacOes adveosas, ginecosmatia, alteracoes
hematopoiéticas, nefrite intestinal aguda (RA & TEDR004), trombocitopenia (ZLABEK
& ANDERSON, 2002), reacdes anafilaticas, nefrotaxiel e hepatotoxidade (FISHER &
LE COUTEUR, 2001) e todas necessitam de um perdeddé semanas para concretizar a
cicatrizacdo das lesbes. Dessa forma, um tratanediciz contra a gastropatia por etanol
ou de AINES poderia ser encontrado investigandomeganismos pelo quais esses
compostos promovem lesdo na mucosa ou a corregéfaltias induzidas por elas, assim

possibilitando uma maior rapidez para a cicatriaat@mucosa.

Os modelos animais desempenham um papel impomarieisca de novas drogas
com acao gastroprotetoras. Considerando que agtotlas Ulceras € multifatorial, as
lesbes na mucosa gastrica podem ser induzidaszantlbb diversos mecanismos
(SAMONINA et al., 2004). Alguns dos modelos aguduas utilizados para avaliacao de
substancias antiulcerogénicas em animais sdo @sslegstricas induzidas por etanol ou
por INDO, pois sdo capazes de reproduzir as prmigaracteristicas fisiopatolégicas da
gastrite em humanos (BODE & BODE, 2001; MACMATH T1990; SANTOS & RAO,

2001).

No trato gastrintestinal, as complicacdes mais egaassociadas a utilizacdo de

etanol sdo: gastrites, Ulcera gastrica, refluxotrgasofagico, diarréia e pancreatite
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cronica. As lesdes gastricas provocadas pelo etamootem por uma reducdo da secrecao
de bicarbonato e muco protetor, ficando a mucopasta a acao hidrolitica e proteolitica
do acido cloridrico e da pepsina, respectivaméhtetanol também promove o aumento da
secrecdo acida e alteracdo da vascularizacdo nasmudo estdmago, devido ao
rompimento da vascularizacdo local com diminuic@o fldxo sanguineo (OATES &
HAKKINEN, 1988). No estdbmago propriamente dito emicamos a gastrite e Ulceras
gastricas, caracterizadas pela presenca de edesmagriagia, infiltrado de células
inflamatdrias e aumento da permeabilidade celB&TE & BODE, 2001; MACMATH

TL, 1990; SANTOS & RAO, 2001).

No modelo de lesé@o gastrica induzida por AINEs, @@INDO observamos um
aumento da inflamacao principalmente na mucosaicgsA INDO inibe a biossintese de
prostaglandinas do estdbmago, especificamente @ BEAPGE, diminuindo assim os
mecanismos de defesa do estdmago, tornando esie éngis vulneravel a lesdo. O
conhecimento da fisiopatologia da lesdao gastricaApNESs, bem como dos mecanismos
envolvidos na defesa da mucosa gastrica a agressdesna, contribui para o

desenvolvimento de novas estratégias para o tratareeprofilaxia desta complicagéo.

No presente trabalho, nés demonstramos que a adragéo de etanol resultou em
lesbes hemorragicas no tecido gastrico de camuwodorey através das analises
histopatolégicas, nds observamos que a lesdo fompa&nhada por uma intensa
hemorragia, edema e desarranjo nas glandulasagéstom perdas das células epiteliais.
De acordo com a literatura, a lesdo gastrica imdugor etanol ocorre predominantemente
na porcéo glandular do estbmago e devido a suarsgiotizante promove a formacao de
graves lesbes, acompanhadas de hemorragias, prolgrezara destruicdo total do tecido

(LACY, 1988), sendo as lesdes histopatoldgicas maidenciadas as congestdes, edema,
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hemorragia, erosao e necrose (AL-SHABANAH et 800@ LA CASA et al., 2000). Na
les@o gastrica por etanol, outros autores mostrarprasenca de hemorragias subepiteliais
focais na mucosa devido a acdo direta dos efetwgds do etanol e indireta dos
mediadores como cicloxigenase, citocinas, radidaises e outras moléculas de
sinalizacdo, provocando inflamacao ou apoptosesducgéo do fluxo sanguineo no tecido
gastrico (LEE et al., 2005; SZABO et al., 1985). Bnsso modelo de lesdo por etanol, ndo
observamos a presenca de infiltrado de célulaanatorias na mucosa gastrica. Isso pode
ser explicado pelo fato da lesdo ser avaliada A lapos a administracdo do etanol.
Entretanto, alguns trabalhos publicados relatam lggées avaliadas 3 horas apés a
administracdo do etanol podem ser acompanhada porda migracdo de células
inflamatdrias para a mucosa gastrica (LIEBER, 19%E et al., 2005). Em relacdo a
gastropatia por INDO ja se conhece a capacidad@lidiss em reduzir o fluxo sangiineo
na mucosa gastrica e aumentar a adesao de lewc@dt@ndotélio, sendo assim um
modelo onde ocorre uma nitida participacdo dosréios (KITAHORA et al., 1987;
GANA et al.,, 1986; WALLACE, 1997). Nossos resultadalemonstraram que a
administracdo de INDO resultou no aparecimento ed®ds gdastricas importantes no
estdbmago nos camundongos. Apés uma avaliacdodygata] ndés observamos a presenca
de perdas das células epiteliais, edema, hemormgiatensa infiltracdo de células
inflamato6rias. Seguindo com o propdsito de confirnga participacdo das células
inflamatdérias no curso da lesédo induzida por INDflizamos a dosagem de MPO e
verificamos um aumento significativo dos niveisMi2O no tecido gastrico. Dessa forma
podemos inferir que os modelos de lesdo gastrigdeague estamos utilizando em nossos
experimentos cursam por vias diferentes, no quabservou a presenca de um infiltrado
neutrofilico na gastropatia por INDO, dado este odgervado na lesdo géstrica induzida

por etanol.
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O papel dos radicais livres derivados do oxigéR®$) no desenvolvimento da
lesdo gastrica induzida por agentes quimicos é dmumentada e envolve um aumento
do estresse oxidativo, com geracéo de espéciggazdb oxigénio, e uma diminuicdo do
mecanismo de defesa antioxidante (JONSSON et @07)2 Os ROS sao lesivos por
apresentar uma variedade de mecanismos, dentreaefeyoxidacdo de lipideos nas
membranas celulares, promovendo alteracdo na peilidade e fluidez da membrana,
prejudicando as funcdes dos receptores, canaiso®m outras proteinas que fazem parte
das membranas (FREEMAN & CRAPO, 1982). No mecanisimgrotecdo conhecido
como defesa antioxidante € possivel encontrar cstopajuimicos como, por exemplo,
vitamina E,B-caroteno, selénio, acido ascorbico (vitamina @tagiona reduzida (GSH)
que diminuem a acdo toxica das ROS e proteinagn{agg antioxidantes como as
superoxido dismutases, catalase e glutationa pmEsei (YU, 1994). Baseado nos
resultados obtidos em nossos experimentos, nos régramos que a administracdo de
etanol ou INDO causou um aumento importante daxmaao lipidica, determinada
através do aumento da concentracdo de MDA e dedimmiauicdo dos niveis glutationa
(GSH) no tecido gastrico. Corroborando com nosssgltados, estudos experimentais tém
demonstrado que a geracdo de radicais livres aslssca patogénese de lesbes géstricas
induzidas por etanol ou INDO medeia a injuria ntde estimulando a peroxidacdo dos
lipidios, provocando danos na membrana celularvédrala coagulacdo de proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos . Ademais, compostdsidsilicos, como a glutationa, sao
importantes no reparo de danos celulares quandutesyexidantes estdo envolvidos no
processo de injaria (JONSSON et al., 2007). Reptttd. demonstraram que etanol induz
0 estresse oxidativo, com conseqiiente aumento rdxigacao lipidica, aumentando os
niveis de MDA e deplecdo dos niveis de GSH (REPEET@I., 2002). Outro ponto

importante como consequéncia da peroxidacéo lipielia ativacdo de NF-kB nas células
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musculares lisas e endoteliais € a presenca déentemsa hemorragia e edema, parametros
caracteristicos da lesé@o gastrica induzida poroe@nNDO, respectivamente (ALTURA

& GEBREWOLD, 2002; JOSSON & PALMBLAD, 2001).

Além de verificar a participacdo dos neutréfilos curso da lesdo por INDO,
verificamos, também, a participacdo das citocinesirnflamatorias. Acredita-se que
citocinas pré-inflamatérias como, TNé&-e IL-18, sejam mediadores importantes na
gastropatia induzida por AINEs (SANTUCCI et al., 959 Nossos resultados estao,
novamente, de acordo com a literatura, na qualreds®s que 0s animais tratados com
INDO, apresentaram um aumento na concentracdo-df & TNFe no tecido géstrico.
Por outro lado, a concentracdo de IL-10, ndo setrmoslterada nesse modelo de

gastropatia.

A heme oxigenase do tipo 1 (HO-1) € uma enzimaasgomal que cataliza a
degradacédo do heme em mondxido de carbono (C@)rdiina (BVD) e ferro (Abraham
NG et al,1988). Alguns trabalhos tém demonstrade guinducdo da enzima HO-1
promove uma protecédo celular contra injuria oxigagnvolvendo diferentes mecanismos,
como o controle dos niveis intracelulares de heawe (acdo anti-oxidante), producao de
biliverdina (acdo anti-oxidante), melhor perfusadritiva via liberacdo de CO e induz a
sintese de ferritina (BAUER & BAUER, 2002) atrawvgsliberacdo de ferro livre (RYTER
& TYRRELL, 2000). Foi demonstrado que o heme é zaga estimular a producéo de
radicais livres, a expressao de moléculas de adgeaanfiltracdo de neutrofilos para o sitio
lesado (SHONO T et al, 1996). Por outro lado, pegseconcentracées do heme podem
possuir efeitos antiinflamatérios e citoprotetoiggortantes, através do aumento da
expressdo da HO-1 e estimulacdo da formacdo de EHQdus produtos, como o CO e

biliverdina (BELCHER et al, 2006). Wang et al. detnou que a administracdo de um
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indutor da via HO-1 (SnMP) foi capaz de protegenwcosa colbnica de lesdes induzidas
por TNBS, por um mecanismo dependente do aumengxgl@ssdo de HO-1 (WANG et
al., 2001). Administracdo intracolénica de 5-ASAmmmtou a expressdo da HO-1 e
promoveu uma protecdo contra lesées coldnicas icasipor TNBS (HORVATH et al.,
2008). Erbil et al. sugeriu que a protecdo induzida octreotide no modelo de colite
induzido por TNBS em ratos € dependente da ac@&mzima HO-1 (ERBIL et al., 2007).
N&o s6 em modelos experimentais animais, mas tanplaémnentes com colite ulcerativa
foram observados um aumento da expressédo da HOnlicasa colonica (TAKAGI et al.,
2008). As razdes acima citadas justificam a nédads de um estudo mais detalhado da

via da via HO-1/biliverdina/CO em modelos de lesf@stricas experimentais.

Em nossos modelos experimentais de lesdes gastagaslas, utilizando
imunomarcadores especificos, nos observamos umnaoima expressao da enzima HO-1
na mucosa gastrica de animais tratados tanto canolebu INDO, principalmente no
endotélio vascular, células epiteliais e célulasculares lisas. Corroborando com esse
resultado, nds observamos, por PCR, um aument@nscticio do mRNA para HO-1 na
mucosa géastrica apds a administracdo do etanolxpkegsdo do gene da HO-1 é
fortemente induzida por agentes ou condicbes queemiam o estresse oxidativo
incluindo LPS, metais pesados, hipdxia, choqueitérnisquemia, radiacdo, oxido nitrico,
citocinas, inflamagéo e o proprio substrato, heMAINES et al., 1997). A presenca da
hemoglobina decorrente da hemorragia presente sasaunduzida por etanol ou INDO,
pode atuar como uma molécula pré-inflamatéria, aamelo a atividade da HO-1 no
tecido géastrico (OU HS et al., 1999). Estes dadt&oecoerentes com 0s nossos resultados,

0S quais mostram um aumento da imunomarcacao dmaiiO-1 nos dois modelos de

gastropatia estudados. O heme é importante nooterta expresséo de varias proteinas,
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como globinas, enzimas envolvidas na sintese dopriproheme, citocromos,
mieloperoxidase, hemeoxigenase-le receptores defdrena. Além disso, o heme e
indispensavel em outros sistemas enzimaticos, aohaxigenase e 0xido nitrico sintase
(NOS) (WAGENER et al., 2003). Em 2008, Ueda etdaimonstrou que a administracéo
de acido cloridrico (HCI) causou um aumento na esgao de mRNA para HO-1 na
mucosa gastrica (UEDA et al., 2008). Alguns trabslipublicados demonstraram um
aumento substancial da expressédo de HO-1 e dastaspfiamatoria em modelo de colite
induzido por TNBS (VARGAS et al., 2007; ERBIL et.,aR007). Administracao
intracolonica de 5-ASA aumentou tanto a expressadl@-1 como também a atividade
enzimatica de HO-1 (HORVATH et al., 2008). Em madeée leséo hepatica, também foi
observado o aumento da expressdo de HO-1 (FAROMEURH, 2006). Ndo s6 em
modelos experimentais animais, mas também pacierdes colite ulcerativa foram
observados um aumento da expressdo da HO-1 na angotdnica (TAKAGI et al.,

2008).

A bilirrubina € um dos principais componentes defeshs antioxidantes e varios
estudos vém demonstrando relagdo inversa entreisnile bilirrubina e doencas
relacionadas com estresse oxidativo. A administrad@ etanol ou INDO causou um
aumento de lesdes na mucosa gastrica acompanh@adas mumento da concentracdo do
pigmento da bile, determinado através da dosagebilidabina no tecido gastrico. Diante
disso, podemos sugerir que o aumento da conceatrdgabilirrubina encontrada na
mucosa gastrica dos camundongos tratados com etandlDO € devido ao aumento da
expressdo da enzima HO-1, pois bilirrubina é undyiw do catabolismo enzimético da
biliverdina (produto da HO-1) que sobre acao da dgéverdina redutase é convertida em

bilirrubina.



137

No modelo de lesdo gastrica induzida por etanolNiDO, hemina (uma droga
indutora da enzima HO-1), biliverdina (um produto\da HO-1) ou DMDC (uma droga
doadora de CO) reduziram significativamente a |legétecido gastrico dos animais. Dessa
forma podemos inferir que a via HO-1/biliverdina/@Presentam um importante papel
gastroprotetor. Dados publicados na literatura destnaram que em modelos de colite, a
inducdo da enzima HO-1 por cobalto protoporfirinfeme reduziu significativamente a
leséo colbnica, bem como, o processo inflamat@soe@ado a esta lesdo (HEGAZI et al.,
2005; VARGA et al., (2007). Yao et al. observarane @ tratamento com quercitina
protegeu os hepatoécitos do estresse oxidativo iddyzor etanol (YAO P et al., 2007).
Recentemente, foi demonstrado ainda que a Ketadimauiu a susceptibilidade da
mucosa gastrica a lesfes induzidas por irritant@sinkis durante endotoxemia, por
promover um aumento da expressao da enzima HO-LNMHR et al., 2006). Entretanto,
esses trabalhos nédo definiram qual o substrato @« lestaria envolvido nestes efeitos

citoprotetores.

Diante da possibilidade da atividade antioxidaeteusn dos possiveis mecanismos
pelo qual a via da HO-1/biliverdina/CO promova umelhora da lesé&o gastrica induzida
por etanol ou INDO, nés avaliamos o efeito da hambiliverdina ou do DMDC na
peroxidacado lipidica (determinado através da dosage MDA) e na concentracdo de
glutationa (GSH) na mucosa gastrica apés admigé&trae etanol. No presente estudo, a
administragdo de hemina, biliverdina ou DMDC dinminude forma significativa, a
formag&o de MDA e o consumo de GSH associadosaa lgsr etanol ou INDO. Nossos
resultados sugeriram que a geracao de biliverdi@®e pelo aumento da expresséo da
enzima HO-1, apresentam propriedades antioxidantess modelos experimentais de

gastropatia por etanol ou indometacina.
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No modelo de gastropatia por INDO, neutréfilos aprdam uma acdo oxidante
com geracdo de ROS (YOSHIDA et al., 1995). Nossssltados demonstraram que no
modelo de gastropatia por INDO, hemina, biliverdtnr@a DMDC s&o capazes de proteger a
mucosa gastrica, diminuindo a infiltracdo de ndut® e a producéo de IL-1 e TNE-
Além disso, promovem a diminuicdo do estresse tiximaomo descrito anteriormente,
visto que diminui as concentracdes de MDA assocédaumentou dos niveis de GSH no
tecido gastrico de animais. Administracdo de henbilierdina ou DMDC no modelo de
gastropatia por INDO diminuiu infiltracdo de neftilas, determinado pela dosagem de
MPO, na mucosa gastrica. ROS gerados pelo metatmlido acido aracdénico,
macrofagos e neutrofilos, podem contribuir paraodanausados na mucosa gastrica
(RAMOS et al., 1995). Atualmente a acéo antioxidaid bilirrubina nos tecidos est4 bem
estabelecida, demonstrando-se que ela é capazuttalizar oxiradicais com velocidade
surpreendente. Isto ocorre porque a biliverdinsuftante da oxidacao da bilirrubina pelos
oxiradicais) € rapidamente reconvertida em bilimeb fechando o ciclo e
disponibilizando-a novamente para a acdo antioxédaflém da acdo antioxidante, é
atribuida a bilirrubina a capacidade de inibir aléoola de adesdo de célula vascular
(VCAM-1), inibindo a migracdo transendotelial deidécitos em modelos experimentais
de inflamacaqRIGATO et al., 2005). Em modelos de estresse tixinlaa administracao
de bilirrubina parece ser citoprotetora, devido sg@o antioxidante (TOMARO &
BATLLE, 2002; MANCUSO, 2004). De acordo com os msssdados, hemina e
biliverdina sdo capazes de proteger a mucosa ¢g@sioi modelo de gastropatia por etanol
ou INDO, aumentando significativamente a conceatrate bilirrubina no tecido gastrico.
Por outro lado, esse evento ndo foi observado nimsag tratados com DMDC, onde a
concentracdo de bilirrubina se apresentou iguabs ahimais controles. Logo, a acao

antioxidante da bilirrubina é um evento crucialgastroprotecéo induzida por hemina ou
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biliverdina, mas néo participa do processo de pémtelo DMDC no modelo de gastropatia
por etanol ou INDO. Em modelo de lesdo hepaticadieservado um aumento na
concentracdo de bilirrubina em resposta a infuggabRE5 em ratos (WANG et al., 2004).
Aléem disso, atenuam a ativacdo e a disfuncdo dadaséendoteliais vasculares
(KAWAMURA et al., 2005). Parece que em nossos muslele lesdo gastrica por etanol
ou indometacina, hemina e biliverdina apresentara ag@o antiinflamatoria importante,

via producéao de bilirrubina, uma substancia cono agdioxidante e citoprotetora.

Para confirmar a acédo antiinflamatoria da via HRiKérdina/CO, nossos dados
demonstraram que hemina, biliverdina e DMDC foraapazes de diminuir os niveis de
citocinas pro-inflamatorias como, TNF-e IL-13, e aumentar IL-10, uma citocina
antiinflamatéria no modelo de lesédo induzida pob@N Nossos dados estdo de acordo
com a literatura, onde Yamashita et al. demonstragae a biliverdina possui acao
antiinflamatéria através da inibicdo de fatoredrdascricdo, como NF-kB e fator nuclear
de células T ativadas (YAMASHITA et al., 2004). Emodelos de animais transplantados,
a administracdo de biliverdina diminuiu a infiltéacde neutréfilos e de citocinas pro-
inflamatorias, através da inibicdo de fatores dmdtricdo, como NF-kB e NFAT
(NAKAO et al., 2004).De acordo com a literatura, G®@de funcionar como um
modulador da resposta inflamatéria em pulméo asmaRacientes com bronquiectasia,
uma doenca pulmonar inflamatoria, apresentaram maiar quantidade de CO exalado,
guando comparado com o grupo controle, sugerindo @uCO pode atuar como um
marcador da resposta inflamatéria nesses paci@d@RVATH et al., 1998). Por outro
lado, em alguns modelos experimentais 0. CO inibéraascricdo de genes proé-
inflamatdrios, e aumenta as citocinas antiinflamasd (BELCHER et al, 2006). Foi
sugerido que CO exogeno diminuiu o infiltrado nefilico e a producdo de IL-5 em

modelo murino de asma (CHAPMAN et al., 2005). Coorando com 0s nossos dados,
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Otterbein et al. publicou que o CO foi capaz ddiina expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias TNFa, IL-1B e MIP (proteina inflamatdria de macrofag®)€ de aumentar
a citocina antiinflamatéria IL-10 em modelo de amiacdo induzida por LPS

(OTTERBEIN et al., 2000).

Com o objetivo de corroborar a participacao efetimeenzima HO-1, foi utilizado

ZnPP IX, um inibidor da HO-1, nos modelos de gasitia por doses sub-maximas de
etanol e INDO. A inibicdo da enzima HO-1 pelo ZnPP amplificou de maneira
significativa as lesfes gastricas induzida por sieaéh- maximas de etanol ou INDO.
Administracdo de etanol ou INDO provocou hemorragidema, e perda de células
epiteliais. Por outro lado, observamos a presemgaéulas inflamatérias apenas no
modelo de gastropatia por INDO, dado este confiompelo aumento da atividade de
MPO em fragmentos retirados da mucosa de anima@do com ZnPP IX associada a
INDO. ZnPP IX, ao inibir enzima HO-1, potencializouefeito lesivo, amplificando os
parametros observados na lesdo microscépica irapzdetanol ou INDO. O tratamento
com ZnPP IX potencializou ainda a acéo pré-oxidatae substancias estudadas, onde
podemos observar um aumento das concentracdes de ddBociada a diminuicdo de
GSH na gastropatia por etanol ou INDO. Administoace ZnPP IX nao alterou a
concentracdo de bilirrubina nos modelos de gadiespanduzidas por etanol ou INDO.
Alguns trabalhos tém demonstrado que a inibicaéi@al, com consequentemente falta
dos produtos derivados desta via enzimatica, aicgnifm o efeito lesivo e aumentaram
consideravelmente os eventos inflamatorios. Figdeiret al. mostraram que zinco
protoporfirina IX ou estanho protoporfirina IX fenacapazes de aumentar o recrutamento
de neutréfilos para a cavidade peritoneal de caongus (FIGUEIREDO et al., 2007).
Wang et al. mostrou que a reducao da atividadergiica da HO-1 pelo ZnPP IX induziu

a uma piora da inflamacéo no modelo de colite ittupor TNBS (WANG et al., 2001).
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Estudos recentes demonstraram que o 6xido nitN€) @ o mondxido carbono
(CO) possuem algumas propriedades fisioldgicas Ibames como, por exemplo, a
ativacdo da guanilato ciclase soluvel e elevac&mdeeis intracelulares de cGMP. Muitos
dos efeitos do CO dependem da ativacéo da guanidéase, que gera o 3', 5'-monofosfate
guanosinida ciclico (GMPc) e da modulacdo da MARHKe sdo moléculas sinalizadoras
importantes presente no processo inflamatério. f@ite do GMP ciclico mediados pelo
CO incluem a neurotransmissédo, a inibicdo da agéegplaquetaria e da proliferacdo
celular e acdes anti-apoptoética, antiinflamatoéria ceoprotetora (RYTER AND
OTTERBEIN, 2004). Utilizando abordagem farmacolégicmés demonstramos que a
inibicdo da guanilato ciclase soluvel (GMPc) peld@ reverteu o efeito protetor do
DMDC, um doador de CO, nos modelos de gastropatieefanol ou INDO. Entretanto,
ODQ né&o alterou o efeito gastroprotetor da heminabdiverdina nos modelos de
gastropatia estudados. A reversao do efeito gastaipr do DMDC pelo ODQ nos
modelos de gastropatia foi acompanhada do aumergontveis de MDA e por uma
diminuicdo importante da concentracdo de GSH naosaugastrica. E no modelo de
gastropatia por INDO, onde observamos a presengzld&as inflamatdrias, ocorreu um
aumento dos niveis de MPO, quando os animais fopaéitratados com ODQ,
demonstrando assim a participacdo dos neutrofdégsenevento. Nossos resultados estdo
de acordo com a literatura, no qual alguns tralsatém demonstrado que CO € capaz de
ativar a guanilato ciclase soltvel (RYTER & OTTERRE2004; MORITA et al., 1995),
e que esta ativacao pode contribuir para diminuigiprocessos inflamatoérios (FREITAS
et al.,, 2006). O CO reduz respostas inflamatorias diversos modelos de estresse

oxidativo (OTTERBEIN et al,. 2003).
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O o6xido nitrico é outro mediador gasoso relevaatpnevencao e reparo de injurias
no TGI, participando no controle da producdo de anecsecrecdo de bicarbonato, na
regulacdo do fluxo sanguineo capilar, atua comatageitoprotetor, antiinflamatoério e
como complemento aos efeitos protetores das ptastiigas no estomago (MUSCARA
& WALACE, 1999). Além de facilitar a cicatrizacao tkecido lesado, a inibicdo da sintese
da NO sintase (NOS) aumentou a susceptibilidadestiimago a injuria provocada por
AINEs e por agentes quimicos, como o etanol (KAWAR®@SUJI, 2000). L-NAME, um
inibidor ndo seletivo da enzima oOxido nitrico ss&gNOS), foi utilizado para verificar a
participacdo do oOxido nitrico (NO) no efeito gaptaietor da hemina, biliverdina ou
DMDC. L-NAME reverteu completamente o efeito gagtaitetor do da hemina e do
DMDC nos modelos de gastropatia induzida por etanolINDO, promovendo um
aumento significativo das lesdes na mucosa gastasanimais. Por outro lado, L-NAME
nao foi capaz de reverter o efeito protetor davditiina na gastropatia induzida por etanol
ou INDO. A reversao do efeito gastroprotetor da inenou DMDC pelo L-NAME
promoveu um aumento do estresse oxidativo, viseoagumentou a concentracdo de MDA
e diminuiu os niveis de GSH. Mas, de forma exchusiv aumento da concentracédo de
MPO s6 foi observado na mucosa de animais prédwataom INDO associado ao L-
NAME. Tanto a NOS como HO-1 séo presentes em psosefisiopatoldgicos e estudos
sugerem que HO-1 pode servir tanto para regulatpdambém, para dar continuidade aos
efeitos dos NO. As ac¢bes biologicas do NO sdo rdedi@m parte por acdo sobre uma
enzima chamada guanilato ciclase, ativando-a, eogrseqiéncia elevando a concentragéo
de seu produto, 0 GMP ciclico (GMPc). O GMPc é @pal mecanismo de transducéo de
sinal pelo qual o NO determina seus efeitos figjioids. Hoje sdo conhecidas e estudadas
diversas acgbes bioldgicas do NO, estando entreriasigais acfes a vasodilatacdo, a

inibicAo da agregacdo plaquetaria, a inibicdo dalifpracdo e migracdo de células
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musculares lisas dos vasos, a inibicdo da quimetde leucdcitos e o crescimento
endotelial. A enzima NO-1 poderia se ligar a enziNfaS causando sua inativacao.
Demonstrou-se que o CO é de fato capaz de sedig@S (CHRISTODOULIDES et al.,
1995), e que quando administrado exogenamente @ndisvidade da NOS. A inibicdo da
NOS pelos produtos da HO-1 poderia ser importaist® vjue NO é um radical livre, e
pode reagir de forma inespecifica com muitos coraptas celulares, causando os efeitos
patolégicos (VERMA et al., 1994). Por outro lado,egposicdo dos hepatdcitos ao
tratamento exogeno do CO resultou em uma inducpmaada expressdo dos iNOS
seguida por uma inducdo da expressdao HO-1 (ZUCKHERBR et al., 2006). No
contraste, em diversos modelos de transplantegpa@sigdo ao CO impede a rejeicéo e
injuria causada por isquemia/reperfusdo conjunténeom a inibicdo da expressédo dos
INOS (RYTER et al.,, 2004). Dessa forma, n0s sugssimque a geracdo de CO, via
ativacdo de HO-1 e NOS, é capaz de ativar a proaddegaGMPc e da enzima NOS
constitutiva, na qual induz um efeito protetor, yaeelmente por um aumento do fluxo
sanguineo e diminui¢do do estresse oxidativo endiigéio da infiltragdo de neutrdfilos, na
mucosa gastrica de animais submetidos a gastropatia etanol ou INDO,

respectivamente.

Com base nos dados obtidos, sugerimos o seguirttelmbipotético:
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T TNF-a EIL-18

INJURIA
GASTRICA

Tros

T CONSUMO DE GHS

T NEUTROFILOS

ETANOL/INDO

T PEROXIDACAO
LIPIDICA (MDA)
AUMENTO DA EXPRESSAO DA
ENZIMA HO-1 v
HEME/HEMINA = CO via NOSc
HO-1
FERRO < » CO — GCs/NOSc via
GMPc
v
BILIVERDINA
VASODILATACAO
BILIVERDINA » ACAO ANTIINFLAMATORIA
REDUTASE
> ACAO ANTIOXIDANTE
v
BILIRRUBINA 1

PROTECAO

Baseado nos dados citados acima, nossos resuttedamstraram que a via HO-
1/biliverdina/CO possui um papel protetor imporéanb modelo experimental agudo de

lesbes gastricas induzidas por etanol e por IND@, ym mecanismo via CO e NO
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dependente da ativacdo da guanilato ciclase solévedependente, via biliverdina. Este
evento parece depender, também, da diminuicaoadugéio de radicais livres, visto que o0
pré-tratamento com hemina, biliverdina ou DMDC diniu a peroxidacéo lipidica e

aumentou a concentracdo de GSH, substancias impstaa remocao dos radicais livres
presentes no modelo de gastropatia por etanoloJaadelo de gastropatia por INDO
observamos a participacdo de células inflamatocasio neutréfilos e as citocinas pro-
inflamatdrias na génese da lesdo gastrica. Herbilngerdina ou DMDC foram capazes de
diminuir essas substancias que contribuem paranzafdio da lesdo gastrica por AINEs e
ainda foi capaz de aumentar os niveis de IL-10, aitmeina antiinflamatéria no tecido

gastrico. Dessa forma, podemos sugerir que os fedia ativacdo da via HO-1, como a
biliverdina e CO, podem ser alvos interessantes mardesenvolvimento de novas

terapéuticas no tratamento da inflamagé&o gastrica.
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7. CONCLUSOES

6.1 - A via HO-1/biliverdina/CO participa do prosesde defesa da mucosa gastrica

contra lesdes induzidas por etanol ou INDO em calongos.

6.2 - O efeito protetor da via HO-1/biliverdina/C@a gastropatia por etanol &
dependente da acédo antioxidante, por diminuir axmgcao lipidica e o consumo de

GSH.

6.3 - No modelo de gastropatia por INDO, observamp®m acdo antioxidante e
antiinflamatéria da via HO-1/biliverdina/CO, os tuabservaram uma diminuicdo da
peroxidacao lipidica, consumo de GSH, infiltrac@&acdlulas inflamatérias, bem como a
inibicdo de citocinas pro-inflamatoria, TNFe IL-13, e o aumento de IL-10, uma

citocina antiinflamatéria importante no processaldfesa da mucosa gastrica.

6.4 - Observamos que a administracdo de etanoN@®WIlaumentou a expressédo da

HO-1 e a sua capacidade de sintetizar bilirrubaanncosa gastrica.

6.5 - O bloqueio farmacolégico da guanilato ciclas#ivel ou da NOS constitutiva
reverteram a gastroprotecdo do DMDC, mas nao deetdlna, nos modelos de
gastropatia por etanol ou INDO. Dessa forma, ewi@enos que 0 mecanismo de acao

gastroprotetor do CO é dependente da via CO/GMP8/NO
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9. ANEXOS

GASTROPROTECTIVE EFFECT OF THE HEME-OXYGENASE 1/BILIVERDIN/CO PATHWAY IN ETHANOL-

INDUCED GASTRIC DAMAGE IN MICE.
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Abstract

Our objective was to evaluate the role of the heme-oxygenase 1 (HO-1)/biliverdin/CO pathway in
gastric defense against ethanol-induced gastric damage in mice. Mice were pre-treated with
saline, hemin (HO-1 inducer), biliverdin (HO-1 product), DMDC (CO donor) or ZnPP IX (HO-1
antagonist). Another group received ODQ 30 minutes before hemin, biliverdin or DMDC. After 30
min, gastric damage was induced by ethanol. After one hour, rats were sacrificed. Gastric lesions
were measured using a computer planimetry program, and gastric corpus pieces were assayed for
malonylaldehyde (MDA), glutathione (GSH) or bilirubin. HO-1 expression was determined after
saline or ethanol administration by PCR or immunohistochemistry. Ethanol (25% or 50%) induced
gastric damage, increased MDA levels and reduced GSH in the gastric tissue. Ethanol (50%)
increased HO-1 mRNA transcripts, HO-1 immunoreactivity and the bilirubin concentration in
gastric mucosa. Pre-treatment with hemin reduced gastric damage and MDA formation and
increased the GSH concentration in gastric mucosa. ZnPP IX amplified the ethanol-induced gastric
lesion, increased MDA formation and decreased the GSH concentration in gastric mucosa.
Biliverdin and DMDC reduced gastric damage and MDA formation and increased GSH
concentration in the gastric tissue. ODQ completely abolished the DMDC protective gastric effect.
However, effects of hemin or biliverdin did not change with ODQ treatment. Our results suggest
that the HO-1/biliverdin/CO pathway plays a protective role against ethanol-induced gastric
damage through mechanisms that could be dependent (CO) or independent (biliverdin) of sGC

activation.

Keywords: HO-1, CO, biliverdin, gastric damage, ethanol.
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1- Introduction:

Ethanol ingestion causes acute gastric mucosal lesions in humans (Gottfried et al., 1978;
Laine et al, 1991), through the release of inflammatory mediators, which induce
vasoconstriction/ischemia, oxidative stress and lipid peroxidation and then cell death (Szabo et
al., 1985; Lutnicki et al, 1992; Ito et al., 1998). Additionally, anti-oxidant and free radical

scavengers can decrease ethanol-induced damage in gastric mucosa (Cho et al., 2001).

Heme-oxygenase-1 (HO-1) can provide an endogenous protective anti-oxidant system
related to the increase in biliverdin and bilirubin, which possess anti-oxidant and anti-
complement activities and can reduce lipid peroxidation (Takahashi et al., 2004; Nath, 2006). In
addition, carbon monoxide (CO) may also have anti-inflammatory properties, including inhibition
of pro-inflammatory cytokine expression (Kirkby and Adin, 2006). HO-1 is the rate-limiting enzyme
in heme degradation and results in the release of CO, ferrous iron and biliverdin product, which is
subsequently reduced to bilirubin (Maines, 1997). In the gastrointestinal tract, HO-1 plays a
protective role in colonic damage induced by the TNBS or dextran sodium sulfate-induced
experimental colitis, and these preventive effects probably result from decreased free radical
production (Wang et al., 2001). A recently study demonstrated that ketamine diminishes gastric
mucosa susceptibility to damage from luminal irritants during endotoxemia, partially mediated by
up-regulation of HO-1 (Helmer et al., 2006). In addition, in 2008 Ueda et al. demonstrated that
the application of HCL caused an increase in HO-1 mRNA levels in gastric mucosa, and that pre-
treatment with ZnPP (HO-1 inhibitor) significantly exacerbated HCl-induced acute gastric mucosal
lesions (Ueda et al., 2008). However, the role of specific HO-1 enzymatic products in gastric

defense was not completely elucidated.

Understanding both the pathways through which HO-1 is induced and the mechanism

through which the enzyme exerts its beneficial effects may facilitate the development of novel
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drugs. In the present study, we evaluated the role of the HO-1/biliverdin/CO pathway in gastric

defense against ethanol-induced gastric damage in mice.

2- Methods

2.1- Animals.

Male mice (20-25 g), provided by the Central Bioterium of Pici, Federal University of
Ceara, were kept in a temperature-controlled room with water ad libitum, and fasted 18 hr before
experimental use. All animal treatment and surgical procedures were performed in accordance
with the Guide for Care and Use of Laboratory Animals published by the National Institute of

Health (Bethesda, MD) and were approved by the local Ethics Committee.

2.2- Drugs and solutions.

Zinc protoporphyrin IX (ZnPP IX), ferriprotoporphyrin IX chloride (hemin), ODQ and
dimanganese decacarbonyl (DMDC) were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Biliverdin
was purchased from Porphyrin Products (Logan, UT, USA). ZnPP IX was dissolved in 50 mM
Na,COs, hemin and biliverdin in 1 mM NaOH, DMDC and ODQ in DMSO. All drugs were protected

from light, except DMDC, which was exposed to cold light before administration to mice.

2.3- Ethanol-induced gastric mucosal damage

After an 18-h fast, groups of mice orally received ethanol at concentrations of 25% and
50% (0.5 ml Kg™) and were sacrificed one hour later. Stomachs were rapidly excised, opened
along the greater curvature, washed with water and extended on a plastic board. The mucosal
lesion area (mmz) was measured by planimetry using an Image J program. Gastric corpus
fragments were then weighed, frozen and stored at —70°C until assayed for glutathione (GSH)
(Sedlak & Lindsay, 1968), malonylaldehyde (MDA) (Mihara and Uchiyama, 1978) or bilirubin

(Foresti et al., 2003).
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2.4- Experimental protocol 1.

After an 18-hour fast, mice were injected intraperitoneal (i.p.) with hemin (1.0, 3.0 or 10
mg Kg™), biliverdin (1.0, 3.0 or 10 mg Kg™*), DMDC, a CO donor (2.5, 7.5 or 12.5 umol Kg), or an
equivalent volume of their respective vehicles. Thirty minutes later, ethanol at a 50%
concentration (0.5 ml Kg'') was administered by gavage. Another group of mice was injected i.p.
with ZnPP 1X, a nonspecific HO-1 inhibitor (0.3, 1.0 or 3.0 mg Kg™), or with an equivalent volume
of its respective vehicle. Thirty minutes later, ethanol at a 25% concentration (0.5 ml Kg*) was
administered by gavage. One hour later, animals were killed by cervical dislocation. Stomachs
were rapidly excised, opened along the greater curvature, washed with water and extended on a
plastic board. The mucosal lesion area (mm?) was measured as described above. Fragments of the

mucosa were immediately frozen and stored at -70°C until assayed for GSH, MDA or bilirubin.

2.5- Experimental protocol 2.

After an 18-hour fast, mice were treated by i.p. injection with a soluble guanylate cyclase
(sGC) inhibitor, ODQ, at a dose of 25 mg Kgl. After 30 minutes, hemin (3 mg Kg'l, i.p), biliverdin (3
mg Kg™, i.p), DMDC (12.5 pmol Kg™, i.p) or an equivalent volume of their respective vehicles was
administrated. Thirty minutes later, absolute ethanol at 50% concentration (0.5 ml Kg*) was
administered by gavage. One hour later, animals were killed by cervical dislocation. Stomachs
were rapidly excised, opened along the greater curvature, washed with water and extended on a

plastic board. The mucosal lesion area (mm?) was measured as previously described above.

2.6- GSH assay.

Reduced glutathione (GSH) content in stomach tissues as non-protein sulfhydryls was
estimated according to the method described by Sedlak and Lindsay (1968). A glandular segment
from each stomach was homogenized in 5 ml of ice-cold 0.02 M EDTA solution (1 ml 100 mg™

tissue). Aliquots (400 pl) of tissue homogenate were mixed with 320 pl of distilled water and 80 pl
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of 50% (w/v) trichloroacetic acid in glass tubes and centrifuged at 3000 x g for 15 min.
Supernatants (400 pl) were mixed with 800 pl Tris buffer (0.4 M, pH 8.9), and 20 ul 5,5-dithio-bis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0.01 M) were added. After shaking the reaction mixture, the
absorbance was measured at 412 nm within 5 min of 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
addition against a blank with no homogenate. The glutathione concentration was read off a

standard curve and expressed as pg GSH g™ of wet tissue.

2.7- Malonylaldehyde levels.

Lipid peroxidation estimation was determined by measuring malonylaldehyde (MDA)
production by using a thiobarbituric acid reaction (Mihara and Uchiyama, 1978). Briefly, 250 ul of
10% homogenate of tissue sample plus 1.5 ml of 1% HsPO,4 and 0.5 ml of 0.6% thiobarbituric acid
aqueous solution mixture was stirred and heated in boiling water for 45 min. After cooling, 2 ml of
n-butanol were added and shaken, then the butanol layer was separated by centrifugation; the
optical density of the n-butanol layer was determined at 535 and 520 nm and the optical density
difference between both determinations was calculated and considered as the value for

thiobarbituric acid. MDA concentrations were expressed as nanomoles g™ of tissue.

2.8- Histological assessment

For histological assessment, the glandular stomach was fixed in 10% neutral buffered
formalin solution, sectioned and embedded in paraffin. Four micrometer-thick sections were
deparaffinized, stained with hematoxylin and eosin, and then examined under a light microscope.
Specimens were assessed according to the criteria of Laine et al.,, 1988. In brief, a 1-cm length of
each histological section was assessed for epithelial cell loss (a score of 0 to 3), edema in the
upper mucosa (a score of 0 to 4), hemorrhagic damage (a score of 0 to 4), and presence of
inflammatory cells (a score of 0 to 3). Afterwards, sections were evaluated by an experienced

histopathologist (GACB) who was blinded to the experimental conditions.
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2.9- HO-1 immunohistochemistry in gastric tissue.

The formalin-fixed colonic tissue was embedded in paraffin, and sections were dewaxed.
Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% H,0, in methanol for 30 min. After blocking
in 0.05 mol I'* Tris-buffered saline (TBS) containing 3% normal horse serum and 0.3% Triton X-100
for 30 min, sections were rinsed with TBS buffer and incubated with mouse polyclonal IgG HO-1
antibodies (Santa Cruz,) diluted to 1:400 overnight at 4°C. The tissue was stained for antigen-

antibody complexes using a peroxidase detection system (LSAB kit, DAKO).

2.10- Total RNA isolation and PCR.

Total RNA was isolated from mouse gastric tissue with TRIzol reagent (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD). cDNA was amplified from RNA with the use of Thermoscript RT-PCR system
reagent (GIBCO BRL). Primers were designed according to previously published sequences. Sense
(AGC AGA ACC CAG TCT ATG CC) and antisense primers (CCA CCT CGT GGA GAC GCT T) for HO-1
(159-bp fragment) and sense (ACA TCC AAG GAA GGC AGC AG) and antisense primers (GCT GGA
ATT ACC GCG GCT G) for 18S (179-bp fragment) were used. The 18S fragment was employed for
internal control. For HO-1 and 18S amplifications, 30 cycles of PCR consisting of 1 min at 94°C for
denaturing, 1 min at 60°C for annealing, and 8 min (final cycle) at 72°C for elongation, were

conducted.

2.11- Bilirubin determination in tissue.

Briefly, 100 mg of frozen gastric tissue was homogenized in 1 ml of saline. Aliquots of 500
ul of homogenate were added to 250 mg of BaCl, and vortex-mixed thoroughly, as described by
Foresti et al. (2003), with some modifications. Then, 0.75 ml of benzene was added to the
mixture, and tubes were vigorously vortex-mixed again. The benzene phase containing extracted
bilirubin was separated from the aqueous phase by centrifugation at 13000 g for 30 min. A

standard bilirubin curve was obtained using commercial bilirubin (Labtest, Brazil). Bilirubin was
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measured spectrophotometrically, as the absorbance difference between 450 and 600 nm and

expressed as mg dI™* (Foresti et al., 2003).

2.12- Statistical analysis.

Data were presented as the mean # standard error of the mean of six to eight mice.
Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Newman-Keuls test, when appropriate. For histological assessment, the Kruskal-Wallis
nonparametric test was used, followed by a Dunn’s test for multiple comparisons. Differences

were considered to be significant when P < 0.05.
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3- Results

In this experimental model, ethanol at 50% concentration resulted in mucosal lesion in the
stomach (Figure 1A), a significant increase in MDA levels (P<0.001) and reduced (P<0.001) GSH
concentration in gastric tissue in comparison to the control group (Table 1). In Figure 3, we
observed that HO-1 immunoreactivity was more robustly detectedgastric tissue 3 h after
administration of 50% ethanopdnel B), and ethanol (50%) increased HO-1 mRNA transcripts

when compared to the control group (panel C).

The administration of hemin (HO-1 inducer), biliverdin (product of the HO-1 system
cleavage), and DMDC (CO donor) significantly reduced dose-dependent gastric damage (Figure 1)
and MDA formation and increased GSH concentration in ethanol-induced gastropathy (Table 1). In
the microscopic analysis (Table 2), gastric administration of ethanol induced disruption of the
gastric gland superficial region with epithelial cell loss and intense hemorrhage, when compared
to the control group. Hemin, biliverdin and DMDC significantly decreased hemorrhagic damage,

edema and epithelial cells loss induced in gastric mucosa by ethanol administration (Table 2).

Absolute ethanol at 25% resulted in macroscopic (Figure 2) and microscopic (Table 4)
mucosal lesion in the stomach. In Table 2, we observed that ethanol at a dose of 25% significantly
increased MDA levels (P<0.001) and reduced (P<0.001) GSH concentration in the gastric tissue
when compared to the ethanol group. HO-1 inhibition by ZnPP IX amplified the ethanol-induced
macroscopic (Figure 2) and microscopic (Table 4) gastric lesion at a dose of 25% in a dose-
dependent manner, increasing MDA formation and decreasing GSH concentration in gastric

mucosa (Table 3).

Table 5 showed that hemin and biliverdin treatment resulted in bilirubin accumulation in

gastric tissue during ethanol-induced gastropathy. However, administration of DMDC, the CO
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donor, did not change bilirubin levels in gastric mucosa when compared to the 50% ethanol

group.

Figure 4 illustrates that ODQ, a soluble guanylate cyclase inhibitor (sGC), reversed DMDC-
induced gastroprotection, in ethanol-induced gastropathy. On the other hand, the

gastroprotective effect of hemin and biliverdin did not change with ODQ treatment.
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4- Discussion and Conclusions

We demonstrated that ethanol administration resulted in severe macroscopic and
microscopic gastric mucosal damage through an increase in reactive oxygen species generation
and a decrease in endogenous anti-oxidant defense mechanisms (Jonsson et al., 2007). Over the
last few years, studies have demonstrated that up-regulation of HO-1 by hemin increased
biliverdin and CO production, and decreased the redox state and inflammatory processes
(Wagener et al., 2003). It has also been shown that HO-1 has protective effects in colitis models
(Hegazi et al., 2005; Varga et al., 2007). In 2008, Ueda et al. demonstrated that application of HCL
caused an increase in HO-1 mRNA levels in gastric mucosa after application of HCI, and that pre-
treatment with ZnPP (HO-1 inhibitor) significantly exacerbated HCl-induced acute gastric mucosal
lesions (Ueda et al., 2008). However, the role of specific HO-1 enzymatic products in gastric
defense was not completely elucidated. Our results indicate that the HO-1/biliverdin/CO pathway
plays a protective role against ethanol-induced gastric damage and that these preventive effects

probably result from decreased free radical production.

We confirmed that absolute ethanol caused gastric damage with severe hemorrhage,
increased lipid peroxidation and decreased GSH concentrations in gastric mucosa (Cho et al.,,
2001). We also demonstrated that ethanol increased HO-1 mRNA transcripts and HO-1
immunoreactivity in gastric mucoseurthermore, bilirubin measurements in gastric mucosa after
ethanol administration showed an increase in the generation of this bile pigment. Therefore, we
can infer that during ethanol-induced gastric damage, there was an increase in the HO-1

expression, probably as a response to oxidative stress.

Using a pharmacological approach, we demonstrated that HO-1/biliverdin/CO pathway
offers a protective effect against ethanol-induced gastric damage. Treatment with an HO-1

inducer (hemin), HO-1 product (biliverdin) or CO donor (DMDC) decreased ethanol-induced
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gastropathy. As demonstrated in literature related to colitis models, HO-1 induction by cobalt
protophorpyrin or heme significantly reduced colonic damage and inflammation (Hegazi et al.,
2005; Varga et al., 2007). Yao et al. demonstrated that HO-1 up-regulation by quercetin protected
human hepatocytes from ethanol-induced oxidative stress (Yao P et al., 2007). Recently, it was
also proven that ketamine diminishes gastric mucosa susceptibility to damage from luminal
irritants during endotoxemia partially mediated by up-regulation of HO-1 (Helmer et al., 2006).
We also verified that a HO-1 enzyme inhibitor, zinc protoporphyrin IX (ZnPP IX), increased gastric
damage induced by ethanol. This observation is also supported by the literature. Wang et al.
showed that a reduction of HO-1 activity by ZnPP IX induced a substantial colonic inflammation
aggravation in colitis models (Wang et al, 2001). Therefore, our results suggest that the
generation of biliverdin and CO by HO-1 expression may protect the gastric mucosa against

ethanol-induced gastric damage.

It was also demonstrated that HO-1 induction may protect cells against oxidatingiry
through different mechanisms, such as controllintcacellular levels of “free” heme (which can
work as a pro-oxidant), producing biliverdin (whipbssesses anti-oxidant properties), improving
nutritive perfusion via CO release, and inducingbieling protein ferritin synthesis (Bauer and
Bauer, 2002) by free iron release (Ryter and Tir800). In order to test if aanti-oxidative
property may be one of the possible mechanisms through which HO-1/biliverdin/CO pathway
ameliorated ethanol-induced gastric damage, we evaluated the effect of HO-1 inducer (hemin),
HO-1 product (biliverdin) and CO donor (DMDC) treatment on lipid peroxidation and GSH
concentration in gastric mucosa after ethanol administration. Table 3 shows that hemin, biliverdin
and DMDC pre-treatment significantly reduced gastric MDA formation and increased GSH
concentrations in ethanol-induced gastropathy. Furthermore, Table 4 illustrates that the HO-1
enzyme inhibitor, ZnPP IX, increased MDA formation and decreased GSH concentrations in

ethanol-induced gastropathy. The literature demonstrated that bilirubin has anti-oxidant
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properties against oxidative stress in vivo and in vitro (Tomaro and Batlle, 2002; Mancuso, 2004).
It was established that physiological concentrations of bilirubin protect endothelial cells against
hydrogen peroxide-mediated injury and prevent protein oxidation in human blood plasma (Ryter
et al., 2007). It was also demonstrated that HO-1-derived CO plays a pivotal role in mediating
cytoprotection against oxidant-induced injury (Ryter and Tyrrell, 2000, Amersi et al., 2002).
Otterbein et al. have also demonstrated that rat exposure to low CO concentrations increases
tolerance to hyperoxic lung injury (Otterbein et al., 2005). Our results suggest that generation of
biliverdin and CO by HO-1 expression may have anti-oxidative properties in ethanol-induced

gastropathy.

Recent studies reported that CO has a number of important physiological properties
activated through soluble guanylate cyclase and the elevation of intracellular cGMP levels. It
seems to play an important role in blood flow regulation and resistance in several vascular beds
(Ryter and Otterbein, 2004). Using a pharmacological approach, we demonstrated that soluble
guanylate cyclase inhibition by ODQ reversed the protective effects of DMDC, a CO donor, against
ethanol-induced gastric damage, but did not affect the gastroprotective effects of hemin and
biliverdin. Our results are in accordance with the literature; some works have demonstrated that
CO activates soluble guanylate cyclase (Ryter and Otterbein, 2004, Morita et al., 1995), and that
this activation could decrease inflammatory processes (Freitas et al., 2006). Therefore, we can
suggest that HO-1-generated CO, opposite to biliverdin, does activate cGMP production, which

induces a gastric protective effect, probably through an increase in gastric blood flow.

In conclusion, our results indicate that the HO-1/biliverdin/CO pathway plays a protective
role against ethanol-induced gastric damage due to mechanisms that can be dependent (CO) or
independent (biliverdin) of GC activation. While there are many mechanisms through which this

effect can occur, our data supports the hypothesis that decreased free radical production is of
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primary importance. Results also suggest that CO and biliverdin could be tools for clinical

therapies of gastric inflammation .
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6- Legends

Figure 1. HO-1 inducer, hemin (panel A), biliverdiBLV, panel B) and dimanganese
decacarbonyl, (DMDC, panel C), prevents ethanolied gastric damage. Pre-treatment
of animals with hemin, biliverdin and DMDC reductie ethanol-induced gastric lesion,
in a dose-dependent mannéhe control group (CONT) was treated with salirenal The
total area of macroscopic gastric lesions was deterd after 1 hResults are expressed as
the mean + S.E.M. for at least five animals pewugrd*) P<0.001, when compared to the
control. ¢*) P<0.05, when compared to the ethanol grétpfOVA and a Newman-Keuls

test were used for evaluation.

Figure 2. Role of Zinc protoporphyrin IX (ZnPP 1X) ethanol-induced gastric damage in
the mice. Animal pre-treatment with ZnPP IX inceé&thanol-induced gastric lesion, in a
dose-dependent manner. Mice were pre-treated (igh)doses of ZnPP 1X (0.3; 1.0 and

3.0 mg Kg") or with their respective vehicles. After 30 méthanol 25% was injected by

gavage.The control group (CONT) was treated with salinestts are expressed as the
mean + S.E.M. for at least five animals per gro{fp. P<0.05, when compared to the
control group. *) P<0.05, when compared to the ethanol 25% gréOVA and a

Newman-Keuls test were used for evaluation.

Figure 3. Photomicrographs of gastric mucosa (Magnifications, x100) (panel A) showing HO-1
immunoreactivity was absent in normal gastric #s§uanel A), but HO-1 immunoreactivity was
detected in the vascular endothelial, epitheliai amooth muscle cells of gastric tissues 3 h after

administration of the ethanol 50% (panel Bjnel C: PCR analysis of 18S (A) and HO-1 mRNA (B)
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from gastric tissues after ethanol 50% and hemin plus ethanol 50% administration. PCR showed
low HO-1 expression in normal mice gastric tissue (control group). After ethanol 50%

administration, HO-1 mRNA transcripts increased significantly when compared to the control

group.

Figure 4. Role of a soluble guanylate cyclase (si@Ghe gastroprotective effect of HO-
1/biliverdin/CO pathway against ethanol-inducedtgasiamage. Animal pre-treatment
with ODQ reversed DMDC gastroprotection, but notmire or biliverdin (BLV)
gastroprotection. ODQ (12.5 mg Kgi.p.) was administrated 30 min before hemin
treatment (3 mg K§), BLV (3 mg Kg"), DMDC (12.5 pmol mg Kg) or treatment with
their respective vehicles. After 30 min, ethano¥b®as injected by gavagéhe control
group was treated with saline. Results are expdeasehe mean + S.E.M. for at least five
animals per groups*) P<0.05, when compared to the ethanol 50% grotp.) (P<0.05,
when compared to the ethanol 50% + DMDC groAlNOVA and a Newman-Keuls test

were used for evaluation.
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Table 1- Effect of hemin (10 mg Kg-1), biliverdin (10 mg Kg-1) or dimanganese decacarbonyl

(DMDC) (12.5 umol Kg-1) treatment in malonylaldehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels

during ethanol-induced gastric damage in mice.

Ethanol 50%

**

Control Vehicle Hemin Biliverdin DMDC
MDA (nmol/g of
tissue) 79.4+0.6 177.7490 | 72.1+2.7* 81.4+4.0* 90.1+12.3*
GSH (ug/g of
tissue) 243.4+13.2 56.2+77%6 140.848.2 188.9+8.6
** 333.8+19.5 **

(*) p<0.05, when compared with the control group.

(**) p<0.05, when compared with the absolute ethanol group.
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Table 2- Effect of hemin (10 mg Kg-1), biliverdin (10 mg Kg-1), dimanganese decacarbonyl (DMDC)

(12.5 pmol Kg-1) against ethanol-induced microscopic damage in gastric mucosa.

Experimental group Hemorrhagic Edema Epithelial cell Inflammatory Total
damage loss (score O - 3) cells
(N=6) (score 0 - 4) (scores 14)
(score 0 - 4) (score 0-3)
Saline 0 0 0 0 0

Ethanol 50% 4(3-4)* 4(3-4)* 3(2-3)* 0 11 (8 - 11)*
Hemin+ Ethanol 50% 1(0—-2)** 1(0—1)** 0(0—1)** 0 2 (0—2)**
Biliverdin+ Ethanol 50% 1(0—-2)** 1(1-0)** 1(1-2)** 0 2 (1-2)**
DMDC+ Ethanol 50% 1(0—3)** 2(1-2) 1(1-3) 0 5(2-7)**

(*) p<0.05, when compared with the control group.

(**) p<0.05, when compared with the absolute ethanol group.
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Table 3 - Malonylaldehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels in the gastric tissue of mice treated
with Zinc protoporphyrin IX (ZnPP IX) (3 mg Kg-1) during ethanol-induced gastric damage.

Ethanol 25%

Control Vehicle ZnPP IX
MDA (nmol/g of tissue)
28.9+7.7 50.6x7% 149.6+13*
GSH (ug/g of tissue)
218.8+23.1 181.7+4%7 82.04.7*

(*) p<0.05, when compared with the control group.

(**) p<0.05, when compared with the absolute ethanol group.
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Table 4- Effect of Zinc protoporphyrin IX (ZnPP IX) (3 mg Kg-1) in ethanol-induced microscopic

damage in gastric mucosa in mice.

Experimental group Hemorrhagic Edema Epithelial cell Inflammatory Total
damage loss (score O - cells
(N=6) (score 0 - 4) 3) (scores 14)
(score 0 -4) (score 0 - 3)
Saline 0 0 0 0 0
Ethanol 25% 3(3-4)* 3(3-4)* 3(2-3)* 0 9(8-11)*
ZnPP IX + Ethanol 25% 4 (3-4)** 4 (2 - 4)** 2(2-3) 0 10 (8 — 11)**

(*) p<0.05, when compared with the control group.

(**) p<0.05, when compared with the absolute ethanol group.
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Table 5 - Bilirubin levels in mice before treatment with hemin (10 mg Kg-1), biliverdin (10 mg Kg-1)

or dimanganese decacarbonyl (DMDC) (12.5 umol Kg-1) during ethanol-induced gastric damage.

Ethanol 50%

Control

Vehicle

Hemin Biliverdin

DMDC

Bilirubin (mg/dL)

0.19+0.02

0.43+0.03

0.67+0.03* 1.0+0.04**

0.50+0.03

(*) p<0.05, when compared with the control group.

(**) p<0.05, when compared with the absolute ethanol group.
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