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RESUMO

INTRODUCAO: Recentemente, foi demonstrado que o H,S estd envolvido em intimeras
fungdes fisiologicas e patologicas, sendo produzido em muitos tecidos de mamiferos.
OBJETIVOS: Avaliar o papel do H,S na defesa da mucosa e no controle da motilidade
gastrica em camundongos, bem como estudar a participagdo dos canais de Karp, dos
neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina ¢ dos receptores TRPVI1 neste efeito.
METODOS: Camundongos Swiss foram pré-tratados com L-cisteina (25, 50 ou 100 mg/kg,
v.0), NaHS (75, 150 ou 300 umol/kg, v.0) ou Lawesson’s (3, 9, 27 ou 81 umol/kg, v.0). Trinta
minutos depois, o etanol 50% (0,5ml/25g, v.0) foi administrado. Depois de 1 h, os animais
foram sacrificados e os estdmagos abertos para determinagdo da area da lesdo usando
planimetria computadorizada. Além disso, fragmentos de tecidos foram removidos para
analise microscopica e dosagem de glutationa e malondialdeido. Para o estudo do
esvaziamento gastrico, outro grupo experimental foi tratado, por gavagem, com as mesmas
doses de L-cisteina, NaHS ou Lawesson’s, decorridos 30 min os animais receberam uma
solugdo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol (0,75 mg/ml) em cada animal. Apds 10,
20 ou 30 min os animais foram sacrificados e o esvaziamento gastrico foi avaliado por técnica
de espectrofotometria. Em outro grupo experimental os animais foram pré-tratados com
glibenclamida (3 e 10 mg/Kg, v.0.) ou capsazepina (10 mg/kg, i.p). Apos lh, foram
administrados a L-cisteina (50 mg/kg) ou os doadores de H,S (NaHS 150 pumol/kg ou o
reagente de Lawesson’s 27umol/kg, v.0). Trinta minutos depois, o etanol 50% foi
administrado para avalia¢do da lesdo gastrica e solugdo de vermelho de fenol foi administrada
para avaliar o esvaziamento gastrico conforme descrito anteriormente. Para o estudo dos
neurdnios aferentes, foi realizado protocolo de ablagdo dos com doses neurotdxicas de
capsaicina. Apos 8 dias, os animais receberam NaHS ou o Lawesson’s e o protocolo de lesdao
gastrica por etanol 50% foi determinado como descrito acima. Também foi determinado a
contratilidade espontanea do fundo gastrico incubado com doses crescentes de NaHS ou KCl
(controle) utilizando um transdutor de forca isométrico acoplado a um sistema de aquisi¢cdo de
dados. RESULTADOS: A administracdo de L-cisteina, NaHS ou Reagente de Lawesson'’s
preveniu, de forma dose dependente, a lesdo por etanol no estomago. Essa protecdo foi
acompanhada do aumento de GSH e diminui¢do dos niveis gastricos de MDA quando
comparado com o grupo tratado apenas com etanol. Glibenclamida (10 mg/kg) e a
capsazepina reverteram completamente esse efeito protetor dos doadores de H,S. Nos animais
depletados de neurdnios aferentes, também houve uma reversdo do efeito protetor dos
doadores de H,S e da L-cisteina. O NaHS, o Lawesson’s e a L-cisteina promoveram
aceleracdo do esvaziamento gastrico quando comparado com o controle, de maneira dose
dependente. Este efeito procinético foi abolido pela pré-administragao de glibenclamida e
capsazepina O NaHS também foi capaz de induzir um aumento no tonus basal que iniciou-se
com maximo efeito na concentracdo de 300 uM em relacdo a contracao controle de KCI.
CONCLUSOES: o H,S preveniu a lesdo gastrica, o consumo de GSH e aumento da
peroxidagdo lipidica na mucosa gastrica, induzidos pela administragdo de etanol em
camundongos. O H,S também apresentou efeito procinético, acelerando o esvaziamento
gastrico de liquidos em camundongos. Podemos inferir que esses efeitos devem-se a ativacin
dos canais de Katp, dos neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina e dos receptores TRPV

Palavras-chave: Sulfeto de hidrogénio. lesdo gastrica. Etanol. esvaziamento gastrico. canais
de Katp. TRPV1.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Recently, the involvement of H,S has been demonstrated in several
physiological and pathological conditions, being constitutively produced in mammalian
tissues. AIM: To study the role of H,S on both the gastric mucosa defense and the control of
gastric motility in mice, and additionally to evaluate the participation of Katp channels,
capsaicin-sensitive afferent neurons and TRPV1 receptors in these effects. METHODS:
Swiss mice were pre-treated with either L-cysteine (25, 50 or 100 mg/kg, p.0), NaHS (75, 150
or 300 umol/kg, p.0) or Lawesson’s reagent (3, 9, 27 or 81 umol/kg, p.0). The animals were
then given ethanol 50% (0.5ml/25g, p.0.) 30 min later. After 1h of ethanol instillation, the
mice were sacrificed and had the stomach collected to measure the injured area through
planimetry software. Moreover some samples were obtained to histopathological analysis,
glutathione (GSH), and malonyldialdehyde (MDA) dosages. In the study of gastric empty, the
animals were administered L-cysteine, NaHS or Lawesson’s reagent, and 30 min later a
phenol red solution (0.75 mg/ml) diluted in glucose (5%) was also given. The sacrifice was
performed 10, 20 or 30 min after the latter to determine in a spectrophotometer the gastric
empty. In another experimental setting, glibenclamide (3 or 10 mg/Kg, v.0.) or capsazepine
(10 mg/kg, 1.p) were injected 1h previously to the L-cysteine (50 mg/kg, p.0) or H,S donors
(NaHS 150 pmol/kg or Lawesson’s reagent 27umol/kg, p.0) instillation. In order to study the
role of capsaicin-sensitive afferent neurons, high neurotoxic doses of capsaicin was instilled
into the animals. On the 8" day post capsaicin injection, NaHS or Lawesson’s reagent was
administered. The protocol for ethanol administration, sacrifice, and dosages were repeated
for these conditions as described previously. Finally, the spontaneous contraction of isolated
gastric fundus to KCI (control contraction) and growing doses of NaHS was determined in
vitro through and isometric force transducer connected to an acquisition system. RESULTS:
L-cysteine, NaHS and Lawesson’s reagent prevented, in a dose dependent manner, the
ethanol-induced gastric injury. Besides, high and low levels of GSH and MDA were found
respectively in comparison to the control group given only ethanol. Glibenclamide (10 mg/kg)
and capsazepine completely reversed the protective effect of the H,S donors. The animals that
undergone afferent neuronal ablation also developed gastric lesions despite the injection of L-
cysteine and H,S donors. NaHS, Lawesson’s reagent and L-cysteine all accelerated gastric
empty in comparison to the control group and in a dose-dependent manner. Such prokinetic
effect was abolished in glibenclamide and capsazepine pre-treated mice. The NaHS was also
able to induce an increase in gastric fundus basal tonus in vitro presenting a ceiling effect in
the concentration of 300uM when compared with the standard KCI contraction.
CONCLUSIONS: The H,S prevented the ethanol-induced gastric damage, GSH
consumption, and lipid peroxidation processes in the stomach mucosa of mice. The H,S also
revealed a prokinetic effect leading to a higher liquid gastric empty in mice. Such results seem
to be dependent on Karp channels, sensory afferent neurons, and TRPV1 receptors activation.

Keywords: Hydrogen sulfide. gastric damage. Ethanol. gastric emptying. Karp channels;
TRPV1.
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1 INTRODUCAO

O alcool ¢ atualmente uma das poucas drogas psicotropicas que tem seu consumo
admitido e até incentivado pela sociedade. O impacto do etanol na sociedade ¢ imenso.
Segundo dados da Organizagdo Mundial de Satide (OMS) apresentado através de um
indicador de saude, designado DALY (Disability Adjusted Life Years) o consumo excessivo
de alcool ¢ um dos principais responsdveis pelo percentual de anos perdidos no trabalho em
razdo de doenca ou mortalidade precoce (WORLD AND HEALTH ORGANIZATION,
2002). Esse mesmo 6rgao divulgou na 60* Assembléia Mundial de Saude em Genebra que o
consumo de etanol era responsavel por 4,4% de todos os problemas de satide no mundo,
representando a quinta causa de morte prematura (WHO, 2002). No Brasil esse problema ¢
ainda mais grave, com o consumo do &lcool sendo responsavel por mais de 10% dos

problemas de saide (MELONI; LARANIJEIRA, 2004).

As doencas do trato gastrintestinal, relacionadas ao consumo excessivo de alcool,
possuem um importante papel na gastroenterologia clinica. Entretanto, os mecanismos e a
fisiopatologia dos efeitos do etanol nos o6rgdos do trato digestivo ndo sdo completamente
conhecidos. Modelos de animais representam uma ferramenta importante para se investigar as
doengas relacionadas ao alcool porque dao aos pesquisadores a oportunidade de usar métodos
que ndo podem ser usados em seres humanos (SIEGMUND et al., 2002). Assim, a lesdo
gastrica induzida por dalcool ¢ freqlientemente usada como modelo experimental para

selecionar compostos com atividade gastroproterora.

Pacientes que fazem consumo abusivo de antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINESs) ou 4alcool possuem uma maior predisposicao de vir a ter gastrite hemorragica aguda.
O foco das pesquisas da farmacoterapia do tema tem sido tentar acelerar os mecanismos de
defesa da mucosa, resultando em cicatrizagdo e cura da doenga (CHAMBERLAIN, 1993).
Devido a um crescente aumento no consumo de alcool em todas as classes sociais, temos que
reconhecer que ha uma necessidade enorme de pesquisas que visem a compreensdo das
doencas ligadas ao uso exagerado de etanol para tentar desenvolver estratégias efetivas para

prevenir e tratar os diferentes tipos de doencas do trato gastrintestinal provocadas pelo alcool.
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Adicionalmente, um consideravel nimero de perguntas, no campo da pesquisa do
alcool, permanecem abertas, entre elas as mais importantes sdo aquelas sobre a fisiopatologia
dos danos induzidos pelo etanol na célula, sobre a agdo dos constituintes ndo-alcodlicos de
bebidas alcoolicas no trato gastrintestinal ou sobre as grandes diferencas inter-individuais na

suscetibilidade as doengas relacionadas ao alcool (SIEGMUND et al., 2002).

E conhecido que os processos de modulagdo neuronal, tais como a liberagio de
mediadores vasoativos, sdo cruciais para a resisténcia da mucosa géastrica a agentes agressivos
(YONETI et al., 1990). Varios achados tém sugerido que ha interagdes entre mediadores
vasodilatadores derivados do endotélio podendo regular a microcirculagdo e a integridade da
mucosa gastrica (WHITTLE et al., 1990). Similarmente a outros mediadores gasosos, como o
oxido nitrico (NO), cuja funcdo gastroprotetora ja ¢ bem estabelecida, estudos recentes
sugerem que o sulfeto de hidrogénio (H,S) contribui para a defesa da mucosa gastrica contra a
lesdo induzida por antiinflamatorios nao-esteroidais (AINEs). O H,S parece ter um importante
papel na regulagdo do fluxo sanguineo da mucosa géstrica, onde medeia o relaxamento
vascular induzido por estimulacdo vagal, causando, em baixas concentragdes, protecao contra

a injuria celular no endotélio (FIORUCCI et al., 2006).

Nas células dos mamiferos, o H,S ¢ gerado durante o metabolismo da L-cisteina
(GUIDOTTI, 1996), sendo formado, principalmente, pela acdo de duas enzimas: cistationina
v-lyase (CSE) and cistationina B-sintetase (CBS) (MOORE et al., 2003). A mucosa gastrica
expressa tanto a CSE quanto a CBS, que sdo responsaveis pela sintese de H,S, onde essa
molécula parece ser importante na regulacdo do fluxo sanguineo gastrico, manuten¢do da
integridade da mucosa (FIORUCCI et al., 2005) e cicatrizagdo da ulcera gastrica (WALLACE
et al., 2007). Assim, o desenvolvimento de drogas que aumentam a atividade de CSE ou CBS
e, conseqlientemente, a liberagdo de H,S pode ter um importante papel antiinflamatério e de

defesa da mucosa contra injurias diversas.

Considerando o niimero limitado de informagdes sobre os processos patologicos e
fisiologicos do H,S na lesdo géstrica, nés pretendemos estudar as hipdteses de que drogas que
aumentam a concentracdo de H,S podem aumentar a defesa da mucosa gastrica contra os
danos causados pelo etanol, pois as agdes bioquimicas e farmacoldgicas desse mediador

gasoso ainda sdo pouco conhecidas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos do consumo de alcool

Toda a historia da humanidade estd permeada pelo consumo de alcool. Registros
arqueoldgicos recentes revelam que o etanol, principal componente das bebidas alcoodlicas,
estd presente na humanidade desde a era pré-historica. Recentemente foram encontrados
residuos de etanol em uma olaria de aproximadamente 9000 anos e os primeiros indicios
sobre o consumo de alcool pelo ser humano datam de aproximadamente 6000 a.C., sendo,
portanto um costume extremamente antigo e que tem persistido por milhares de anos
(MASUR; JORGE, 1986). A nocao de alcool como uma substancia divina, por exemplo, pode
ser encontrada em iniumeros exemplos na mitologia, sendo talvez um dos fatores responsaveis

pela manutengdo do habito de beber ao longo do tempo (CEBRID, 2009).

Nas bebidas utilizadas pelo homem, estd contido o 4lcool etanol ou alcool etilico
que foi descrito pela primeira vez em 1300, na Idade Média, tendo sua sintese ocorrida em
1854. Pertence ao subgrupo das fungdes oxigenadas denominado alcodis, que, por definigao,
sdo compostos organicos que possuem uma ou mais hidroxilas (OH) ligadas diretamente ao

atomo de carbono alifatico (REGINATO; MORAES-FILHO, 1986).

Inicialmente, as bebidas tinham conteudo alcoolico relativamente baixo, como por
exemplo, o vinho e a cerveja, ja que dependiam exclusivamente do processo de fermentagao.
Com o advento do processo de destilagdo, introduzido na Europa pelos arabes na Idade
Meédia, surgiram novos tipos de bebidas alcodlicas, que passaram a ser utilizadas na sua forma
destilada. Nesta época, este tipo de bebida passou a ser considerado como um remédio para
todas as doengas, pois “dissipavam as preocupacdes mais rapidamente do que o vinho ¢ a
cerveja, além de produzirem um alivio mais eficiente da dor”, surgindo entdo a palavra

whisky (do galico “usquebaugh”, que significa “adgua da vida”) (CEBRID, 2009).

A partir da Revolugdo Industrial, registrou-se um grande aumento na oferta deste

tipo de bebida, contribuindo para um maior consumo e, conseqiientemente, gerando um
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aumento no niamero de pessoas que passaram a apresentar algum tipo de problema devido ao

uso excessivo de alcool (CEBRID, 2009).

2.2 Ulcera gastrica

A Ttlcera gastrica pode ser definida como solugdo de continuidade na mucosa do
trato digestivo, que se estende desde a mucosa até a submucosa, passando pela muscular da
mucosa ou ainda mais profundamente (CONTRAN et al., 1996). E uma doenga comum do
trato gastrointestinal ¢ a sua patogénese ¢ multifatorial, incluindo infecg¢des pelo Helicobacter
pylori, aumento da concentracdo de acido gastrico, de pepsina, alteragdes na motilidade
gastroduodenal, hébitos de vida como o tabagismo e ingestdio de bebida alcodlica

(EASTWOOD, 1997).

Existem relatos comprovando que a humanidade tem convivido com tlcera
gastrica desde o século IV antes de Cristo. Para o tratamento destes distirbios era
recomendada, ha mais de doze séculos, a neutralizagdo acida. Desta época até os dias atuais
houve grandes avangos na terapéutica ¢ no entendimento da patogénese, advindo assim o
conhecimento a respeito dos inibidores da bomba de protons e do Helicobacter pylori
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2001).

As ulceras ocorrem mais freqiientemente no duodeno, onde mais de 95% ocorrem
na sua primeira por¢do. No estdmago, as ulceras se localizam mais comumente no antro
(60%) e na jungdo do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). Na ulcera géstrica, as
lesdes ocorrem pela acdo do HCI sobre a mucosa (CHAPADEIRO et al., 1987, VANDER et
al., 2001), como resultado de um desequilibrio entre os fatores agressores e os mecanismos de
defesa da mucosa gastrica (HOLZER, 2000; NATALE et al., 2004). Estas lesoes podem ser
desencadeadas e agravadas pelo estresse, consumo excessivo de alcool, tabagismo, uso de
AINEs e pela presenca de Helicobacter pylori no trato gastrintestinal (WALLACE;
GRANGER, 1996; MAITY et al., 2003).
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2.3 Etanol e a lesdo gastrica

Pacientes com doengas relacionadas ao alcool possui um importante papel na
medicina clinica, onde aproximadamente 29% dos homens e 9% das mulheres sdo
hospitalizados devido a doencas relacionadas ao alcool, afetando os 6rgdos internos (GERKE
et al., 1997). Nos Estados Unidos, o alcoolismo e o abuso de alcool constituem o principal
problema de saude em termos de custos econdmicos, pois estima-se que 25 a 40% dos leitos
de hospitais gerais estejam ocupados por pacientes vitimas das complicacdes do alcoolismo
(HOLDEN, 1987). Fridman e Pellegrini (1994), confirmam a importancia do problema
também no Brasil, evidenciando o alcoolismo como terceiro motivo de absenteismo no

trabalho e oitava causa de concessdo de auxilio-doenca pela Previdéncia Social.

O etanol ¢ uma substancia de efeitos complexos, sendo a causa mais comum de
ulceragdo gastrica em homens. E conhecido como uma substincia necrosante que causa
injuria na mucosa gastrica, e a ingestdo excessiva de etanol pode resultar em gastrite,
caracterizada por edema na mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliagdo celular e infiltragao

de células inflamatérias (GUSLANDI, 1987).

Os efeitos do etanol no trato gastrintestinal sdo bastante diversificados. No
estomago, o alcool promove rapidamente a formagao de ulceras, que ¢ devido essencialmente
a uma reacdo inflamatoria (SZABO et al., 1985). Essa injuria é causada, inicialmente, pela
liberacao de mediadores inflamatorios que induzem vasoconstric¢ao, isquemia e morte celular
(DUFFIN et al., 2008). No esofago, o consumo de etanol esta relacionado a génese de
diversas doencas no homem como disfun¢des motoras, refluxo gastro-esofagico e cancer de
esofago (SIEGMUND et al., 2002). No intestino o efeito do etanol sobre a musculatura ¢ a
absor¢ao de nutrientes contribui para a diarréia que ¢ frequentemente observada em
alcodlatras. Esses efeitos no intestino sdo, provavelmente, devidos a uma estase
microvascular, aumento do fluido transcapilar, perda de proteinas, edema epitelial e ruptura
das jung¢des intra-epiteliais (BECK et al., 1986), além de haver estresse oxidativo induzido
por leucécitos, e influéncias negativas na retomada de nutrientes, agua e eletrdlitos,
contribuindo para uma desnutri¢do que ¢ frequentemente observada no alcoolismo cronico

(DINDA et al., 1996; BODE, 1980). Também foi relatado que a maioria dos pacientes com
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pancreatite cronica apresenta um historico de consumo excessivo de alcool. Embora os
mecanismos fisiopatologicos desse ultimo efeito permanecam desconhecidos, foi verificado
que o alcool promove uma grande redugao do fluxo sanguineo pancreatico (PITCHUMONI,
2001). O etanol também afeta seriamente o sistema nervoso central (SNC), envolvendo
diversos tipos celulares e sistemas de sinalizagio (CHARNESS et al., 1989). Muitos
receptores parecem estar envolvidos nos efeitos agudos do alcool no SNC, entre eles os
receptores do acido y-aminobutirico do tipo A (GABA,), da serotonina-3 (5-HTs) e do N-
metil-D-aspartato (NMDA). Adicionalmente, muitos efeitos diretos e indiretos do etanol no
SNC podem também ser mediados por moléculas sinalizadoras como as proteinas quinases

(PKA ¢ PKC) e fosfatases (MORROW et al., 2004).

No estdmago o etanol também interfere na secre¢do de 4cido géstrico, um efeito
possivelmente mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa ¢ a principal protecao
do estdmago contra o acido gastrico ¢ o etanol em altas concentracdes aumenta a
permeabilidade epitelial como conseqiliéncia de mudangas no potencial celular, causando re-
difusdo de ions H' (DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969). Nesse 6rgdo o etanol
também causa deplecdo dos grupos sulfidrilas, que sdo necessarios para estabilizacdo das
membranas celulares, bem como na eliminagdo de radicais livres. Ainda no estdmago, o
etanol influencia a atividade da musculatura e reduz o fluxo sanguineo, provocando estase
gastrica, congestdo capilar e aumento da permeabilidade vascular, aumentando os riscos de
hemorragias e ulceracdes, associados as injurias macroscopicas e histologicas na mucosa
(BODE; BODE, 1997, MaCMATH, 1990; SANTOS; RAO, 2001). A congestio capilar ¢
quase sempre acompanhada de estase circulatoria que ndo esta associada somente com a
constricdo de vénulas na submucosa, mas também com a dilatacdo de arteriolas (BOU-

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

Como conseqiiéncia dos danos aos microvasos, o etanol promove a liberagdo de
mediadores inflamatorios e vasoconstricdo de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberacdo de endotelina e degranulacdo de mastdcitos.
Eventualmente, esses eventos podem levar a formag¢do de mais necrose na mucosa. Alguns
produtos do metabolismo do 4cido araquiddnico t€ém sido implicados na patogénese da injuria
gastrica causada por ectanol (PESKAR et al, 1986; SAMONINA et al., 2004).

Fisiopatologicamente, as lesdes na mucosa provocadas pelo alcool podem ser mediadas ou
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moduladas, diretamente ou indiretamente, por varias moléculas celulares, tais como as
ciclooxigenases (COX), lipoxigenases, diversas citocinas, citocromo P450 2E1, tromboxanos
e espécies reativas do oxigénio (TARNAWSKI et al., 1988; ROBERT et al., 1979). Foi
verificado que o etanol, de maneira cronica, causa uma adesdo, dose-dependente, de
neutrofilos com conseqliente dano celular no epitélio gastrico. Contudo, em altas
concentragdes, o etanol provoca lesdes na mucosa gastrica independente de neutrofilos, como
¢ observado em lesdes agudas (MEDEIROS et al., 2008). Este Gltimo efeito deve-se a lesdes
nos microvasos ¢ diminuigdo do fluxo sanguineo gastrico (KVIETYS et al., 1990; SZABO et
al., 1985).

O etanol também causa deplecdo de muco, possivelmente por mobilizar os
mucopolissacarideos da mucosa para o lumen, reduzindo a capacidade secretdria de muco do
estdmago, contribuindo assim, para a formacao de ulceras (CHO et al., 1983; ISHIHARA et
al., 1988). A liberacdo de muco em resposta a aplicacdo de agentes irritantes possui um papel
importante no reparo do epitélio e no processo de restitui¢ao. Alguns autores demonstraram
que o oxido nitrico e as prostaglandinas sdo capazes de aumentar a secre¢do de muco no

estomago (ROWN et al., 1992).

O etanol também atua como um agente pré-inflamatério, ativando diversos fatores
de transcrigao e causando inducdo do mRNA da COX-2 e inducao da iNOS (figura 1). A
COX ¢ uma enzima chave na biosintese das prostaglandinas. A isoforma constitutiva da COX
(COX-1) ¢ responsavel pela manutencdo da prote¢do gastrintestinal, enquanto a isoforma
induzivel (COX-2) ¢ considerada um mediador dos processos inflamatérios. A COX-2 produz
diversas prostaglandinas derivadas do acido araquidonico, possuindo um papel crucial na
mediac@o de diversas respostas fisiopatologicas (LEE et al., 2005). Segundo Lee et al. (2005)
o etanol promove a ativagdo dos dois mais importantes fatores de transcricdo das células
eucarioticas, ou seja, do AP-1 e NF-kB, que induzem a formag¢ao de COX-2. Além disso, o
etanol causa fosforilagdo da MAPK p38, que estd relacionada a mudancgas na transcri¢ao de
genes relacionados a inflamagao (figura 1). Outros investigadores demonstraram que COX-2
e caspase-3 estdo envolvidas nas lesdes gastricas provocadas pelo etanol (WU;
CEDERBAUM, 2003; KISHORE et al., 2002; SIMONYT et al., 2002; NANIJI et al., 2003).
Ao contrario do que se imaginava, a 16,16 — dimetilprostaglandina E, (PGE;) ndo protege a

superficie das células mucosas da injuria provocada por etanol, mas previne das lesdes
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necroéticas. Estudos histologicos mostraram que a PGE, possui efeitos citoprotetores contra o
etanol, especialmente nas células parietais. (LACY; ITO, 1982; SCHMIDT; MILLER, 1988;
GUTH et al., 1984).

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

etanol na mucosa gastrica (figura 1).

ETANOL
(agudo/cronico)

Desordens na Disfuncao na Fatores de Transcricio  Proliferacio
Motilidade Barreira Mucosal (AP-1, NF-kB) celular
| | |
+
*H COX-2 iNOS
T Estresse l Glutationa l Fluxo Mediadores pro-
oxidativo sangiiineo inflamatorios

\. J
Y

INFLAMACAO

Lesoes na Mucosa, Hemorragia

Figura 1: Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e cronico de etanol sobre a
mucosa gastrica
Fonte: Siegmund et al. (2002) e Lee et al. (2005)
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O consumo cronico ad libitum de etanol desencadeia uma significante hipertrofia
da mucosa gastrica. Esta hipertrofia pode ser devido a um aumento na expressao de fatores de
crescimento epidérmico (EGF) e fatores de crescimento tumoral (TNF-a), como reacdo a
presenga de radicais livres do oxigénio e peroxidagao de lipidios (TARNAWSKI et al., 1992).
Entretanto, a hipertrofia epitelial gastrica observada em ratos parece ser irrelevante para as
condigdes humanas, uma vez que o consumo crénico de etanol em humanos ndo esta

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

A biodisponibilidade do etanol consumido oralmente ¢ incompleta, uma vez que
os niveis de etanol no sangue sdo menores. Esse metabolismo de primeira passagem do etanol
possui grande importancia pratica, visto que, os fatores que impedem esse metabolismo no
estobmago aumentam a concentracdo de etanol na circulagdo sistémica. Um grande niimero de
estudos tem evidenciado que a mucosa gastrica contribui substancialmente para esse primeiro
passo do metabolismo do alcool (CABALLERIA et al., 1987, CABALLERIA et al., 1989;
LIM et al., 1993). Uma fragdo significativa do etanol ingerido é metabolizado na mucosa
gastrica, que contém uma alcool-dehidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1). Em mamiferos, a alcool-
dehidrogenase compreende uma grande familia de enzimas divididas em seis classes de
acordo com a estrutura e fungdo. As enzimas de classe IV sdo extra-hepdaticas, sendo
encontradas principalmente na mucosa gastrica, sendo responsaveis pela metabolizacdo do
etanol no estomago (ESTONIUS et al., 1996). Portanto, a fragao de etanol ingerido que chega
ao figado ¢ maior quando administrada intravenosamente do que por via oral (BATTISTON
et al.,, 1996). Foi demonstrado também que o etanol em baixas doses (20%) provoca
citoprote¢do adaptativa, com participacdo dos componentes do sistema nervoso autébnomo,
reduzindo o dano macroscdpico provocado por doses mais altas de etanol no estdbmago, mas

nao havendo melhora microscépica (KO; CHO, 1998).
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2.4 Fisiologia gastrica — Motilidade e Secrecio Acida Gastrica:

O trato gastrointestinal (TGI) ¢ de importancia fundamental para o organismo,
visto que exerce a funcao de prover o mesmo de agua, eletrdlitos e nutrientes (GUYTON;
HALL, 2006). As suas fungdes dependem de propriedades inerentes a musculatura lisa
intestinal, reflexos de neurdnios intrinsecos no intestino ¢ do sistema nervoso central (SNC),
além de efeitos paracrinos de mediadores quimicos e hormonios gastrointestinais (GANOG,
2003). Porém, as principais fungdes do estdmago sdo as auténomas e as controladas
predominantemente pelo sistema nervoso entérico (SNE) (HOOGERWERF; PASRICHA,
2001).

O SNE esta presente na parede do TGI, do eso6fago até o anus, e ¢ formado por
aproximadamente 100 milhdes de neurdnios, o equivalente ao total de neuronios presentes na
medula espinhal. Estd envolvido no controle da motilidade e secre¢do do TGI, sendo
composto basicamente por dois plexos: (1) plexo mioentérico (Auerbach): localizado entre a
camada muscular longitudinal e circular da parede intestinal, e responsavel pelo controle
motor; (2) plexo submucoso (Meissner): localizado na submucosa da parede intestinal, e
regula a secre¢do, transporte de liquidos e o fluxo vascular. Fibras extrinsecas do simpético e

parassimpatico sao responsaveis pela conexado entre estes plexos (GUYTON; HALL, 2006).

A parede do estomago ¢ delgada na regido do fundo e do corpo e se espessa em
direcdo a jun¢ao gastroduodenal. Como em outros territorios do trato gastrintestinal, as fibras
musculares lisas estdo arranjadas em camada circular e longitudinal (BOYCE, 2008). Na
regido do corpo, nas paredes anterior e posterior as fibras também se dispdem em camada
obliqua. O piloro ndo ¢ um esfincter anatomicamente definido, porém o comportamento
contratil das camadas musculares na regido se distingue das camadas adjacentes. Ha, pois,
uma regido diferenciada que, fisiologicamente, ¢ um esfincter. Entre o estdbmago e o bulbo
duodenal ha um anel conjuntivo, interrompendo a continuidade de fibras musculares. Apenas
algumas fibras da camada longitudinal passam pela jung¢do, de um para outro 6rgdo

(UCHIDA; KAMIKAWA, 2007; SCHEMANN et al., 2008).
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A inervacao extrinseca parassimpatica tem as fibras pré-ganglionares no vago. As
fibras pos-ganglionares do simpatico integram o plexo celiaco. A acdo do parassimpatico, via
plexo intrinseco, ¢ excitatéria da motilidade e da secre¢@o. Por outro lado, a do simpatico ¢
inibitéria. Na jun¢do gastroduodenal a inervacdo adrenérgica, por receptores alfa, ¢
constrictora. O parassimpatico tem efeito duplo: terminacdes colinérgicas estimulam a
contragdo enquanto que outras, provavelmente utilizando VIP como mediador, sdo inibitérias
da contracdo. NeurOnios sensoriais para o estiramento, quimioreceptores (principalmente
para pH) e para dor geram e conduzem a informacao aferente para os reflexos locais e para os
reflexos envolvendo o sistema nervoso central (PARKMAN; JONES, 2009; TACK, 2008;
McCONALOGUE; FURNESS, 1994).

O estdmago possui quatro fungdes motoras principais: a acomodagdo do bolo
alimentar; a mistura do bolo alimentar com a secrecdo gastrica; a reducdo do tamanho das
particulas ingeridas e o esvaziamento gastrico. Cada uma dessas fungdes apresenta o
esvaziamento gastrico como um denominador comum (MEYER, 1994; TRONCON, 2008).
A onda peristaltica que percorre o esdfago na degluti¢do segue-se o relaxamento das camadas
musculares do fundo e do corpo do estomago (relaxamento gastrico receptivo). Receptores de
estiramento produzem as informagdes aferentes e fibras parassimpaticas, com o VIP como
mediador, inibem a contragao (LU; OWYANG, 2009). A regido do estdmago proximal ¢
responsavel pela acomodacdo do bolo alimentar e pela sua transferéncia para as porgdes mais
distais do estbmago. A acomodag¢do constitui um relaxamento reflexo do estomago proximal,
de modo a permitir que receba o volume ingerido sem que haja aumento apreciavel da sua

pressao interna (TRONCON, 2008).

O estdmago distal, que ¢ formado em grande parte pelo antro gastrico, responde
pela trituracdo do alimento ingerido, o que acarreta diminuicdo do tamanho das suas
particulas; a atividade motora desta regido ocasiona, também, a mistura do alimento ingerido
com a secrecao gastrica e, em ultima instancia, a propuls@o do quimo ao duodeno. Isto ¢ feito,
basicamente, pelas contracdes peristalticas antrais fasicas. Por sua vez, o piloro e o duodeno
proximal oferecem resisténcia ao influxo de material proveniente do estobmago, contribuindo
para que o esvaziamento gastrico ocorra de forma regular, ao longo do tempo (TRONCON,
2008; SCHEMANN et al., 2008). O duodeno distal ¢ o jejuno tém, também, fungdo

importante na inibicdo do esvaziamento gastrico. Isto se d4 em resposta a varios estimulos,
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como a distensdo mecanica ou a presenga de determinadas substancias ingeridas, como
acidos, gorduras e substancias osmoticamente ativas, que desencadeiam estimulos que irdo,
por sua vez, modular essas fungdes motoras fazendo com que o esvaziamento gastrico seja
inibido. A distensdo do estdbmago ativa mecanoreceptores gastricos. Os acidos e os nutrientes
ativam quimiorreceptores duodenais, o que gera estimulos neurais e humorais que vao
modular a fungdo motora gastroduodenal. A motilidade do corpo e do antro ¢ controlada por
uma regido de marcapasso localizada proximo ao meio do corpo. Esse marcapasso
desencadeia ondas lentas no musculo longitudinal (cerca de trés por segundo) que se
difundem para a camada de musculo circular e passam pelo antro em direcdo ao piloro. Em
determinadas circunstancias, ocorre o acoplamento eletromecanico que implica em uma
situacdo em que, para cada onda elétrica haja uma onda contratil correspondente. Esse
acoplamento gera entdo as contragdes fasicas que compode o peristaltismo do antro gastrico. A
conseqiiéncia ¢ uma onda peristaltica ou de propulsdo. Ao aproximar do piloro, essa onda
peristaltica alcanga e ultrapassa o conteudo que esta sendo impelido adiante (SCHEMANN et
al., 2008). Quando a onda chega no piloro, o antro ¢ o piloro contracm-se, fechando o
esfincter pildrico. Alguns mililitros de material podem escapar pelo esfincter, mas a maior
parte do conteudo gastrico é forgada a voltar para o antro (retropulsdo). Ao chegar ao
estomago, o alimento forma uma massa densa. A propulsdo ¢ fraca, de modo que pouco
material chega até o duodeno. O contetido torna-se mais liquido nas horas que se seguem,
devido a adicdo de secregdes, e tanto a propulsio como a retropulsio aumentam. O
esvaziamento gastrico acelera gradualmente, mas o esvaziamento total do contetdo géstrico
ap6s uma refeicdo requer um pouco mais de tempo, por ser a motilidade gastrica inibida por

sinais que se originam do intestino (SCHEMANN et al., 2008; BORNSTEIN et al., 2004).

O controle da fun¢do motora do estdmago ¢ realizado por meio de componentes
anatomicos e funcionais, como a prépria musculatura lisa gastrintestinal, o sistema nervoso
central e o entérico, a acao de hormonios sist€émicos e gastrintestinais, além da homeostase
local que envolve a acidez, o nivel glicémico e de eletrolitos, além de outros fatores.
Modificagdes desses componentes podem gerar alteragdes da fungdo, sendo todos eles,
portanto, elementos de interesse na fisiopatologia (SCHEMANN et al., 2008; BORNSTEIN
etal., 2004).
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Uma das mais importantes fun¢des do estomago ¢ a producdo de acido. O acido
gastrico facilita a digestdo de proteinas e a absor¢ao de ferro, célcio e vitamina B12. Ele
também impede a entrada de bactérias no organismo. Quando os mecanismos homeostaticos
estdo prejudicados, o volume e a acidez géstrica podem aumentar desproporcionalmente,
superando assim as defesas da mucosa gastrica, levando a formacdo de tlcera duodenal,

ulcera gastrica e doenca do refluxo gastro-esofagico (SCHUBERT, 2004).

As células parietais sdo as principais células secretoras de acido na mucosa
gastrica. Esta secrecdo ¢ regulada por mecanismos neurais, hormonais, pardcrinos e
autocrinos em niveis central ¢ periférico (KONTUREK et al., 2004), os quais convergem para

a etapa final da secregdo que ¢ a atividade da H', K" ATPase (HORN, 2000)

A H" K' ATPase é a enzima responsavel pela secrecio 4cida gastrica. A
subunidade a é a responsavel pela troca de H™ por K com gasto energético fornecido pela
catalisacdo do ATP. Nas células parietais em repouso, a bomba de H+, K+ ATPase ¢
armazenada em tubulovesiculas citoplasmaticas. Quando os receptores das células parietais
sdo estimulados por seus agonistas, sdo gerados segundos mensageiros, que através de
cascatas de fosforilagdo permitirio com que as tubulovesiculas contendo as enzimas se
fundam com a membrana apical, permitindo com que a enzima transmembranica se torne
ativa. Na auséncia do estimulo, as bombas sdo recicladas de volta para o compartimento
citoplasmatico. Inibidores das bombas de préton sdo pro-drogas que sofrem catalisacdo acida
com um rearranjo quimico nos canaliculos secretorios, permitindo, assim, a inibigdo da H',
K" ATPase através da ligagdo covalente a residuos de cisteina na subunidade a (Revisado por

SCHUBERT, 2004).

O sistema nervoso central ¢ considerado o principal responsavel pelo inicio da
secrecdo gastrica em resposta a uma antecipagdo do alimento através da liberagdo de
acetilcolina pelos neuronios eferentes vagais. A acetilcolina liga-se diretamente a receptores
M3 na membrana basolateral das células parietais e indiretamente estimula a liberacdo de
histamina das células do tipo enterocromafins (ECL) no fundo géstrico e a liberacdo de
gastrina das células G do antro gastrico (ROBERTS et al., 2003; BRUNTON et al., 2006). A
histamina liberada pelas células ECL ativa as células parietais de maneira pardcrina através da

interacdo com receptores H2. A gastrina liberada das células G estimula as células parietais
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diretamente através da ligacdo com receptores CCK 2 (CCK B) presentes na membrana da
célula ou indiretamente estimulando a liberacdo de histamina das ECL (McCONALOGUE;
FURNESS, 1994). Além dos estimulos centrais, a gastrina pode ser liberada através da
distensdo local do estdmago e composicdo quimica do conteido gastrico. A ligagdo da
acetilcolina, gastrina e histamina com seus respectivos receptores acoplados a proteina G
ativam segundos mensageiros. A ativacdo das vias que dependem do Ca”" intracelular pela
gastrina e acetilcolina e/ou de AMPc pela histamina, ativam a H', K* ATPase nas células

parietais, resultando na secreg@o acida estomacal (BRUNTON et al., 2006).

2.5 Neutoransmissores gasosos de baixo peso molecular (gaso-transmissores)

Nos anos 90 iniciou-se um novo paradigma da transdugdo de sinais célula-célula
com a descoberta de que um gas, o 6xido nitrico (NO), poderia ser liberado especificamente
dos nervos e atuar como transmissor na estimula¢do neural (KASPAREK et al., 2008). Logo
em seguido, o monoxido de carbono (CO) foi reconhecido como o segundo neurotransmissor
gasoso, agindo de forma semelhante ao NO. Recentemente com a descoberta do sulfeto de
hidrogénio (H,S) como o terceiro neurotransmissor gasoso (ABE; KIMURA, 1996), o termo
gasotransmissor foi introduzido para caracterizar gases que podem atuar como

neurotransmissores neuronais (WANG, 2002).

Além de atuar como gasotransmissores, 0 NO, CO e o H,S possuem outras
propriedades em comum como o fato de serem moléculas gasosas pequenas, sendo facilmente
permeavel entre as membranas plasmaticas das células, ndo atuam sobre receptores
especificos de membrana, sdo sintetizados enzimaticamente sob demanda, e sua produgdo
ocorre sob regulagcdo, além de possuirem efeitos fisioldogicos importantes. Devido a sua
reatividade, essas moléculas ndo sdo armazenadas em vesiculas pré-sinapticas nas células,
mas sdo sintetizadas e liberadas sob demanda. Também sao rapidamente degradadas com uma

meia-vida na ordem de segundos (KASPAREK et al., 2008).

Uma propriedade adicional desses trés mediadores gasosos ¢ sua toxicidade

sist€émica em condi¢des supra-fisiologicas, que levou esses gases a serem inicialmente
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conhecidos como poluentes ambientais ou toxinas, antes de terem suas fungdes organicas

reconhecidas (WU et al., 2005; BECKMAN et al., 1993).

2.6 Sulfeto de hidrogénio (H,S): Quimica, Toxicidade e Sintese

O sulfeto de hidrogénio ¢ um gas incolor com um odor forte de ovo podre. Ha
muito tempo essa molécula tem sido largamente estudada no contexto da poluicdo industrial e
atmosférica, estando associadas com as industrias de celulose e papel, refinarias de petréleo e
mineracao (MILBY; BASELT, 1999). Contudo, estudos recentes demonstram que, assim
como 0 NO e o CO, o H,S esta envolvido em inumeras fungdes fisiologicas, sendo produzido

em muitos tecidos de mamiferos (FIORUCCI et al., 2006).

A toxicidade do H,S ¢ vista em concentragdes muito superiores aquelas
produzidas de forma endogena e geralmente estd associada a presenca dessas altas
concentragdes no pulmio. O H,S ¢ um potente inibidor da citocromo c-oxidase (LI et al.,
2006). Exposigdes continuas ao H,S (15 — 20 ppm) geralmente causa irritagdo das membranas
da mucosa e conjuntiva dos olhos. Em concentragdes de 250 ppm, o H,S pode causar edema
pulmonar e acima de 1000 ppm pode resultar em coma e morte (MILBY; BASELT, 1999). O
H,S esta presente em concentragdes micromolares no sangue (ZHAO et al., 2001; HOSOKI et
al., 1997). Devido ao alto potencial de toxicidade deste gas, no organismo existem sistemas
eficientes para metabolizar e eliminar esse gas. O H,S pode ser metabolizado por oxidagdo na
mitocondria ou por metilagdo no citosol, podendo ser eliminado por metahemoglobina ou
glutationa oxidada, sendo excretado pelo rim na forma de sulfato livre ou conjugado (WANG,
2002). O fato do H,S interagir com a hemoglobina, assim como o0s outros dois
gasotransmissores pode sugerir uma possivel interagdo entre esses trés mediadores
(FIORUCCI et al., 2006). Interessante ¢ que o envenenamento de animais por H,S ¢é
prevenido pela administracdo de nitrito, sugerindo que a metahemoglobinemia provocada
induzida por nitrito tem sido um antidoto eficaz contra a intoxicagdo por H,S (HUANG;

CHU, 1987).
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O H;S ¢ um &cido fraco que se dissocia, em solucao, em duas etapas:

H,S ——»H +HS

HS —» H +§*

Em solucdes aquosas alcalinas (pH 7,2), aproximadamente um ter¢o do gas
encontra-se na sua forma ndo-dissociada. O H,S também ¢ permedvel a membrana
plasmatica, pois sua solubilidade em solventes lipofilicos ¢ cinco vezes maior do que na dgua
(MOORE et al., 2003; SEARCY; LEE, 1998). O H,S queima numa ampla faixa de
inflamabilidade com o ar e ¢ perigosamente reativo quando misturado com acido nitrico ou
outros fortes oxidantes como o acido sulfurico. Esse gés ¢ ligeiramente mais pesado do que o

ar e se condensa na forma liquida a temperatura de -62°C (MAINIER; VIOLA, 2005).

Apesar da atividade toxica do H,S exdgeno, recentemente foi demonstrado que
esse gas também ¢ formado naturalmente no corpo e preenche uma série de fungdes. Essa
molécula ¢ formada extensamente nas células de mamiferos, necessitando de enxofre (S)
como o elemento quimico e biologicamente ativo. Os compostos contendo enxofre nos
tecidos podem estar presentes na sua forma estavel ou labil. Os principais compostos

doadores de enxofre nos tecidos sao a metionina, cisteina e taurina (UBUKA, 2002).

A L-cisteina ¢ o substrato para duas enzimas piridoxal 5’-fosfato dependentes:
cistationina y-lyase (CSE; EC 4.4.1.1) e cistationina -sintetase (CBS; EC 4.2.1.22) (MOORE
et al., 2003). Essas enzimas sao responsaveis pela maior parte da producdo do H,S enddgeno
nas células de mamiferos (figura 2). Outras vias enzimaticas também s3o capazes de formar
naturalmente H,S no corpo, mas até o momento, essas vias ndo tém sido estudadas em

profundidade e parecem ter uma importancia bioldgica mais limitada (LI et al., 2006).

CBS e CSE sao enzimas importantes para o metabolismo dos aminoacidos
contendo enxofre, bem como para producdo de H,S, amonia e piruvato, usando como
substrato a L-cisteina. A CBS ¢ predominante no sistema nervoso central (SNC), enquanto a

atividade da CSE ¢ maior nos tecidos periféricos (WANG, 2002).
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u 3-mercapto-sulfotransferase

Piruvato + H,S

Figura 2: Principais vias endogenas de producdo do sulfeto de hidrogénio

A CBS ¢ um polipeptidio de 63 kilodaltons contendo trés dominios: um dominio
de ligagdo do heme, um nucleo catalisador ¢ um dominio regulatério, compreendendo,
respectivamente, 70 residuos da extremidade N-terminal, 340 residuos da regido central e 140
residuos da extremidade C-terminal (MEIER et al., 2001). A forma catalitica da CBS é uma
proteina tetramérica que ¢ dependente de piridoxal fosfato. Em humanos essa enzima ¢
regulada pela S-adenosilmetionina, gerado durante o metabolismo da metionina (RATNAM et

al., 2002).

A CBS catalisa a reacdo de substituicdo do piridoxal 5'-fosfato dependente em
que o tiolato da L-homocisteina ¢ substituido pelo grupo hidroxila da L-serina, ou seja, €
responsavel pela producao da cistationina pela adi¢ao de serina a homocisteina (FIORUCCI et
al., 2006). A cistationina formada pode entdo ser convertida em L-cisteina através da CSE. A
L-cisteina pode entdo ser convertida em amonia, piruvato ou H,S via CBS e CSE (Figura 2).
Em humanos, a expressdo do gene que codifica a CBS ¢ regulada através de um mecanismo
ligado ao estado de proliferacao da célula. A regulacao transcripcional e pds-traducional da
CBS de mamiferos ¢ consistente com a conexdo metabdlica entre L-homocisteina e

glutationa, que é um composto importante derivado da L-cisteina (MEIER et al., 2001).
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A CSE ¢ uma proteina de 43 kilodaltons sendo expressa em grande quantidade
nos tecidos periféricos como figado, rim e estbmago e expressa em pequenas quantidades no
sistema nervoso central (AWATA et al., 1993). E a principal enzima envolvida na produgao

de H,S nestes tecidos.

2.7 Sulfeto de hidrogénio (H,S): A¢oes Fisiolégicas

Estudos recentes tém mostrado que o H,S estd implicado em muitas fungdes
fisiologicas que incluem as respostas imunes e inflamatorias, percep¢do e mediacdo da dor,
bem como o controle da integridade da mucosa gastrica, do tonus vascular e o controle da

motilidade gastrintestinal (FIORUCCTI et al., 2006).

Relativamente, altas concentracdes de H,S (50 — 160 umol/L) foram detectadas no
cérebro de diversas espécies, incluindo camundongos, ratos, bovinos e humanos (GOODWIN
etal., 1989; SAVAGE; GOULD, 1990). As duas enzimas, CBS ¢ CSE podem ser encontradas
no SNC, mas a atividade da CBS ¢ cerca de 30 vezes maior do que a CSE nos neuronios
(AWATA et al., 1995). O H,S tem sido implicado em varias fun¢des neuronais como na
inducdo da liberacdo do hormdnio de liberacdo de corticotropina do hipotdlamo (RUSSO et
al., 2000) e na inducdo da potencia¢do a longo prazo no hipocampo, sendo importante no
aprendizado, memoria e hiperalgesia (ABE; KIMURA, 1996). Os mecanismos através dos
quais o H,S modula as fungdes neuronais ainda sao parcialmente conhecidos. O H,S aumenta
os niveis de cAMP nos neur6nios e também hiperpolariza os neurénios primarios por ativar os
canais de potassio ATP-dependentes (Katp) (MOORE et al., 2003). Além disso, potencializa
a potenciacdo a longo prazo do hipocampo aumentando a sensibilidade do N-metil-D-

aspartato (NMDA) por uma via mediado por cAMP (KIMURA, 2000).

Além da possibilidade de modulacdo da musculatura lisa através de seus efeitos
neuromoduladores, o H,S também pode alterar diretamente o tonus do musculo liso
(HOSOKI et al., 1997). As agdes do H,S tém sido muito estudadas em tecidos vasculares

apresentando relaxamento como efeito predominante. Similarmente, foi recentemente
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demonstrado que o NaHS, que ¢ um doador de H,S, também induz relaxamento no ileo de
coelhos e vasos deferentes de ratos (TEAGUE et al., 2002). O mecanismo pela qual o H,S
exerce efeitos relaxantes ainda ndo estd bem compreendido, embora seja provavel que esse
efeito deva ser mediado pela abertura dos canais de Karp (QUAYLE et al., 1997). Estes
canais estdo relacionados com a atividade elétrica celular e nas células musculares lisas, a
abertura dos canais de Katp leva a uma hiperpolarizacdo da membrana celular e inativagao
dos canais de célcio voltagem-dependentes do tipo L, levando a um relaxamento em virtude
da diminui¢ao da concentragdo intracelular de calcio livre (NELSON; QUAYLE, 1995).
Assim, foi demonstrado que os efeitos relaxantes do H,S colon, por exemplo, ¢ devido a
estimulagdo dos Karp, € que a administragdo de glibenclamida (antagonista dos Karp) inibe

seu efeito relaxante (DISTRUTTI et al., 2006).

Embora o principal efeito do H,S no musculo liso seja a produgdo de relaxamento,
em alguns tecidos e em algumas espécies de animais o H,S pode exercer efeitos contrateis.
Foi demonstrado que o H,S produz respostas contrateis na bexiga urinaria de ratos por
ativagdo dos neurOnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina (PATACCHINI et al.,
2004). Entretanto, no trato gastrintestinal, foi demonstrado que o H,S pode exercer tanto
efeito excitatorios produzindo contragdo tdnica, quanto efeito inibitério na contratilidade

espontanea (ZHAO et al., 2009).

Assim como outros mediadores gasosos, o H,S pode exercer acdes
antiinflamatdrias ou contribuir para injuria tecidual e inflamagao (FIORUCCI et al., 2006). O
H,S ¢ um potente inibidor da aderéncia de leucdcitos no endotélio vascular (WALLACE et
al., 1993). Além disso, possui efeitos analgésicos e antioxidantes (DISTRUTTI et al., 2006).
O mecanismo através dos quais o H,S exerce efeitos antiinflamatorios ainda ndo esta
completamente compreendido, contudo, mais uma vez, parece que os canais de Kapp devem
estar envolvidos, uma vez que foi demonstrado que o H,S reduz a infiltragao de leucécitos e a
formagdo de edema, via ativagdo dos canais de Katp (ZANARDO et al., 2006). Em contraste,
Wallace et al. (2007) mostrou que a melhora da cicatrizagdo da tlcera gastrica em ratos
promovida pelo H,S ndo esta associada com os canais de Karp, uma vez que a glibenclamida
(antagonista dos canais de Karp) ou o pinacidil (ativador dos Karp) ndo afetaram a

cicatrizagao da tlcera.
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Estudos recentes sugerem que o H,S também pode contribuir para a defesa da
mucosa gastrica. No estdmago ocorre expressao de CSE e CBS que sdo responsaveis pela
sintese de H,S, sendo a CSE a principal responsavel pela formacdo de H,S na mucosa géstrica
(FIORUCCI et al., 2005). O sulfeto de hidrogénio possui um importante papel na regulagido
do fluxo sanguineo gastrico e estd envolvido na manutengdo da integridade da mucosa
gastrica em roedores tratados do AINEs (FIORUCCI et al., 2006). Assim, considerando um
numero limitado de informagdes a respeito do papel fisiopatologico do H,S na lesdo géastrica,
nods resolvemos investigar a agdo gastroprotetora do H,S frente a lesdo gastrica induzida por

etanol em camundongos.

Ha evidéncias de que o H,S também ¢ um importante mediador da motilidade
gastrintestinal. Hosoki et al. (1997) demonstrou que em ileo isolado de ratos expressa tanto a
enzima CSE quanto CBS. Além disso, foi demonstrado que o NaHS (doador de H,S) produz
inibigcdo da contra¢do espontanea no ileo isolado de coelhos (TEAGUE et al., 2002) ¢ no
colon de ratos (DISTRUTTI et al., 2006). Em contraste com estes efeitos, o H,S também
produz respostas contrateis no musculo liso da bexiga urinaria (PATACCHINI et al., 2005).
Face a grande limitacdo de conhecimento a respeito da influéncia do H,S na motilidade
gastrica e o fato de que o transito GI resulta de um interface entre o tonus gastrico, a atividade
fasica distal do estobmago e a resisténcia oferecida pelo intestino delgado (MALAGELADA;
ALBEROZ, 1989), nés também decidimos neste trabalho investigar a influéncia dos doadores
de H,S no esvaziamento gastrico de liquidos em camundongos acordados e seu possivel

mecanismo.

2.8 Mecanismos de protecio gastrica

Em condigdes fisiologicas, existe no estdmago um balango entre os fatores
agressores (HCI, pepsina, bile e enzimas pancreaticas) e os mecanismos gastroprotetores
(muco-bicarbonato, NO, prostraglandinas e glutationa). Esses ultimos podem ser
classificados, pelo local de acdo, em mecanismos de protecdo pré-epitelial, epitelial ou
subepitelial. O primeiro nivel de defesa do estdmago consiste de fatores secretados no I[imen

incluindo 4cido gastrico, bicarbonato, muco, imunoglobulinas e outras substancias
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antibacterianas (WALLACE; GRANGER, 1996). O acido pode ser visto como a primeira
linha de defesa da mucosa, por causa de sua importancia na reducdo da possibilidade de
colonizacdo bacteriana no estdbmago. A barreira muco-bicarbonato, que cria um gradiente de
pH necessario para manter neutra a superficie das células epiteliais contra a acidez gastrica. A
protegdo epitelial ¢ dada pelos surfactantes (fosfolipidios anfoteros) que aumentam a
hidrofobicidade das membranas biologicas, tornando-as resistentes aos agentes hidrofilicos
agressores, tais como a aspirina. Juntamente com os surfactantes, os compostos sulfidrilicos
ndo-protéicos (NP-SH, glutationa) constituem fatores importantes da protegdo epitelial contra
radicais livres. O epitélio também ¢é capaz de se reparar rapidamente caso sofra uma agressao,
devido a répida proliferagao que essas células possuem (WALLACE; GRANGER, 1996). A
protecdo subepitelial ¢ dada pelo fluxo sanguineo que suplementa nutrientes e oxigénio, além
de remover ions hidrogénio e outros agentes nocivos. A microcirculagdo da mucosa gastrica ¢
alterada por mediadores secretados pelos nervos sensoriais aferentes, localizados na mucosa e
submucosa gastrica. A difusdo de acido ou toxinas para a mucosa gastrica resulta em uma
elevagdo do fluxo sangiiineo, que ¢ essencial para limitar os danos e facilitar a reparagdo

celular (WALLACE; GRANGER, 1996).

2.9 Mecanismos de proteciao gastrica — Glutationa Reduzida

O metabolismo celular normal envolve a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Porém, a geracdo excessiva de ROS pode prejudicar o funcionamento
celular. As ROS causam inflamacao e morte celular, através da modulagdo das vias de
transdugdo do sinal, por afetar as enzimas redox-sensiveis e fatores de transcrigdo, por auxiliar
a atividade de proteases, e por estimular a expressao de mediadores inflamatérios € moléculas
de adesdo (UZUN et al., 2005). As ROS sdo produzidas como conseqiiéncia da respiragao
aerobica e da oxidacao de substratos, ¢ causam danos oxidativos nos tecidos. As ROS incluem
radicais livres como os radicais hidroxilas (*OH"), ou superdxidos (+O”) e espécies de radicais
nao livres, como o peroxido de hidrogénio (H,O;). O papel das ROS na patogénese das lesdes
gastricas experimentais agudas induzidas por estresse, etanol e AINES ¢ bem conhecido.
Causam peroxidagao lipidica nas membranas, por atacar 4cidos graxos insaturados. Quando
atacam o DNA celular, pode promover a formacdo de cancer como conseqiiéncia de uma

mutagdo (BAYIR et al., 2006).
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Organismos aerobicos possuem sistemas de defesa antioxidantes, incluindo
antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos contra efeitos toxicos das ROS. Um importante
antioxidante no contexto do trato GI ¢ a glutationa reduzida (GSH), que ¢ um tripeptideo
composto de glutamato, glicina e cisteina, existente em praticamente todas as células de
mamiferos (figura 3). Ele exibe um grande nimero de funcdes essenciais para a célula,
incluindo transporte de aminodcidos, catdlise enzimdtica e prote¢do contra os efeitos
deletérios de radicais livres enddgenos e metabolitos toxicos (MEISTER, 1991; ROSS, 1988).
E relatado que o ciclo redox da GSH esta especificamente envolvido na protegdo das células
epiteliais gastricas contra a lesdo causada por etanol (NATALE et al., 2004). A atividade
antioxidante do GSH ¢ mediada por dois mecanismos: primeiro, 0 GSH pode diretamente
remover radicais livres; segundo, o GSH pode funcionar como um substrato para a glutationa
peroxidase (GPX), eliminando peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos no citosol e

mitocondrias (REED; FARISS, 1984).

Glutamilcisteina
Glutamato + Cisteina Sintetase » Glutamilcisteina
Glutationa
Glutamilcisteina + Glicina Sintetase _ Glutationa

Figura 3: Esquema representativo das etapas na sintese de glutationa
Fonte: Smith et al. (1996)

Na década de 80, um grande numero de pesquisadores relatou sobre a importancia
do GSH na defesa da mucosa géstrica. Esta tese foi inicialmente baseada na observacdo de
que, tanto no homem como em animais, o GSH estd presente em altas concentragdes no
estbmago quando comparado com outros Orgdos, sugerindo seu papel protetor como um
composto antioxidante endogeno (BOYD et al., 1981; SZABO et al., 1981; MILLER et al.,
1985; MUZUI; DOTEUCHI, 1986). Ao mesmo tempo, algumas substancias conhecidas por
causar injuria na mucosa gastrica foram associadas com uma diminui¢do dos niveis de GSH,
enquanto os agentes conhecidos por causar protecdo na mucosa gastrica, como as
prostaglandinas, aumentam a concentragdo de GSH (SZABO et al., 1981; MILLER et al.,
1985; MUZUIL; DOTEUCHI, 1986).
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2.10 Canais de potassio sensiveis a0 ATP (Karp) e a protecio gastrica

Os canais de Katp participam da atividade elétrica em muitos tecidos por regular o
fluxo de potassio na membrana celular. Esses canais podem ser ativados por alguns fatores
como a voltagem, a entrada e a liberagdo de calcio intracelular, as proteinas G e ATP. Os
canais Karp pertencem a uma grande familia de proteinas de membrana. Foi descoberto
inicialmente no coragdo (NOMA, 1983) e encontrado mais tarde em outros tecidos como o
pancreas (ASHCROFT et al., 1984), o musculo esquelético (SPRUCE et al., 1985), o
musculo liso (STANDEN et al., 1989), o rim (HUNTER; GIEBISCH, 1988) e o cérebro
(ASHFORD et al., 1988). Os canais de Karp sdo inibidos pelo ATP intracelular e ativados
pelo MgADP, um composto que interage com as NBFs (nucleotideos receptores de
sulfoniluréias) da subunidade SUR do canail de Karp, ativando-o (GLIBLLE et al., 1997,
NOMA, 1983). Apresentam um importante papel em varios processos fisiologicos como a
liberagdo de neurotransmissores (LISS et al., 1999), a excitabilidade celular, a secre¢do de
horménios, a citoprotecdo na isquemia cardiaca e cerebral, a reatividade vascular, o tonus do
musculo liso (DAUT et al.,, 1994), o controle da secrecdo de insulina e glucagon
(ASHCROFEFT et al., 1984). Também estao envolvidos nas respostas celulares a varios tecidos,
alterando o estado metabdlico, como hiperglicemia, hipoglicemia, isquemia e hipdxia

(YOKOSHIKI et al., 1988; SEINO; MIKI, 2003).

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

contra a lesdo neuronal e neurodegeneragao (BLONDEAU et al., 2000).
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Tem sido postulado que os canais de Katp estdo envolvidos em uma variedade de
fungdes fisiopatologicas do estomago tais como: regulagdo do fluxo sanguineo, secre¢ao de
acido gastrico e contratilidade do estdomago (TOROUDI et al., 1999). Entretanto, os efeitos
diretos sobre os canais de potassio sensiveis ao ATP na modulagdo dos eventos

gastroprotetores ndo foram ainda completamente investigados.

Alguns compostos como o diazéxido, o cromokalim, o pinacidil e o nicorandil sdo
drogas que ativam e abrem os canais de potdssio em diversos tecidos, causando
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e redu¢do da atividade elétrica (ASHCROFT;
GRIBLLE. 2000; JAHANGIR et al., 2001). Trabalhos recentes estudando os efeitos do
diazoxido no estdbmago demonstraram que ele inibiu as lesdes na mucosa gastrica induzidas
por etanol, enquanto a glibenclamida (bloqueia o canal de Kartp) aumentou as lesdes gastricas
induzidas por etanol (TOROUDI et al., 1999). Também foi mostrado que o efeito lesivo
direto da indometacina na mucosa gastrica de rato pode ser agravado pelo uso da
glibenclamida. Entretanto esse efeito pode ser inibido com o uso de cromokalim ou diazoxido
(AKAR et al., 1999; GOMES et al., 2006). Peskar e¢ colaboradores demonstraram que a
gastroprotecdo por varios agentes ¢ inibido ndo somente pela indometacina, mas também pela
glibenclamida. Estes dados sugerem que o mecanismo de agdo das prostaglandinas endogenas
e exogenas envolve a ativagdo dos canais de Katp (PESKAR et al., 2002). Assim, todos esses
trabalhos sugerem que a regulacdo da abertura dos canais de Kapp no estomago pode

mudulatério na defesa da mucosa géstrica a agressdes externas.

2.11 Neuronios aferentes sensiveis a capsaicina e a protecao gastrica

Apo6s o descobrimento das propriedades farmacoldgicas da capsaicina as fungdes
eferentes dos neurdnios primarios passaram a ser intensamente estudadas. A capsaicina (8-
metil-N-vanilil-6-nonamida) ¢ uma substancia irritante extraida de pimentas vermelhas
presentes em plantas do género Capsicum (MAGA, 1975). A capsaicina ¢ um estimulante de
alguns neurodnios aferentes de mamiferos, entretanto em altas doses produz dessensibilizagao

desses neuronios (ABDEL SALAM et al., 1994).
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Para denotar uma subpopulagdo de neurdnios aferentes primarios suscetiveis a
acdo excitatoria ou inibitoria da capsaicina, estes foram denominados neur6nios primarios
sensiveis a capsaicina (CSPA) (SZOLCSANYI, 1977, BUCK; BURCKS, 1986).
Posteriormente, foi proposto uma nova denominagdo, neurdnios aferentes primarios sensiveis
a vanildides (VSPA), tendo em vista que, além da capsaicina, outras substancias sao capazes
de atuar nos mesmos receptores da capsaicina, os chamados receptores de vaniloides

(SZALLASI; BLOOMBERG, 1999).

Os neurdnios CSPA s3o neurdnios bipolares com o corpo no ganglio da raiz
dorsal ou no ganglio trigeminal. Com relagdo a seu didmetro e a modalidade sensorial, os
mesmos sao divididos em dois tipos: neurdnios de pequeno didmetro, amielinizados, do tipo
C, com fungdes nociceptoras polimodais, e neurdnios de grande didmetro mielinizados do tipo
Ad, com fungdes nociceptoras térmicas e mecanicas (HOLZER, 1988). Os terminais
periféricos dos neuronios CSPA sdo os locais de liberagdao de diversos neuropeptideos pro-
inflamatérios como a substdncia P (SP), as neurocininas (taquicininas) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) que, por sua vez, dardo inicio a uma cascata

bioquimica coletivamente conhecida como inflamagao neurogénica (SZALLASI et al., 2007).

No estomago, o CGRP estd presente nos terminais periféricos dos nervos
aferentes sensiveis a capsaicina e exerce agao protetora. Estas terminacdes nervosas € os
mediadores estdo envolvidos com a resposta protetora da mucosa ao acido luminal, incluindo
aumento do fluxo sangiiineo da mucosa e da secrecdo de muco e bicarbonato (DEMBINSKI
et al., 2005). O CGRP mostrou efeitos gastroprotetores quando foram induzidas lesdes por
etanol, indometacina e aspirina. Em estomago de ratos, seu efeito gastroprotetor ¢ mediado
principalmente pelo aumento do fluxo sangiiineo da mucosa géstrica através do aumento da

producao de NO (KAWASHIMA et al., 2002).

O papel dos neurbnios aferentes primarios no acompanhamento real
ou ameagas potenciais para a mucosa gastrintestinal ¢ de relevancia fisioldgica
para a homeostase do corpo. Os neurénios CSPA sd3o agora reconhecidos
por reforcar a defesa da  mucosa  gastrintestinal  através de  varios
mecanismos, entre os quais os reflexos autdbnomos e o inicio de protecao tecidual local frente

a agressdes (HOLZER, 2007). A importancia do papel dos neurdnios sensoriais sensiveis a



45

capsaicina na manutencao da integridade da mucosa gastrica origina-se em estudos mostrando
a capsaicina sistémica (GRAY et al., 1994; HOLZER; LIPPE, 1988) ou a capsaicina injetada
em altas concentragdes no estomago (ABDEL-SALAM et al., 1995; SZOLCSANYI, 1990) e
em pata de ratos para dessensibilizar os neurdnios aferentes, resultando em exacerbagdo dos
efeitos lesivos de agentes ulcerogénicos. Entretanto, a capsaicina em concentragdo que
estimulam os neuronios periféricos tem agdo protetora da mucosa gastrica (ABDEL-SALAM
etal., 1994).

A sensibilidade dos CSPA a capsaicina ¢ devida principalmente a expressdo do
receptor potencial transiente de vanildide do tipo 1 (TRPV1) (CATERINA et al., 1997).
TRPV1 foi confirmado como um canal i6nico ndo seletivo, depois de ser clonado em ratos
(CATERINA et al., 1997) e em humanos (HAYES et al., 2000; MCINTYRE et al., 2001).
Estudos “in vitro” tém demonstrado que, além da capsaicina, o TRPV1 pode ser ativado por
calor nocivo (CATERINA et al., 1997), baixo pH (TOMINAGA,2008), substancias
endogenas pro-inflamatorias (SZALLASI; BLUMBERG, 1999) e produtos da lipoxigenase
(CATERINA; JULIUS, 2001).

Uma vez sensibilizado, o receptor TPRV1 possibilita o influxo de fions,
predominantemente ions calcio (MARSH et al., 1987; WOOD et al., 1988), ¢ esse influxo ¢
propagado através da fibra e pode ser traduzido como dor pelo sistema nervoso central
(HOLZER, 1991). De fato, esse ndo ¢ o tinico mecanismo pelo qual a informag¢ao nociceptiva
¢ transmitida do neurdnio de primeira para o de segunda ordem, no corno dorsal da medula
espinhal. Provavelmente, neurotransmissores tais como glutamato, ATP, e uma variedade de
outros neuropeptideos estdo envolvidos nesse processo (HOLZER, 1991; LUNDBERG,
1996).

A capsazepina, um antagonista TRPVI1, tem sido usada para reverter a
hiperalgesia em modelos de dor cronica e inflamatoria (WALKER et al., 2003). Kwak et al.
(1998) demonstraram que a administracdo de capsazepina, reduz a expressao de
neuropeptideos inflamatorios induzida pela capsaicina, agonista TRPV1, e pela formalina e,
ainda, que a reducdo dos neuropeptideos inflamatérios induzida pela formalina ¢ menor.
Recentemente, foi demonstrado que o etanol estimula os receptores TRPV1 em neuronios

sensoriais aferentes primdrios, promovendo uma inflamag¢do neurogénica, incluindo
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extravasamento de plasma e dilatagdo coronaria mediada pelo CGRP (NICOLETTI et al.,
2008).

A manutencdo da integridade da mucosa gastrintestinal depende de mecanismos
de protecdo em face de um possivel agente agressor e os neurOnios sensoriais sensiveis a
capsaicina (CSPA) participam da gastroprotecdo através de diferentes mecanismos. As
respostas de protecao desencadeada por CSPA compreendem alteragdes no trato GI como o
fluxo de sangue, secre¢do e motilidade, bem como alteragdes na funcdo imune (HOLZER,
2007). No entanto, existem poucos relatos de correlagdo entre H>S e CSPA bem como seu
envolvimento nas fungdes gastrintestinais. Patacchini et al (2004) demonstraram que o H,S
estimula os neurénios CSPA na bexiga urinaria de ratos e Trevisani et al. (2005) apontaram
para um papel de H,S no ativagdo de taquicininas induzindo respostas inflamatorias
neurogénicas nas vias aéreas de porcos da Guiné e que este efeito ¢ mediado pela estimulacao

dos receptores TRPV1.

Assim, considerando o numero limitado de informagdes sobre o papel
fisiopatologico do H,S na lesdo géstrica, nosso objetivo foi avaliar o efeito protetor do H,S na
lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos e a influéncia dos canais Karp, dos

neurdnios sensiveis a capsaicina e dos receptores TRPV1.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Avaliar o papel do sulfeto de hidrogénio (H,S) na defesa da mucosa e no controle da
motilidade gastrica em camundongos, bem como estudar a participa¢do dos canais de
Karp, dos neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina e dos receptores TRPV1 neste

efeito.

3.2 Especificos

v Testar a acdo da L-cisteina (substrato para sintese de H,S) ou de doadores de H,S
(reagente de Lawesson’s e NaHS) na lesdo géstrica, consumo de glutationa e aumento
da peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica, induzidos pela administragdo de etanol

50%:;

v Avaliar o efeito tratamento com glibenclamida (antagonista seletivo dos Karp), com
doses neurotoxicas de capsaicina (para ablacdo dos neurénios aferentes) ou com

capsazepina (antagonista dos receptores TRPV 1) sobre o efeito gastroprotetor do H,S;

v Estudar o efeito da L-cisteina (substrato para sintese de H,S) ou de doadores de H,S
(reagente de Lawesson’s e NaHS) no esvaziamento gastrico de liquidos em
camundongos acordados, na secre¢ao gastrica acida basal e contratilidade espontanea

do fundo gastrico;

v Investigar o papel dos canais de Karp e dos receptores TRPV1 nas alteragdes do
esvaziamento gastrico induzidas por doadores de H,S (reagente de Lawesson’s ¢

NaHS).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

No presente trabalho, foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando
entre 25 e 30 gramas. Os animais foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura
de 22 + 2°C num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais foram privados de alimento por 18-
24h antes dos experimentos, mas tiveram acesso livre a agua. Os grupos experimentais
consistiram de 5-8 animais por grupo. Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara — UFC e pelo Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Os protocolos experimentais
estdo de acordo com os padrdes de uso de animais experimentais e o projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa animal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do

Ceara (protocolo N° 63/07).

4.2 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

v Agitador de tubos tipo Vortex certomart® MV

v Aquecedor com temperatura controlada (banho-maria)
v' Alicate pra deslocamento cervical

v Balanga Analitica Ohaus AS2600

v Balanga Analitica Marte A1200

v Béquers

v Centrifuga Eppendorf 5804R

v Centrifuga de eppendorf Revan, ciclo I

v Canula para gavagem

v ELISA ELX 800 - Biotek
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v Espectrofotdometro Spectronic 20 Genesys

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

v Lamina lisa para microscopia 26x76 mm

v Laminula 24x32 mm

v Maquina fotografica digital (Sony Cybershoot, 7.2 mpx)

v Material cirurgico

v Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N

v Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 uL

v Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2

v Microscépio Leica acoplado a computador

v Micrétomo Olympus

v Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

v" Seringas (B-D Plastipak)

v" Sonicador

v' Tubos de ensaio

4.3 Drogas utilizadas

v' L-cisteina (Sigma- Aldrich), diluido em solugdo salina;

v DL-propargilglicina (Sigma- Aldrich), diluido em solu¢ao de NaOH 0,05 N;

v Reagente de Lawesson’s (Fluka-India), diluido em solugao salina;

v' NaHS (Sintetizado pelo laboratério de quimica da Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto), diluido em solugdo salina;

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

v' Capsaicina (Sigma- Aldrich), diluida em solugao salina;

v Capsazepina (Sigma- Aldrich), diluido em solugao salina;

v Teofilina

v Anticorpo anti-CBS (ABNOVA, Taipei, Taiwan)

v Anticorpo anti-CSE (ABNOVA, Taipei, Taiwan)

4.4 Corantes

v Eosina (Merck)

v Hematoxilina (Reagen)

4.5 Solugoes

v Solucdo Salina

Cloreto de Sodio a 0,9% estéril

v Formol 10 %

Formol Absoluto 10 ml

Agua destilada 90 ml

v Acido tricloroacético (TCA) 50%

TCA 50 g



Agua destilada 100 ml
Tribromoetanol 2,5%

2,2,2-tribromoetanol 99% 25¢g
Salina 1000 ml
Dimetil sulfoxido (DMSO) 100%

Glicose 4%

Glicose 4¢g
Salina 0,9% 100 ml
Solu¢dao de NaOH 0,01N

NaOH 4¢
Agua destilada 1000 ml
Solu¢dao de NaOH 0,05N

NaOH 20¢g
Agua destilada 1L
Tampao Tris

Hidroximetil aminometano (Tris) 6,1l g
Agua destilada 500 ml

O pH do tampao foi acertado para 8,0
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v EDTA0,2M

EDTA 1,737 g

H,O destilada - 23,3 ml

v EDTA 0,02 M

Solu¢do de EDTA 0,2 M 10,0 ml

H,O 90,0 ml

v Tris 0,4 M pH 8,9

Tris 4,84 ¢
EDTA 02 M 10,0 ml
H,O destilada 90,0 ml

v DTNB 0,01 M

DTNB 13,2 mg

Metanol 3,33 mL

v Solucdo de KCI 1,15%

KCl 1LI5¢g

Agua destilada 100 ml

v H3PO4 1%

H3PO4 1 g

Agua destilada 100 ml

v Solucdo de Acido Tiobarbittrico 0,02 M 0,6%
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Acido tiobarbiturico 2,882 ¢

Agua destilada 1000 ml

v Fenolftaleina 2%

Fenolftaleina 2g

Etanol 50% 100 ml

4.6 Estudo da atividade gastroprotetora

4.6.1 Efeito protetor do sulfeto de hidrogénio na lesdo géstrica induzida por etanol em

camundongos: curva dose-resposta

Os camundongos foram tratados, por gavagem, com L-cisteina (precursor da
sintese de HsS, 25, 50 ¢ 100 mg kg™) sozinha ou com DL-propargilglicina (inibidor da sintese
de CSE, 15, 50 and 150 mg kg-1, v.0), NaHS (doador de H,S, 75, 150 ou 300 pmol kg'l) ou
regente de Lawesson’s (doador de H,S, 3, 9, 27 ou 81 pumol kg'l). Apo6s 30 min, a lesdo
gastrica foi induzida pela administragdo de etanol 50% (0.5 ml 25g™"), também por gavagem,
de acordo com a adaptagdo de ROBERT, 1979. O grupo controle recebeu apenas solugdo
salina ou salina + etanol 50%. Os animais foram sacrificados 1 hora apds a aplica¢do do
etanol por deslocamento cervical e os estdmagos foram rapidamente removidos e abertos ao
longo da grande curvatura para o estudo dos efeitos das drogas (KO; CHO, 1998). Os
estdmagos foram entdo estirados e fotografados com camera digital para posterior analise e
medi¢des das alteracdes macroscopicas com uso de um programa de planimetria
computadorizada (ImageJ). Uma amostra da regido do corpo de cada estdmago foi fixado,
imediatamente ap6s a retirada, em formal 10%, e apds 24 horas foram transferidas para alcool
etilico 70% para subseqiientes analises histopatologicas. Outras amostras, também do corpo
gastrico, foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C para posterior dosagem de glutationa
reduzida (GSH; SEDLAK; LINDSAY, 1968) e ensaio de malondialdeido (MIHARA;
UCHIYAMA, 1978).



54

Fundo

Corpo/antro

Figura 4. Esquema representativo do estobmago de roedores, mostrando a regido do fundo e
corpo gastrico e evidenciando lesdes lineares no corpo tipico do etanol. As amostras utilizadas

no respectivo trabalho foram retiradas da regido do corpo gastrico.

4.7 Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) no efeito gastroprotetor do

sulfeto de hidrogénio

Para identificar a participagcdo dos canais de potdssio ATP-dependentes no efeito
gastroprotetor da L-cisteina ou de doadores de H,S, os camundongos foram pré-tratados, por
via intraperitoneal, com glibenclamida (droga bloqueadora seletiva dos canais de potdssio
sensiveis ao ATP) nas doses de 3 ou 10 mg kg™'. Apos 1 hora, os animais receberam L-
cisteina (50 mg kg'l, v.0), NaHS (150 pmol kg'l) ou reagente de Lawesson’s (27 umol kg'l).
Trinta minutos depois, a lesdo gastrica foi induzida pela administracdo de etanol 50% (0.5 ml
25g!, v.0). Os grupos controles receberam apenas solugio salina ou salina + etanol 50%. Em
outro grupo controle foi também administrado glibenclamida (10 mg kg™, i.p) antes do etanol
50%, sem L-cisteina ou doadores de H,S. A intensidade gastroprotetora foi avaliada como
descrito anteriormente e uma amostra do corpo géstrico de cada animal foi retirada, pesada e
congelada a -80°C para a determinagéo dos niveis de glutationa e malondialdeido, seguindo a
técnica citada anteriormente e descrita por Sedlak e Lindsay (1968) ou Mihara e Uchiyama
(1978). Outra amostra de tecido foi retirada e colocada em formol a 10% e, apds 24 horas, em

alcool a 70% para analises microscopicas.
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4.8 Participaciao dos neuronios aferentes sensiveis a capsaicina na protecao do sulfeto de

hidrogénio sobre a lesio gastrica induzida por etanol em camundongos

Para avaliar o envolvimento dos neurdnios aferentes sensoriais nos efeitos
gastroprotetores da L-cisteina ou dos doadores de H,S (NaHS ou reagente de Lawesson’s), os
animais foram tratados com doses neurotoxicas de capsaicina, sendo inicialmente uma dose
Ginica de 25 mg kg e posteriormente duas doses de 50 mg kg por dia, todas por gavagem,
com um intervalo de 12 horas entre cada dose, como descrito por Maggi et al. (1988) ou
Ehrlich et al. (2004) e adaptado para nossas condigdes experimentais. Para evitar insuficiéncia
respiratoria, os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (250 mg kg™, i.p) e em

seguida receberam teofilina (20 mg kg™, i.m.), antes da administracdo de capsaicina.

Depois de 8 dias de tratamento com capsaicina, uma ou duas gotas de uma
solugdo de capsaicina (10 pg ml"') foram instiladas no globo ocular dos animais, para
descobrir se os animais foram dessensibilizados. A auséncia de reflexo significou uma efetiva
ablacdo dos neuronios sensoriais aferentes primarios. Os animais dessensibilizados foram
tratados, por gavagem, com L-cisteina (50 mg kg™), NaHS (150 pmol kg™) ou reagente de
Lawesson’s (27 pmol kg™"). Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™",
v.0). Os grupos controles receberam somente salina + etanol (sem capsaicina) ou salina +
etanol (dessensibilizados por capsaicina). A area de lesdo gastrica foi determinada 1 hora apos
o etanol. A intensidade gastroprotetora foi aferida como descrito anteriormente e uma amostra
do corpo gastrico de cada animal foi retirada, pesada e congelada a -80°C para a determinagio
dos niveis de glutationa e malondialdeido, seguindo a técnica citada anteriormente e descrita
por Sedlak e Lindsay (1968) ou Mihara E Uchiyama (1978). Outra amostra de tecido foi
retirada e colocada em formol a 10% e, apds 24 horas, em élcool a 70% para analises

microscopicas.
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4.9 Participacao dos receptores TRPV1 na protecio do sulfeto de hidrogénio sobre a

lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Para determinar se os receptores de vanildides do tipo TRPV1 participam da
gastroprotecao conferida pela L-cisteina ou pelos doadores de H,S (NaHS ou reagente de
Lawesson’s), os camundongos foram pré-tratados com capsazepina (antagonista do receptor
TRPV1, 5 mg kg™, i.p) de acordo com Campos et al. (2008). Apés 30 minutos os animais
receberam L-cisteina (50 mg kg™, v.0), NaHS (150 pmol kg™, v.0) ou reagente de Lawesson’s
(27 pmol kg™, v.0). Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.0). Os
grupos controles receberam somente salina + etanol (sem capsazapina) ou salina + etanol
(com capsazepina). A area de lesdo gastrica foi determinada 1 hora apds o etanol. A
intensidade gastroprotetora foi aferida como descrito anteriormente e uma amostra do corpo
gastrico de cada animal foi retirada, pesada e congelada a -80°C para a determinagdo dos
niveis de glutationa e malondialdeido, seguindo a técnica citada anteriormente e descrita por
Sedlak e Lindsay (1968) ou Mihara e Uchiyama, (1978). Outra amostra de tecido foi retirada

e colocada em formol a 10% e, apds 24 horas, em alcool a 70% para andlises microscopicas.

4.10 Avaliacao histopatologica da mucosa gastrica de camundongos

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

avaliacdo histopatolédgica foi realizada através de um estudo cego (BRITO, GAC).
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4.11 Imunohistoquimica para cistationina-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintetase (CBS)

As amostras da mucosa gastrica foram retiradas e posteriormente feitas a fixagao
do tecido em formol tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados
do formol e colocados em alcool 70% e em seguida parafinizados. A seguir, foram realizados
cortes histologicos de 3 a 4 micras de espessura e as laminas foram colocadas em estufa a
60°C por 15 min. Apds a desparafinizagdo do tecido, seguida de hidratagdo, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddogena com H>O, a 3% diluida em metanol. Posteriormente, foi
realizada a lavagem das ldminas com PBS 0,01M (5 min.), seguido por glicina 0,1M em PBS
(5 min.) e PBS 0,0I1M (5 min.). As laminas foram entdo mergulhadas numa solucdo de PBS
com albumina bovina (BSA) a 1%, durante 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas
com o anticorpo primdrio para detec¢do da CSE (anti-CSE de coelho, 1:1000) ou deteccdo da
CBS (anti-CBS de rato, 1:500) diluidos em PBS-BSA 1%, em temperatura de 4°C, durante
uma noite. Em seguida, as 1dminas foram lavadas trés vezes em PBS-BSA 1% e incubadas
com o anticorpo secundario marcado com biotina (anticorpo anti- Ig-G de camundongo), na
dilui¢do de 1:100, por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds a remogao do excesso de
anticorpo, o material foi incubado com o complexo streptoavidina- biotina- peroxidase diluido
em PBS, por 35 minutos, a temperatura ambiente. Apos a lavagem com PBS, a reacdo foi
revelada utilizando diamino- benzidina- peroxido de hidrogénio em PBS, a temperatura
ambiente, por 5 min., no escuro. Apos controle da intensidade, a reacdo foi interrompida pela
lavagem com agua corrente por 5 min. A contra- coloragdo foi feita com hematoxilina de
Mayer, por 45 segundos, sendo o excesso retirado com agua corrente. Posteriormente, as
laminas foram colocadas em hidroxido de amoénia a 0,5%, por 10 segundos e lavadas
novamente em agua destilada. Finalmente, as mesmas foram submetidas a desidratacdo com
alcool 95%, alcool absoluto, xilol ¢ montadas com laminulas em Entellan (RIBEIRO et al.,

2002).
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4.12 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (gsh) na mucosa gastrica de

camundongos

Uma amostra de tecido do estomago foi utilizada para determinar a concentragao
de glutationa reduzida (GSH) de acordo com o método de Sedlak e Lindsay (1968). A
determinagdo de GSH neste método baseia-se na reagdo do reagente de Ellman, o DTNB, com
o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido, o acido 2-nitro-5-tiobenzdico. A lesdao
gastrica foi induzida pela administragdo por via oral de etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.o0).
Transcorrido 1 hora apos a aplicagdo do etanol, os animais foram sacrificados e as amostras
retiradas. Um segmento de tecido da mucosa gastrica pesando entre 50-100mg foi
homogeneizado em EDTA 0.02 M (1 mL/100g de tecido) gelado. A uma aliquota de 400 pL
de tecido homogeneizado foi adicionado 320 pL de agua destilada e 80 puL de acido
tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida o material foi centrifugado a 3000 rpm por 15
minutos, seguido de agitacdo e filtracdo. Depois de centrifugado, 400 pL do sobrenadante
foram misturados a 800 uL de tampao Tris 0.4 M (pH 8.9). Por fim, foi adicionado 20 pL de
DTNB (5,5 -dithio-bis (2- nitrobenzoico acid) 0,01M). O material foi entdo agitado durante 3
minutos € a absorbancia foi mensurada a 412 nm em espectrofotometro. A concentragdo de
glutationa/g de tecido foi determinada a partir de uma curva padrao de glutationa reduzida,

processada de maneira semelhante. Os resultados foram expressos em pug de GSH/g de tecido.

4.13 Determinacdo da concentracido de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de

camundongos

Os niveis de malondilaldeido na mucosa gastrica foram determinados usando o
método de Mihara e Uchiyama (1978) que se baseia na determinagao do precursor de MDA
pelo teste do tiobarbiturico. Fragmentos da mucosa géastrica pesando entre 100 e 150 mg
foram homogeneizados com KCl gelado 1,15% para preparar 10% de homogenato. A seguir,
250 ul desse homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml, onde foi
adicionado 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solucdo aquosa de acido tiobarbitlrico
aquoso (0.6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de
agua fervendo e a mistura reacional foi resfriada imediatamente em um banho de 4gua gelada,
seguida da adigdo de 4ml de n-butanol. Os conteudos foram misturados por 40 segundos com

um misturador "vortex", centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e a absorbancia da camada
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organica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido

a partir de uma curva-padrao.

4.14 Avaliacdo da motilidade e secrecio gastrica

4.14.1 Efeito do sulfeto de hidrogénio no esvaziamento gastrico de camundongos acordados

O esvaziamento gastrico foi aferido através da técnica de Reynell e Spray (1978)
modificada. Inicialmente, os camundongos foram tratados com salina, L-cisteina (50 e 100
mg kg, i.p), NaHS (5, 15 e 50 umol kg™, i.p) ou reagente de Lawesson’s (9, 27 ¢ 81 pmol
kg”, i.p). Outro grupo foi pré-tratado com DL-propargilglicina (50 mg kg, i.p) antes da
administracao de L-cisteina. Apos 30 minutos os animais receberam, por gavagem, 300 uL de
uma refei¢do teste que consiste de um marcador ndo absorvivel (0,75 mg/mL de solu¢do de
fenol vermelho em 5% de glicose). Decorridos 10, 20 ou 30 minutos, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Apds a laparotomia, o estdbmago ¢ o intestino delgado
foram expostos, rapidamente isolados por ligaduras nas jung¢des gastro- duodenal, esofago-
gastrica e ileo-cecal, sendo finalmente removidos. Depois de sua retirada, o estomago e
intestino delgado foram colocados em uma mesa e divididos nos seguintes segmentos:
estomago e intestino. Cada um destes segmentos foi introduzido em um cilindro graduado e o
volume total foi aferido através da adigdo de 10 ml de 0,1 N NaOH. A seguir, os segmentos
foram cortados em pequenos fragmentos e homogeneizados por 30 s. Apds 20 minutos da
homogeneizagao, foi retirado 1 mL do sobrenadante e centrifugado por 10 min a 2800 rpm.
As proteinas no homogeneizado foram precipitadas através da adicao de acido tricloroacético
(20%), e novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 pL.
do sobrenadante e adicionados a 200 mL de 0,5 N de NaOH. A absorbancia das amostras foi
estabelecida em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 540nm e expresso em
densidade optica (D.O.). A curva padrdo foi obtida da medida por espectrofotometro a 540
nM de uma concentragdo conhecida de vermelho de fenol diluida em 0,1 N NaOH. Apos a
determinagdo do coeficiente linear (o) da curva padrao, a concentragao da solucao (C=D.O.) e
a quantidade de fenol vermelho (m) por cada segmento (m = C x volume) foram

determinados. A retengdo gastrica (x) foi expressa pela % de acordo com a seguinte formula:
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Retengao de corante em no estdmago x = (quantidade de fenol vermelho no estomago/ total

de fenol vermelho em no estdmago + intestino).

4.15 Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) na aceleracao do esvaziamento

gastrico do sulfeto de hidrogénio

Para estudar o papel dos Katp na aceleracdo do esvaziamento gastrico de liquido
por drogas doadoras de H,S (NaHS ou reagente de Lawesson’s), os camundongos foram pré-
tratados com glibenclamida 10 mg kg™, i.p.. Depois de uma hora, os animais receberam NaHS
(50 pmol kg, i.p) ou reagente de Lawesson’s (81 pmol kg, i.p). Apés 30 minutos, foi
administrado, por gavagem, 300 pl de uma solugdo contendo um marcador ndo absorvivel
(0,75 mg/mL de solucdo de fenol vermelho em 5% de glicose). Depois de 20 minutos, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o esvaziamento géstrico determinado

como previamente descrito acima.

4.16 Participaciao dos receptores trpvl na aceleracio do esvaziamento gastrico do sulfeto

de hidrogénio

Para avaliar o envolvimento dos receptores TRPV1 na aceleragao do
esvaziamento gastrico de liquidos por drogas doadoras de (NaHS ou reagente de Lawesson's),
os camundongos foram pré-tratados com capsazepina 10 mg kg™, i.p. Depois de 30 minutos,
os animais receberam NaHS (50 pmol kg™, i.p) ou reagente de Lawesson’s (81 pumol kg™,
1.p). Apos 30 minutos, foi administrado, por gavagem, 300 ul de uma solugdo contendo um
marcador ndo absorvivel (0,75 mg/mL de solucdo de fenol vermelho em 5% de glicose).
Depois de 20 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o

esvaziamento gastrico determinado como previamente descrito acima.
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4.17 Efeito do sulfeto de hidrogénio na secrecio gastrica de camundongos

Este modelo, descrito por Vissher et al. (1954), permite estudar o efeito de drogas
na secrecao gastrica. O conteudo gastrico foi acumulado durante 4 horas e avaliado em termos
de volume secretado, pH e acidez total. Os animais foram anestesiados com éter, fixados em
decubito dorsal em uma placa de cortica onde foi realizada a tricotomia da parede abdominal.
Com uma incis3o de 2 cm na regido epigastrica, o estomago foi localizado e o piloro
amarrado com linha cordoné. Apds esse procedimento, os camundongos foram tratados com
L-cisteina (100 mg kg™), NaHS (50 pmo kg') ou reagente de Lawesson’s (81 pmol kg™) via
intraperitoneal, em cada grupo correspondente. Os grupos controle foram tratados com salina,
histamina (5 mg kg') ou ranitidina (5 mg kg"') também por via intraperitoneal. Apds a
administracao das drogas, a parede abdominal foi entdo suturada e aguardou-se a recuperagao
anestésica. Transcorridas 4 horas da cirurgia, os animais foram sacrificados sob anestesia
etérea profunda. Apods o sacrificio o eso6fago foi rapidamente pingado para evitar perda de
material secretado e os estdmagos removidos, lavados com dgua destilada, secados com papel
de filtro e mantidos sobre placa de gelo. Em seguida o estomago foi seccionado ao longo da
pequena curvatura, € a mucosa foi lavada com 2 mL de soro, recolhendo-se o suco géstrico e
o lavado em tubos de ensaio imersos em gelo. O pH e o total de acidez do suco géstrico foi

determinado através de titulagdo, usando fenolftaleina 2% como indicador.

4.18 Avaliacdo da contratilidade gastrica espontanea in vitro

Para determinacdo da contratilidade gastrica foram utilizados tiras longitudinais
do fundo géstrico de camundongos normais. Essas tiras foram entdo lavadas para limpeza e
retirada de residuos utilizando uma solu¢do nutridora de Tyrode. A seguir, as tiras isoladas
foram montadas em uma camara organica com volume de 5 ml, contendo solugdo fisiologica
de tyrode, a temperatura de 37°C, pH= 7.4, oxigenadas com mistura de 5% de CO; e 95% de
0, (AUBE et al, 1996). Apos a montagem na cimara, uma das extremidades da tira foi presa a
uma base fixa e a outra a um transdutor de forca isométrico acoplado a um sistema de
aquisi¢ao de dados (Chart 4.2). Foi aplicada aos tecidos uma tensdo de 1g por um periodo de
equilibrio de 60 minutos. Para avaliar a responsividade dos tecidos utilizou-se como protocolo

experimental, uma solu¢do contraturante de KCI (controle, contragdo correspondente a
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100%). O passo seguinte se procedeu com a lavagem do tecido, novamente utilizado-se
solucao Tyrode. Por fim, o NaHS foi adicionado cumulativamente na concentracao de 1 até

1000pM.

4.19 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de varidncia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparagoes multiplas de Student-Newman-Keuls. Para a analise das alteragdes histologicas,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagao
multipla de Dunns. Os resultados foram expressos ou como média + E.P.M (varidveis com
distribui¢do normal) ou pela mediana com minimo e maximo (variaveis sem distribuicao

normal), sendo as diferengas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo da atividade gastroprotetora

5.1.1 Efeito protetor do sulfeto de hidrogénio na lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos: curva dose-resposta

Na figura 5 podemos observar que os animais tratados com etanol apresentaram
lesdes macroscopicas na mucosa gastrica. Ainda na figura 5 observa-se que o tratamento com
doadores de H,S (NaHS, painel B, ou o reagente de Lawesson’s, painel C) ou com o
precursor da sintese de H,S (L-cisteina, painel A) reduziram, de maneira dose-dependente, as
lesdes macroscopicas causadas por etanol 50% na mucosa gastrica. A L-cisteina (50 mg kg™),
o (NaHS 150 pmol kg') e o reagente de Lawesson’s (27 umol kg), reduziram a lesdo em
53,8%, 79% e 84%, respectivamente. No painel A da figura 5 também foi verificado que a
administragdo de PAG, que bloqueia a atividade da CSE, reverteu a protegdo gastrica induzida

por L-cisteina (painel A).

Também foi verificado o efeito tempo-depedente do reagente de Lawesson’s na
dose de 27 umol kg', com o seu efeito protetor persistindo durante 6 horas, mas sendo

completamente abolido apos 24 horas (dados ndo mostrados).

5.2 Avaliacio histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com I-

cisteina, doadores DE H,S e/ou etanol

Na tabela 1 e figura 6 (painel B) observa-se que a administracdo de etanol 50%
nos camundongos provocou graves lesdes microscopicas, caracterizada por hemorragia,
edema e perda de células epiteliais. Entretanto, o pré-tratamento dos animais com doadores de
H,S (reagente de Lawesson’s 27 pmol kg e NaHS 150 pmol kg') diminuiram de forma
significativa (p<0,05) esses danos microscopicos provocados pelo alcool. Da mesma forma, o

pré-tratamento com o substrato para sintese de H,S (L-cisteina 50 mg kg') diminuiu
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principalmente a hemorragia causada pela administracdo de etanol, mas nao apresentou
diferencas significantes nos outros parametros. Foi observado também que nos animais
tratados com etanol ndo houve infiltrado inflamatorio, ndo apresentando diferencas quando

comparado com o controle (salina).

Na figura 6 ainda podemos observar que a administracdo de etanol 50% causou
lesdo na regido superficial glandular gastrica com perda de células epiteliais e intensa
hemorragia (painel B). No entanto, essas altera¢cdes ndo foram observadas em camundongos
tratados com L-cisteina (painel C), NaHS (painel D) ou reagente de Lawesson’s (painel E).
Contudo, o efeito gastroprotetor da L-cisteina foi abolido quando os animais foram pré-

tratados com PAG (tabela 1 e figura 7, painel F).

5.3 Avaliacdo imunohistoquimica para cistationina-y-LIASE (CSE) E cistationina-p-

sintetase (CBS) na mucosa gastrica de camundongos tratados salina ou etanol

Na figura 7 podemos observar que nos animais normais, tratados apenas com
salina, houve imunomarcacdo para CBS especialmente nas células principais, mas também foi
observada alguma marcacdo nas células da mucosa (painel B). No entanto, quando os animais
foram tratados com etanol 50% a marcacdo foi mais generalizada, incluindo também as
células parietais (painel C). Diferentemente da CBS, ndo houve imunomarcagdo significativa
da CSE nos animais normais (painel D), contudo quanto administrado etanol foi observado

marcacao para CSE nas células parietais e em algumas células da mucosa (painel E).

5.4 Determinacido dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa gastrica de camundongos
pré-tratados com Il-cisteina ou doadores de H,S no curso da lesido gastrica induzida por

etanol

A determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos na mucosa gastrica de
camundongos mostrou que a administracdo de etanol diminuiu de forma significativa

(p<0,05) o nivel gastrico de glutationa reduzida quando comparado com o grupo controle
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(apenas salina). Entretanto, o pré-tratamento dos animais com L-cisteina (painel A), NaHS
(painel B) ou reagente de Lawesson’s (painel C) aumentou os niveis de glutationa até os
valores semelhantes aos normais (figura 8). Da mesma forma que os dados macroscopicos de
lesdo, a administragdo de PAG (50 mg kg™) reverteu o efeito protetor da L-cisteina (50 mg kg

") sobre os niveis gastricos de GSH no curso da lesdo induzida por etanol (figura 8, painel A).

5.5 Determinacdo da concentracio de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de
camundongos tratados com I-cisteina, doadores de H,S no curso da lesdo gastrica

induzida por etanol

Na figura 09 podemos observar que a administragdo de etanol 50% provocou um
aumento de 41,5% nos niveis de MDA na mucosa gastrica quando comparado ao grupo
controle (apenas salina), indicando que houve peroxidagdo de lipidios por espécies reativas de
oxigénio (ROS) produzidas pelo alcool. Entretanto, quando os animais foram pré-tratados
com L-cisteina (50 e 100 mg kg-', painel A), NaHS (150 e 300 pumol kg”, painel B) ou
reagente de Lawesson’s (9 e 27 umol kg™, painel C), observa-se uma reducdo significativa
dos niveis gastricos d¢ MDA quando comparado ao grupo recebeu somente etanol 50%. Por
outro lado, a administrado de PAG antes da L-cisteina 50 mg kg foi capaz de reverter a
gastroprotecdo e diminui¢cdo de MDA promovido pela L-cisteina. Assim, esses dados sugerem
que o sulfeto de hidrogénio reduz o efeito do alcool e das ROS sobre a peroxidagdao de

lipideos nas células da mucosa géstrica.
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Figura 5: Efeito do sulfeto de hidrogénio na lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos. Os animais foram tratados, por gavagem, com L-cisteina sozinha ou com
PAG (painel A), NaHS (painel B) ou reagente de Lawesson’s (painel C) 30 minutos antes da
administragdo de etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.0). O grupo controle recebeu somente salina. O
indice de lesdao géstrica foi determinado 1 hora apds o etanol. Os resultados estdo expressos
pela média = EPM de pelo menos 6 animais por grupo. (*) p<0,05 e (**) p<0,01 quando
comparado ao grupo tratado com etanol; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com
L-cisteina ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Tabela 1. Efeito dos doadores de H,S (NaHS e reagente de Lawesson’s), ou L-cisteina ou L-

cisteina + DL-propargilglicina (PAG) na lesdo gastrica microscopica induzida por etanol

50%. Avaliagdo medida em escores de acordo com os critérios de Laine et al., 1988.

Grupo Experimental (N=6) Hemorragia Edema Perda de Infiltrado

0-4 0-4 células Inflamatorio

escores) escores) (0 — 4 escores) | (0 — 4 escores)
Saline 0 0 0 0
Etanol 3.53-4) 43-4) 3(2-3) 0
Etanol + Lawesson’s (27 pmol kg™) 1(0-1)* 1(0-1)* 00-1)* 0
Etanol + NaHS (150 umol kg™) 1(0-2)* 1(1-0)* 1(1-2)* 0
Etanol + L-cisteina (50 mg kg™) 1 (0-3)* 2(1-2) 1(1-3) 0
Etanol + L-cisteina + PAG (50 mgkg™) | 4 (3—4)" 42 -4y 2(2-3) 0

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente.

*P<0.05, vs grupo do etanol; “P<0.05, vs grupo do Etanol + L-cisteina + PAG. Teste no

paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn'’s.
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Figura 6: Fotomicrografias da mucosa gastrica de camundongos (100x). Grupo controle
(salina, painel A); efeito do etanol 50% na mucosa gastrica, mostrando lesdo na regido
superficial glandular gastrica com perda de células epiteliais ¢ intensa hemorragia (painel B);
Pré-tratamento com NaHS 150 pmol kg™ (painel C) ou reagente de Lawesson’s 27 pmol kg™
(painel D) ou L-cisteina 50 mg kg' (painel E), mostrando uma diminui¢io nos efeitos
microscopicos provocados pelo alcool; A administragdo de PAG abole os efeitos
gastroprotetores da L-cisteina (painel F).
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Figura 7: Imunohistoquimica para cistationina-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintetase
(CBS) na mucosa gastrica de camundongos normais ou tratados com etanol 50%.
Controle negativo (sem o anticorpo primario, painel A); Imunomarcacdo para CBS no
estdmago de animal tratado apenas com salina (painel B) ou tratado com etanol 50% (painel
C) com as setas indicando marcagdo nas células principais e as cabecas de seta indicando
marcagdo nas células da mucosa (painel B) ou parietais (painel C). Marcagio
imunohistoquimica para CSE no estdomago de animal tratado apenas com salina (painel D) ou
tratado com etanol 50% (painel E) com as setas indicando marcagdo nas células parietais.
(aumento de 400x).
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Figura 8: Efeito do sulfeto de hidrogénio sobre os niveis de glutationa presentes na
mucosa gastrica de camundongos tratados com etanol. Os animais foram tratados, por
gavagem, com L-cisteina sozinha ou com PAG (painel A), NaHS (painel B) ou reagente de
Lawesson’s (painel C) 30 minutos antes da administra¢io de etanol 50% (0,5 ml 25g™", v.0).
O grupo controle recebeu somente salina. A administragdo de etanol diminuiu de forma
significativa o nivel gastrico de glutationa reduzida. Drogas que aumentam a produc¢do de H,S
reverteram esse efeito do etanol Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo
menos 6 animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo do etanol sozinho; (#)
p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com L-cisteina ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Figura 9: Efeito do sulfeto de hidrogénio sobre a concentracio de MDA na mucosa gastrica de
camundongos tratados com etanol. Os animais foram tratados, por gavagem, com L-cisteina sozinha
ou com PAG (painel A), NaHS (painel B) ou reagente de Lawesson’s (painel C) 30 minutos antes da
administragio de etanol 50% (0,5 ml 25g”, v.0). O grupo controle recebeu somente salina. A
administragdo de etanol aumentou de forma significativa o nivel gastrico de MDA. Drogas que
aumentam a produg@o de H,S reverteram esse efeito do etanol. Os resultados estdo expressos pela
média £ EPM de pelo menos 6 animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ao grupo do etanol
sozinho; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com L-cisteina ANOVA, seguido pelo teste
de Newman-Keuls.
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5.6 Papel dos canais de potassio sensiveis a0 ATP (Karp) no efeito gastroprotetor do

sulfeto de hidrogénio

Para avaliar o envolvimento do Katp no efeito protetor da L-cisteina ou de
doadores de H,S, os animais foram pré-tratados com glibenclamida. Na figura 10, observamos
que o pré-tratamento dos animais com glibenclamida (3 e 10 mg kg™), aboliu, de maneira
dose-dependente, os efeitos protetores da L-cisteina 50 mg kg (painel A), NaHS 150 pmol
kg (painel B) ou reagente de Lawesson’s 27 pmol kg’ (painel C) na lesio gastrica

macroscopica induzida por etanol 50%.

Na figura 11 observa-se que a administragdo de glibenclamida (10 mg kg™) aboliu
o efeito do NaHS 150 pmol kg™ (painel A) e do reagente de Lawesson’s 27 umol kg™ (painel
B) sobre os niveis de glutationa na mucosa gastrica. Efeito semelhante foi observado na figura
12, onde a glibenclamida (10 mg kg™) também suprimiu o efeito das drogas doadoras de H,S

sobre a concentragdo de MDA no curso da lesdo gastrica por etanol.

5.7 Participacao dos neuronios aferentes sensiveis a capsaicina e papel dos receptores
TRPV1 na protecdo do sulfeto de hidrogénio sobre a lesdo gastrica induzida por etanol

em camundongos

A figura 13 mostra que a dessensibilizacdo dos neuronios aferentes por doses
neurotoxicas de capsaicina suprimiu os efeitos gastroprotetores da L-cisteina ou dos doadores
de H,S (NaHS e reagente de Lawesson’s) na lesdo induzida por etanol. Da mesma forma, o
pré-tratamento dos animais com capsazepina, um antagonista dos receptores TRPV1, aboliu
os efeitos gastroprotetores da L-cisteina, do NaHS e do reagente de Lawesson’s na lesdo
gastrica macroscopica induzida por etanol em camundongos (figura 14) indicando a
importancia dos neur6nios aferentes e, em particular, dos receptores TRPV1 na

gastroprotecao do sulfeto de hidrogénio.
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Na figura 15 observa-se que a ablacao dos neuronios aferentes por capsaicina aboliu
o efeito protetor da L-cisteina (50 mg kg™), do NaHS (150 pmol kg') e do reagente de
Lawesson’s (27 pmol kg') sobre os niveis de glutationa na mucosa gastrica. Efeito
semelhante foi observado na figura 16, na qual os animais tratados com de capsazepina (10
mg kg') apresentou tendéncia de diminuigio dos niveis de GSH, embora os dados nio sejam
significativos. Efeito semelhante foi observado sobre a concentracao de malondialdeido, onde
o NaHS (150 pmol kg™ e o reagente de Lawesson's (27 umol kg™') reverteram o efeito lesivo
do alcool sobre os niveis de MDA (figura 17, painéis A ¢ B). Entretanto, esses doadores de

H;,S nao foram capaz de reverter o efeito da capsazepina sobre os niveis de MDA (figura 18).
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Figura 10: Efeito do sulfeto de hidrogénio na lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos pré-tratados com glibenclamida. Os animais receberam, por via oral, glibenclamida
nas doses de 3 ¢ 10 mg kg™'. Apos 1 hora os animais foram tratados com NaHS (painel A) ou reagente
de Lawesson’s (painel B). Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.0). O
grupo controle recebeu somente salina. O indice de lesao gastrica foi determinado 1 hora apods o
etanol. A administragdo de glibenclamida reverteu o efeito protetor das drogas doadoras de H,S ¢ da
L-cisteina. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 6 animais por grupo. (*)
p<0,05 quando comparado ou grupo do etanol sozinho; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo
tratado com NaHS (painel A) ou reagente de Lawesson’s (painel B). ANOVA, seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Figura 11: Determinacio dos niveis de glutationa presentes na mucosa gastrica de
camundongos pré-tratados com glibenclamida. Os animais receberam, por via oral,
glibenclamida nas doses de 3 e 10 mg kg™'. Apos 1 hora os animais foram tratados com NaHS
(painel A) ou reagente de Lawesson’s (painel B). Trinta minutos depois foi administrado
etanol 50% (0,5 ml 25g™", v.0). O grupo controle recebeu somente salina. A administragdo de
glibenclamida reverteu o efeito protetor das drogas doadoras de H,S sobre o nivel gastrico de
glutationa. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 6 animais por
grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo do etanol sozinho; (#) p<0,05 quando
comparado ao grupo tratado com NaHS (painel A) ou reagente de Lawesson’s (painel B).
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 12: Determinacio da concentracio de malondialdeido (MDA) camundongos pré-
tratados com glibenclamida no curso da lesido gastrica por etanol. Os animais receberam,
por via oral, glibenclamida na dose de 10 mg kg™'. Apos 1 hora os animais foram tratados com
NaHS (painel A) ou reagente de Lawesson’s (painel B). Trinta minutos depois foi
administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.0). O grupo controle recebeu somente salina. A
administragao de glibenclamida reverteu o efeito protetor das drogas doadoras de H,S sobre o
nivel gastrico de MDA. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 6
animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo do etanol sozinho; (#) p<0,05
quando comparado ao grupo tratado com NaHS (painel A) ou reagente de Lawesson’s (painel
B). ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 13: O efeito protetor do H,S na lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos é mediado por fibras aferentes sensoriais. Os animais foram tratados com
doses neurotoxicas de capsaicina. Apds 8 dias, os animais dessensibilizados foram tratados,
por gavagem, com L-cisteina (50 mg kg™), NaHS (150 pmol kg™') ou reagente de Lawesson’s
(27 pmol kg™). Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g”, v.0). O
grupo controle recebeu somente salina. A area de lesdo gastrica foi determinada 1 hora apos o
etanol. O efeito gastroprotetor da L-cisteine, NaHS, ou reagente de Lawesson’s foi inibido
pela dessensibilizagdo das fibras aferentes sensorias pela capsaicina. Os resultados estdo
expressos pela média £ EPM de pelo menos 8 animais por grupo. (*) p<0,05 quando
comparado ou grupo tratado com L-cisteina; () p<0,05 quando comparado ao grupo tratado
com reagente de Lawesson’s; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com NaHS.

Etanol 50% (0.5 ml 25g)

ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 14: O efeito protetor do H,S na lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos é mediado por receptores TRPV1. Os animais foram pré-tratados com
capsazepina (10 mg kg, i.p). Apds 30 minutos, os animais foram tratados, por gavagem, com
L-cisteina (50 mg kg™), NaHS (150 pmol kg') ou reagente de Lawesson’s (27 pumol kg™).
Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™”, v.0). O grupo controle
recebeu somente salina. A area de lesao gastrica foi determinada 1 hora apds o etanol. O
efeito gastroprotetor da L-cisteine, NaHS, ou reagente de Lawesson’s foi inibido pela
capsazepina. Os resultados estdo expressos pela média = EPM de pelo menos 8 animais por
grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo tratado com L-cisteina; (V) p<0,05 quando
comparado ao grupo tratado com reagente de Lawesson’s; (#) p<0,05 quando comparado ao
grupo tratado com NaHS. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 15: O efeito protetor do H,S sobre os niveis gastricos de GSH em camundongos ¢é
mediado por fibras aferentes sensoriais. Os animais foram tratados com doses neurotoxicas
de capsaicina. Apds 8 dias, os animais dessensibilizados foram tratados, por gavagem, com L-
cisteina (50 mg kg'), NaHS (150 pmol kg') ou reagente de Lawesson’s (27 umol kg™).
Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™”, v.0). O grupo controle
recebeu somente salina. As amostras foram removidas 1 hora apds o etanol. O efeito protetor
da L-cisteine ou reagente de Lawesson’s sobre o nivel da glutationa foi inibido pela
dessensibilizac¢do das fibras aferentes sensorias pela capsaicina. Os resultados estdo expressos
pela média £ EPM de pelo menos 8 animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou
grupo tratado com L-cisteina; (V) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com reagente
de Lawesson’s. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 16: O efeito protetor do H;S sobre os niveis gastricos de GSH em camundongos é
mediado por receptores TRPV1. Os animais foram pré-tratados com capsazepina (10 mg
kg, i.p). Apos 30 minutos, os animais foram tratados, por gavagem, com L-cisteina (50 mg
kg™'), NaHS (150 pmol kg') ou reagente de Lawesson’s (27 pmol kg'). Trinta minutos
depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™", v.0). O grupo controle recebeu somente
salina. As amostras foram removidas 1 hora apds o etanol. O efeito protetor da L-cisteine,
NaHS ou reagente de Lawesson’s sobre os niveis de GSH ndo foram afetados, de forma
significativa, pela capsazepina. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo
menos § animais por grupo. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 17: O efeito protetor do H,S sobre os niveis gastricos de MDA em camundongos
¢ mediado por fibras aferentes sensoriais. Os animais foram tratados com doses
neurotdxicas de capsaicina. Apds 8 dias, os animais dessensibilizados foram tratados, por
gavagem, com L-cisteina (50 mg kg™'), NaHS (150 pmol kg™) ou reagente de Lawesson’s (27
umol kg™!). Trinta minutos depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™, v.0). O grupo
controle recebeu somente salina. As amostras foram removidas 1 hora apds o etanol. O efeito
protetor da L-cisteine ou reagente de Lawesson’s sobre o nivel da glutationa foi inibido pela
dessensibilizac¢do das fibras aferentes sensorias pela capsaicina. Os resultados estdo expressos
pela média + EPM de pelo menos 8 animais por grupo. (V) p<0,05 quando comparado ao
grupo tratado com reagente de Lawesson’s; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado
com NaHS. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.



82

I Grupo controle
M Grupo pré-tratado com capsazepina

100+
1

80

60

40

MDA (nmol/g)
_|
_|

20+

Sal Sal Cis Cis Law Law NaHS NaHS

Etanol 50% (0.5 ml 25g7%)

Figura 18: O efeito protetor do H,S sobre os niveis gastricos de MDA em camundongos
¢ mediado por receptores TRPV1. Os animais foram pré-tratados com capsazepina (10 mg
kg, i.p). Apos 30 minutos, os animais foram tratados, por gavagem, com L-cisteina (50 mg
kg'l), NaHS (150 pumol kg™) ou reagente de Lawesson’s (27 umol kg™). Trinta minutos
depois foi administrado etanol 50% (0,5 ml 25g™", v.0). O grupo controle recebeu somente
salina. As amostras foram removidas 1 hora apds o etanol. O efeito protetor da L-cisteine,
NaHS ou reagente de Lawesson’s sobre o a cocentracdo de MDA nido foi afetado de forma
significativa pela capsazepina. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo
menos 8 animais por grupo. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.8 Avaliaciao da motilidade e secre¢io gastrica

5.8.1 Efeito do sulfeto de hidrogénio no esvaziamento géstrico de camundongos acordados

A figura 19 mostra o efeito do tratamento da L-cisteina (painel A), NaHS (painel
B) ou reagente de Lawesson’s (painel C) na retengdo gastrica em camundongos acordados.
Podemos observar que houve uma diminuicdo da retencdo, de forma dose-dependente, em
36,9% quando os animais foram tratados com L-cisteina (100 mg kg'), 47.1% quando
tratados com NaHS (50 pmol kg™) e 39.9% quando tratados com reagente de Lawesson's (81
umol kg!). A administra¢io de PAG, um inibidor da sintese de H,S que bloqueia a atividade

da CSE, reverte a aceleragdo do esvaziamento induzida por L-cisteina (figura 19, painel A).

A figura 20 mostra que os doadores de H,S (NaHS 50 pmol kg™ ou reagente de
Lawesson’s 81 pmol kg) e o precursor da sintese de H,S (L-cisteina 100 mg kg™), também
diminuem a retengdo gastrica em intervalos pos-prandiais de 10, 20 e 30 minutos, quando
comparado com o grupo controle (apenas salina). Entretanto, a administragdo de PAG,

reverteu o efeito da L-cisteina nos tempos de 10 e 20 minutos.

5.9 Efeito do sulfeto de hidrogénio na secre¢io gastrica de camundongos

Na tabela 2 observa-se que o tratamento com drogas que aumentam a produgao de
H,S (L-cisteina, NaHS ou reagente de Lawesson’s) em camundongos apds 4 horas de ligadura
do piloro, ndo ocorre alteracdes significativas no volume de suco gastrico, pH e total de
acidez quando comparado ao grupo tratado apenas com solugdo salina. Por outro lado, quando
pré-tratado com histamina houve um aumento do volume (1190 + 163.6) e do total de acidez
(12 £ 0.9) quando comparado com o grupo controle (salina, 618 + 76.6 ¢ 5.2 = 0.5,

respectivamente).
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Figura 19. L-cisteina e doadores de H,S (NaHS e reagente de Lawesson’s) aceleram o
esvaziamento gastrico em camundongos. Os animais foram tratados com L-cisteina sozinha ou L-
cisteina + PAG (painel A), NaHS (50 pmol kg™, i.p) (painel B) ou reagente de Lawesson’s (81 pmol
kg, i.p) (painel C). Trinta minutos depois, os animais receberam uma refeicio teste contendo um
marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol, v.0). Apés 20 minutos, os animais foram sacrificados e a
avaliagdo do esvaziamento foi realizada por espectrofotometria. Os resultados estdo expressos pela
média = EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo tratado
apenas com salina; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com L-cisteina 100 mg kg
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 20. Retencio gastrica de vermelho de fenol obtida em intervalos de 10, 20 e 30
minutos em camundongos acordados e tratados com L-cisteina ou doadores de H,S
(NaHS e reagente de Lawesson’s). Os animais foram tratados com L-cisteina (100 mg kg™,
i.p) sozinha ou L-cisteina + PAG (painel A), NaHS (50 umol kg™, i.p) (painel B) ou reagente
de Lawesson’s (81 pmol kg™, i.p) (painel C). Trinta minutos depois, os animais receberam
uma refei¢do teste contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol, v.0). Apds 10,
20 ou 30 minutos, os animais foram sacrificados e a avaliagdo do esvaziamento foi realizada
por espectrofotometria. Os resultados estdo expressos pela média + EPM de pelo menos 5
animais por grupo. (*) p<0,05 quando comparado ou grupo tratado apenas com salina; (#)
p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com L-cisteina 100 mg kg™'. ANOVA, seguido
pelo teste de Newman-Keuls.
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Tabela 2. Efeitos da L-cisteina ou doadores de H,S (NaHS ou reagente de Lawesson’s)

na secrecio gastrica apos 4 horas de ligadura do piloro em camundongos.

Grupo Experimental (N=6) Volume pH Total de Acidez
(ul) (mEq[H+]/1/4 h)
Salina 618 £76.6 1.9+0.3 52+0.5
L-cisteina (100 mg kg™) 565 £67.7 1.8+0.2 69=+1.1
NaHS (50 pmol kg™ 492.5+44.2 1.9+0.3 56+1.1
Lawesson’s (81 pumol kg™) 594.3 £69.9 20+0.2 58+0.9
Histamina (5 mg kg™) 1190 + 163.6* 1.9+£0.03 12 +£0.9*
Ranitidina 347.5+91.3# 2.3+0.03 3.7+0.5#

Resultados expressos como média + e.p.m. *P<0.05, vs grupo salina;

salina. ANOVA e teste de Newman-Keuls.

"P<0.05, vs grupo
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5.10 Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp) na aceleracio do esvaziamento

gastrico do sulfeto de hidrogénio em camundongos

Para avaliar o envolvimento do Karp no efeito de doadores de H,S (NaHS ou
reagente de Lawesson’s) na aceleragdo do esvaziamento gastrico, os animais foram pré-
tratados com glibenclamida (10 mg kg™). Na figura 21, observamos que o pré-tratamento dos
animais com glibenclamida, aboliu os efeitos pro-cinéticos do NaHS 150 umol kg™ (painel A)

ou reagente de Lawesson’s 27 pmol kg (painel B).

5.11 Participacdo dos receptores TRPV1 na aceleracio do esvaziamento gastrico do

sulfeto de hidrogénio

A figura 22 mostra que a administracao de um antagonista seletivo dos receptores
TRPV1, capsazepina, suprimiu a aceleragdo do esvaziamento gastrico provocada por
doadores de H,S (NaHS e reagente de Lawesson’s). Esses dados sugerem a participacdo, pelo

menos em parte, dos receptores TRPV1 no efeito pro-cinético do sulfeto de hidrogénio.
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Figura 21. Glibenclamida inibe o efeito dos doadores de H,S (NaHS e reagente de
Lawesson’s) na aceleracio do esvaziamento gastrico em camundongos. Inicialmente os
animais foram pré-tratados com glibenclamida. Apds 1 hora, os animais foram tratados com
NaHS (50 pmol kg™, i.p) (painel A) ou reagente de Lawesson’s (81 umol kg™, i.p) (painel B).
Trinta minutos depois, os animais receberam uma refeicdo teste contendo um marcador nao
absorvivel (vermelho de fenol, v.0). Ap6és 20 minutos, os animais foram sacrificados e a
avaliacdo do esvaziamento gastrico foi realizada por espectrofotometria. Os resultados estao
expressos pela média + EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05 quando
comparado ou grupo tratado apenas com salina; (#) p<0,05 quando comparado ao grupo
tratado com NaHS ou reagente de Lawesson’s. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-
Keuls.
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Figura 22. Capsazepina inibe o efeito dos doadores de H,S (NaHS e reagente de
Lawesson’s) na aceleracio do esvaziamento gastrico em camundongos. Inicialmente os
animais foram pré-tratados com capsazepina. Ap6és 30 minutos, os animais foram tratados
com NaHS (50 pmol kg, ip) (painel A) ou reagente de Lawesson’s (81 pmol kg, i.p)
(painel B). Trinta minutos depois, os animais receberam uma refei¢dao teste contendo um
marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol, v.0). Apdés 20 minutos, os animais foram
sacrificados e a avaliacdo do esvaziamento gastrico foi realizada por espectrofotometria. Os
resultados estdo expressos pela média = EPM de pelo menos 5 animais por grupo. (*) p<0,05
quando comparado ou grupo tratado apenas com salina; (#) p<0,05 quando comparado ao
grupo tratado com NaHS ou reagente de Lawesson’s. ANOVA, seguido pelo teste de

Newman-Keuls.
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5.12 Efeito do NaHS (DOADOR de H,S) na contratilidade do fundo gastrico de

camundongos

Podemos verificar na figura 23 que o NaHS promoveu contragdo o qual teve valor
maximo de 27,21 + 13,54 % (100 uM de NaHS) e 50.63% =+ 15.14 (300 uM de NaHS) em
relacdo a contracdo controle de KCI. Entretanto, em concentracdo maiores (1000 uM) o NaHS
apresentou efeito relaxante, o que mostra um possivel efeito duplo do H,S na musculatura lisa

do fundo gastrico.
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Figura 23. Efeito do NaHS (doador de H,S) na contratilidade espontinea do fundo
gastrico em camundongos. Apoés a retirada de tiras longitudinais do fundo do estomago de
camundongos, o tecido foi montado em uma camara muscular contendo solu¢do fisiologica.
Como grupo controle utilizou-se inicialmente uma solu¢do contraturante de KCl (contragao
correspondente a 100%). Apos lavagem o NaHS foi adicionado cumulativamente. Os
resultados estdo expressos pela média = EPM de pelo menos 4 animais por grupo. (*) p
quando comparado ou grupo tratado apenas com KCIl. ANOVA, seguido pelo te
Newman-Keuls.



91

6 DISCUSSAO

Entre as complicagcdes mais graves do trato gastrintestinal, que podem ser
provocadas pelo consumo indiscriminado e de forma cronica de etanol, estdo a gastrite e as
lesdes agudas de mucosa (caracterizadas por edema na mucosa, hemorragia, infiltrado
inflamatorio e aumento da permeabilidade vascular), refluxo gastro-esofagico, diarréia (efeito
sobre a absor¢do de nutrientes no intestino) e pancreatite cronica (SIEGMUND et al., 2002;

BECK et al., 1986; DINDA et al., 1996; PITCHUMONI, 2001).

O modelo de lesdo gastrica induzido por etanol ¢ um dos principais modelos de
lesdo gastrica utilizados em pesquisa. O modelo de injiria géstrica induzida por etanol
provoca as lesdes por solubilizagdo do muco protetor e desta forma a mucosa fica indefesa a
acdo hidrolitica e proteolitica do 4cido cloridrico e da pepsina, respectivamente. O contato
com o etanol também leva ao aumento da secre¢do acida e alteragdo da rede vascular local,
por rompimento dos vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica (OATES; HAKKINEN,
1988). Similarmente, o etanol pode interferir no movimento do intestino, contribuindo para a

diarréia (BODE; BODE, 1997).

Hoje, podem-se obter beneficios clinicos no tratamento da gastrite ou ulcera
péptica com o uso de diversas classes de drogas, como os antiacidos e antisecretores. Contudo
o tratamento da gastropatia alcoodlica permanece limitado a medidas de suporte ou
simplesmente no ato de parar de beber. Indubitavelmente, a terapia eficaz para impedir a
gastropatia alcodlica poderia ser conseguida investigando os mecanismos subjacentes que
contribuem para a lesdo da mucosa gastrica ou a correcdo de falhas induzidas pelo etanol
(LEE et al., 2005). Conseqiientemente, sinalizar as moléculas preferencialmente envolvidas
na gastropatia alcodlica poderia ser um alvo final para a prevengdo dessa enfermidade,
podendo ser mais valioso do que a simples abstinéncia ou o uso de bloqueadores da secregao
acida gastrica. Portanto, a busca de substancias que diminuam esses efeitos provocados pelo
etanol ¢ de suma importancia para a sociedade e a farmacoterapia, no momento, ¢ a Unica
forma de tratamento que pode realcar os mecanismos de defesa da mucosa gastrica. Baseado
nisso, o nosso trabalho teve como objetivo inicial determinar o efeito gastroprotetor de drogas
que sao substrato para sintese de H,S (L-cisteina) ou de doadores diretos de H,S (NaHS ou

reagente de Lawesson’s) sobre a lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos, bem
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como estudar a participagdo dos neurdnios aferentes primdrios sensiveis & capsaicina,

receptores TRPV1 ou canais de Katp sobre o efeito gastroprotetor do H,S.

Nossos dados confirmam que a administracio de etanol 50% induz uma
importante lesio gastrica hemorragica. E bem conhecido que a administragdo de etanol em
altas concentragdes causa extensas lesdes na mucosa gastrica, envolvendo extensas
hemorragias e destruicdo de tecido (LACY, 1988). Além disso, o etanol induz disturbios da
microcirculagdo, isquemia, liberacdo de endotelina, degranulacdo de mastdcitos, inibi¢do de
prostaglandinas ¢ diminui¢dao da produgdo de muco (SAMONINA et al., 2004). O termo
“gastrite hemorragica” € usado para descrever o aparecimento de hemorragias subepiteliais no
estdbmago e pacientes com gastrite hemorragica subepitelial podem ter também gastrite
histologica associada. Fisiopatologicamente, a lesdo gastrica provocada pelo etanol ¢ mediada
ou modulada por diversos fatores tais como a cicloxigenase, lipoxigenase, citocinas,

tromboxanos ¢ radicais livres derivados do oxigénio (TARNAWISKI et al., 1998).

Histologicamente, o nosso trabalho mostrou que o etanol 50% provocou
hemorragia, edema e perda de células epiteliais. Esses resultados estdo de acordo com outros
autores que mostram que o etanol provoca, microscopicamente, hemorragias subepiteliais
focais na mucosa gastrica e que esses efeitos sdo devidos diretamente a sua agdo toxicos e
indiretamente causados por mediadores como COX, citocinas, radicais livres e outras
moléculas de sinalizagdo provocando inflamag¢do ou apoptose ou pela reducdo do fluxo
sanguineo gastrico (GOTTFRIED et al., 1978; LEE et al., 2005; SZABO et al., 1985). Além
disso, o etanol promove a peroxidacdao de lipidios e a ativagdo de NF-kB que sdo eventos
criticos responsaveis pela hemorragia e edema nas células musculares lisas e endoteliais
(ALTURA; GEBREWOLD, 2002; JONSSON; PALMBLAD, 2001). No nosso estudo, ndo
houve migracdo de células inflamatorias para a mucosa géstrica, provavelmente devido ao
curto tempo de lesdo (1 hora). Porém, Lieber (1997) ¢ Lee et al. (2005) mostraram que a
administragdo de etanol aumenta a resposta inflamatoria juntamente com infiltragdo de células
inflamatorias para a mucosa gastrica. Assim a protecao histologica e a prote¢do da integridade

vascular sdo os dois principais critérios de gastroprotegao (KO et al., 1997).

Apesar de hd muito tempo ser reconhecido como poluente ambiental, o H,S tem
sido cada vez mais caracterizado como um importante mediador em varios processos

fisiologicos. Ja foi demonstrado que o H,S pode atuar como neuromodulador (WANG, 2002)
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e como regulador enddgeno da inflamagdo aguda (ZANARDO et al., 2006; Dal SECCO et
al., 2008) e da dor (CUNHA et al., 2008). Também foi demonstrado que o H,S contribui para
manutencdo da integridade da mucosa gastrica na lesdo provocada por AINEs (FIORUCCI et
al., 2005). Assim, no presente estudo nds, inicialmente, avaliamos o efeito protetor do H,S na
lesdo gastrica induzida por etanol e a participagdo dos neurdnios aferentes primarios,

receptores TRPV1 e canais de Katp neste efeito.

O nosso estudo demonstrou que o tratamento com doadores de H,S (NaHS ou o
reagente de Lawesson’s) ou com o precursor da sintese de H,S (L-cisteina) reduziram, de
maneira dose-dependente, as lesdes macroscopicas causadas por etanol 50% na mucosa
gastrica, bem como diminuiu a extensdo da lesdo géstrica microscOpica. Entretanto a pré-
administragdo de PAG (inibidor irreversivel da CSE) aboliu a gastroprotecdo da L-cisteina
sobre a lesdo induzida por etanol 50%. Esses resultados sdao consistentes com a hipdtese de
que o efeito gastroprotetor da L-cisteina estd correlacionado com o aumento da sintese de
H,S. Portanto, a partir desses estudos podemos inferir que o H,S ¢ essencial para protecao da

mucosa gastrica contra o etanol.

Esta bem descrito na literatura que a fisiopatologia da lesdo da mucosa gastrica
induzida pelo etanol esté relacionada a liberagdo de mediadores inflamatorios, que induzem a
ativacdo de granulécitos com a formacdo de proteases e radicais livres, bem como uma
diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico, provocando isquemia da mucosa gastrica, morte
celular e dano gastrico (TEYSSEN; SINGER, 2003). O papel de H,S sobre a migracdo de
leucocitos € controverso. Existem provas de que ele inibe a aderéncia de leucécito a célula
endotelial (FIORUCCI et al., 2006; ZANARDO et al., 2006). Porém, também ha indicios de
que pode aumentar a migragdo de neutrofilos (Dal-SECCO et al., 2008). Esse efeito do H,S
sobre a migracao de leucdcitos ndo elucida o efeito gastroprotetor do H,S em nossos modelos,
pois ndo observamos um aumento na infiltragdo de células inflamatdrias apds administracao
de etanol. Assim, ¢ possivel que esse efeito gastroprotetor do H,S pode estar relacionado a um
aumento do fluxo sanguineo gastrico, porque foi demonstrado que H,S melhora o fluxo
sanguineo gastrico no estdmago durante a gastropatia induzida por AINEs (FIORUCCI et al.,
2005).

E também possivel que o efeito protetor do H,S esteja relacionado a diminuigéo

do estado redox na gastropatia induzida etanol. Portanto, neste estudo, ndés também
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investigamos o papel da glutationa (GSH) na protecdo gastrica do H,S sobre lesao provocada
pelo etanol. A administracio de etanol 50%, em nossos experimentos, diminuiu
consideravelmente o nivel géastrico de GSH, provavelmente devido ao consumo destes pelos
radicais livres. Nossos resultados mostraram que a administracdo de L-cisteina e doadores de
H;S reverteram a diminui¢do dos niveis gastricos de GSH ap6s a administracao de etanol. De
fato, ha uma associacao entre a glutationa e sintese H,S, considerando que a L-cisteina ¢ um
substrato comum para ambos os processos (WALLACE et al., 2007). Portanto, poderiamos
inferir que o efeito gastroprotetor da L-cisteina pode ser explicado, em parte, pelo aumento na
concentragdo de GSH. Entretanto, Wallace et al. (2007) demonstraram que a administragdo de
L-cisteina ndo aumentou os niveis de glutationa na mucosa gastrica. Assim, outra
possibilidade ¢ que o aumento nos niveis de GSH no estomago poderia ser secundéario a uma
diminui¢do na producdo de radicais livres. Nossos resultados realmente demonstraram que a
administracdo de L-cisteina ou de doadores de H,S resultou em uma diminuigdo significativa
nas concentragdes de malondialdeido (MDA) na mucosa de camundongos tratados com
etanol. De fato, os produtos da peroxidacdo lipidica, como o MDA, podem ser utilizados
como indicadores da agdo dos radicais livres no organismo (DEL RIO et al., 2005). Deste
modo, o mecanismo pelo qual o H,S exerce seu efeito gastroprotetor parece envolver a
reducdo da peroxidagdo lipidica induzida por instilagdo de etanol. Nossos dados estao de
acordo com outros autores que mostram que o etanol depleta o nivel de glutationa nos tecidos
do estdbmago e que a restauragdo parece ser importante na gastroprotecdo (OLIVEIRA et al.,
2004; SZABO et al., 1981). Smith et al. (1996) também demonstrou que o efeito lesivo do
etanol no estomago ¢ diminuido pelo aumento da concentragao de glutationa. A mucosa
gastrica possui uma alta concentracdo basal de glutationa, que funciona como um antioxidante
(MUTOH et al., 1990). A glutationa ¢ um tripeptideo que possui fungdo protetora contra
agentes agressores, eliminando radicais livres enddgenos derivados do oxigénio. Varios
estudos t€ém demonstrado que a glutationa possui um importante papel na defesa da mucosa
gastrica (SZABO et al., 1981; BOYD et al., 1981). Assim, diversas substancias conhecidas
por causar lesdo na mucosa gastrica foram associadas a diminuicao dos niveis de glutationa,
provocando injurias ¢ um dos principais mecanismos de gastroprotecdo ¢ aumentar a

concentragdo de glutationa.

O passo seguinte do nosso trabalho foi investigar a possivel participagdo dos
canais de potassio ATP-dependentes (Karp) no efeito protetor do H,S sobre a lesdo gastrica

induzida por etanol. Recentemente, Peskar e colaboradores (2002) demonstraram a
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participagdo dos canais de Karp em varios modelos de protecao gastrica, como 16,16-
prostaglandina dimetil E2, etanol 20%, salicilato de sodio, dimercaprol e dietilmaleato, com a
glibenclamida inibindo a protegdo por esses compostos (PESKAR et al., 2002). Medeiros e
colaboradores (2008) mostraram que o sildenafil protege a gastropatia induzida por etanol
absoluto, em parte devido a abertura dos canais de Karp (MEDEIROS et al., 2008) ¢ Akar e
colaboradores mostraram que o diazoxido inibiu a lesdo géstrica induzida por indometacina
em ratos, com a glibenclamida revertendo essa protegdo (AKAR et al., 1999). Entretanto, o
papel dos canais de Karp na protecdo gastrica a lesdes induzidas por etanol ndo esta
completamente elucidado. Usando como ferramenta farmacologica a glibenclamida (um
bloqueador dos canais de Katp), nds demonstramos que o efeito protetor do H,S na lesao
gastrica induzida por etanol 50% ¢ mediado, em parte, pela abertura dos canais de Karp.

Tem sido postulado que os canais de Katp estdo envolvidos em uma variedade de
fungdes fisiopatoldgicas no estomago tais como: regulagdo do fluxo sanguineo, secrecdo de
acido gastrico e contratilidade da musculatura gastrica. A capacidade da glibenclamida de
alterar a resposta de algumas drogas tem sido aceita como evidéncia para sugerir o
envolvimento dos Karp nos eventos biologicos (STANDEN et al., 1989). Nossos estudos
evidenciaram que a glibenclamida reverte, de forma dose-dependente, o efeito protetor do
H,S. Outros estudos demonstram claramente que muitos efeitos do H,S, incluindo
vasodilata¢do, inibicdo da aderéncia de leucécitos (FIORUCCI et al., 2006), analgesia
(DISTRUTTI et al., 2006), e inibigdo da formagdo de edema sdo devidos a estimulagdo dos
Karp. No nosso trabalho, mostramos que glibenclamida reverteu o efeito protetor da L-
cisteina e dos doadores de H,S (NaHS e reagente de Lawesson’s) sobre o desenvolvimento da
lesdo gastrica induzida por etanol. Fiorucci et al. (2005) também observaram que a inibi¢ao
do efeito do H»S por glibenclamida contribui para uma aumento dos danos gastricos induzido
por AINEs, sugerindo um envolvimento dos canais de Karp nos efeitos gastroprotetores do
H,S. Em contraste, Wallace et al. (2007) demonstraram que a ativagdo de canais de Katp por
pinacidil ndo produziu qualquer efeito benéfico sobre a cicatrizacdo de ulceras, como
observado no caso de doadores de H,S. Além disso, a glibenclamida nao afetou a cicatrizagao
de tlceras induzida por doadores de H,S (WALLACE et al., 2007). Assim, estes autores
mostraram que o H,S possui um papel significativo para a cicatrizagao de ulceras gastricas,
sendo que este efeito pode estar relacionado a agdo vasodilatadora do H,S e que esse efeito
ndo ¢ mediado por canais de Katp. Baseados nos nossos resultados, podemos inferir que o
efeito gastroprotetor do H,S contra a lesdo por etanol é, pelo menos em parte, dependente de

ativacao dos canais de Ktp.
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No6s evidenciamos ainda que a glibenclamida induziu uma diminui¢do no nivel
gastrico de glutationa (GSH) e aumento na concentragdo de malondialdeido (MDA),
indicando, respectivamente, que ela aumentou a produgdo de radicais livres e a peroxidagao
de lipidios. Portanto, a glibenclamida reverteu o efeito gastroprotetor do H,S na lesdo por
etanol sobre os niveis de GSH e de MDA. Outra possibilidade ¢ que a glibenclamida poderia
induzir uma diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico e dessa forma aumentar as lesdes na
mucosa gastrica induzidas por etanol. Akar et al. (1999) demonstraram que o diazoxido
reduziu a lesdo gastrica na mucosa gastrica de ratos tratados com indometacina, € que o
relaxamento de artérias géstricas pré-contraidas pela noradrenalina induzida por diazéxido foi
revertido pela glibenclamida. Entdo, estes autores sugeriram que os canais de Katp possuem
uma fun¢do importante na manuten¢do da integridade da mucosa gastrica pelo aumento da
perfusdo gastrica e da regulagdo de neutrofilos (AKAR et al., 1999). Foi sugerido também que
os canais de Karp possuem um papel na produgdo de radicais livres induzidos por neutrofilos
em tecidos lesados (PIEPER; GROSS, 1992) e que a glibenclamida reverteu o efeito protetor
do LPS na determinagdo do nivel de glutationa (GOMES et al., 2006). Isso sugere que a
glibenclamida ao reverter o efeito protetor do H,S na gastropatia por alcool, também pode ter
aumentado a liberacdo de radicais livres e conseqiientemente isso resultou em uma
diminui¢do dos niveis de glutationa. A ativacdo dos canais de Karp poderia oferecer
mecanismos protetores a injurias por inibicdo da ativacdo de neutrdfila e subseqiiente
diminui¢do do consumo de glutationa, como conseqiiéncia da diminui¢do da produgdo de

radicais livres por estes leucocitos.

A glibenclamida ¢ um agente hipoglicemiante oral que estimula a secrecao de
insulina pelo bloqueio dos canais de Karp (Da SILVA-SANTOS et al., 2002). O nivel de
glicose no sangue desempenha um papel critico no desenvolvimento de lesdes gastricas
(TAKEUCHTI et al., 1994). Neste estudo, a glibenclamida foi administrada em uma solugéo de
2,5 ml/kg de NaOH 0,02 N contendo glicose 4%, para minimizar a hipoglicemia. Nosso
grupo de pesquisa ja tinha demonstrado previamente que a glibenclamida com este tratamento
ndo altera o nivel de glicose no sangue, em comparagdo com solugdo salina (GOMES et al.,
2006). Deste modo, podemos concluir que a diminuicdo dos efeitos gastroprotetores da L-

cisteina ou dos doadores de H»S pela glibenclamida nao ¢ dependente de hipoglicemia.
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Neuronios aferentes contendo neuropeptideos estdo presentes em abundancia na
mucosa gastrica (STERNINI et al., 1987). Diversos trabalhos mostram que a ativagdo de
neurdnios aferentes por baixas doses de capsaicina exerce protecdo contra uma variedade de
agentes ulcerogénicos (HOLZER, 1998; EHRLICH et al., 2004). Entretanto, altas doses de
capsaicina provocam desnervagdo dos neurdnios aferentes com piora da defesa da mucosa
gastrica a agressoes. No contexto do trato gastrointestinal, pouco ¢ conhecido sobre os efeitos
do H,S no sistema nervoso entérico. Trabalhos anteriores demonstraram que o H,S pode atuar
nos neurdnios entéricos. Schicho et al. (2006) observaram que em cobaias ¢ humanos, os
neurdnios entéricos expressam CSE e CBS, fornecendo evidéncias que os neurdnios entéricos
sdo capazes de sintetizar H,S. Estes autores também demonstraram que o H,S atua como um
secretagogo no colon de cobaias e seres humanos, envolvendo a ativa¢do de fibras nervosas

sensiveis a capsaicina e de receptores TRPV1.

E também sabido que o TRPVI é um receptor integrador de varios estimulos
dolorosos e desempenha um papel crucial nos distirbios motores e sensoriais do TGI
(GEPPETTI; TREVISANI, 2004). Nossos resultados sugerem que o efeito protetor do H,S na
mucosa gastrica ¢ dependente dos neurdnios aferentes sensoriais sensiveis a capsaicina e da
ativacdo dos receptores TRPV1. Assim, nossos resultados mostram que a dessensibilizagdao
dos neurdnios aferentes por doses neurotoxicas de capsaicina € o pré-tratamento com
capsazepina (antagonista dos receptores TRPV1) aboliu o efeito protetor do H,S sobre a lesao

gastrica provocada pelo etanol.

E bem conhecido que a ativagdo dos neurdnios aferentes primérios sensiveis a
capsaicina protege a mucosa gastrica da lesdo por agentes irritantes, ao passo que a ativagao e
abertura dos canais Katp previnem os danos na mucosa gastrica induzida por etanol. No
entanto, a interagao entre neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina e a ativagao de
Katp ainda ndo foi totalmente elucidada. Bratz et al. (2008) mostraram que os canais TRPV1
sdo funcionalmente expressos nos vasos € que eles medeiam a vasodilatacdo endotélio-
dependente através de um mecanismo que nao envolve os canais de Karp. Tanto os canais de
K ATP-dependentes quanto os canais de K ativado por célcio t€ém sido implicados na
mediacdo do relaxamento induzido pelo peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
em uma grande variedade de leitos vasculares. Foi demonstrado que a glibenclamida
antagoniza 0 CGRP na artéria mesentérica (NELSON et al., 1990) e no leito vascular

pulmonar (HOOD et al., 1991), sugerindo o envolvimento dos canais de Karp. Outra
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possibilidade ¢ que os canais de Karp € 0s receptores TRPV1 sdo co-expressos nos neuronios
primarios aferentes estando envolvidos na protecdo gastrica. Chi et al. (2007) mostraram que
a ativagcdo dos canais de Katp pode desempenhar um papel importante na reversdo da
excitabilidade produzida por agentes pro-inflamatorias, tais como prostaglandina E2 (PGE2),
nos neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina. Rodrigues ¢ Duarte (2000) também sugerem
que o efeito antinociceptivo periférico da morfina pode resultar da ativagdo dos canais de
Karp, 0 que pode causar uma hiperpolarizacdo dos terminais periféricos do neuroénio primario
aferentes, levando a uma diminuicao do potencial de agao.

Em resumo, nossos resultados indicam que o H,S diminui a lesdo géstrica causada
por etanol e, embora possam existir muitos mecanismos envolvidos neste efeito, nossos dados
sugerem que a ativacao dos canais de Karp, dos neurdnios aferentes e dos receptores TRPV1
¢ de importancia primordial. Estas observa¢des também levantam a possibilidade de que
agentes que aumentem a produgdo/liberagdo de H,S possam ser usados para melhorar a

resisténcia da mucosa gastrica a injaria induzida por etanol.

Como discutido anteriormente, o H,S estd envolvido em muitas fungdes
fisiologicas incluindo processos imunes ¢ inflamatérias (ZANARDO et al., 2006; DAL
SECCO et al., 2008), percep¢ao e mediagdo da dor (DISTRUTTI et al., 2005; CUNHA et al.,
2008) bem como o controle da integridade da mucosa gastrica (FIORUCCI, 2005). Além
disso, trabalhos recentes mostram que o H»S ¢ importante para manuten¢ao do tonus vascular
e relaxamento do musculo do TGI (TEAGUE et al., 2002; GALLEGO et al., 2008, ZHAO et
al., 2009). Baseado nisto, ¢ em face a caréncia de dados na literatura sobre o efeito do H,S na
motilidade, neste estudo nds também investigamos o efeito do H,S sobre o controle da
motilidade géstrica, sobretudo no esvaziamento gastrico de liquidos em camundongos
acordados. Posteriormente, estudamos a influéncia dos canais de Karp e dos receptores

TRPV1 neste efeito.

A determinagdo do esvaziamento géstrico, com base na reteng¢do fracional de
corante, tem sido amplamente utilizado por outros autores (GONDIM et al., 1999; GONDIM
et al., 2001) e permite avaliar a motilidade gastrica ¢ intestinal em animais acordados
(SANTOS et al., 2007), evitando os efeitos da anestesia sobre as fung¢des cardiovasculares e

autonomicas, € assim se aproximando do cendrio clinico.
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Nossos resultados demonstraram que os doadores de H,S (NaHS e reagente de
Lawesson’s) e o precursor da sua sintese (L-cisteina) aceleram o esvaziamento gastrico de
liquidos em camundongos acordados. Assim, podemos inferir que o H,S possui um efeito
procinético na motilidade géstrica. Outra possibilidade para esse efeito procinético seria um
efeito inespecifico dos doadores de H,S ou L-cisteina. No entanto, isso ndo parece estar
correto, visto que a administragdo de um inibidor da CSE (propargilglicina, PAG) reverteu o
efeito de L-cisteina no esvaziamento géstrico. Além disso, uma vez que o teste do vermelho
de fenol ¢ pH-dependente, uma eventual alteragdo da secreg¢do gastrica induzida por doadores
de H,S ou L-cisteina poderia  influenciar a avaliagdo do esvaziamento gastrico
(SCARPIGNATO et al., 1980). Mas essa tltima hipdotese também nao é verdadeira, tendo em
vista que nds demonstramos que a L-cisteina ou doadores H,S nao alteram o volume de suco
gastrico, pH ou total de acidez quando comparado com o grupo controle (ver tabela 1). Estes
ultimos resultados estdo de acordo com a literatura, ja que foi demonstrado que o tratamento
com reagente de Lawesson's ndo afetou significativamente a secre¢ao de acido gastrico em

relagdo aos animais tratados apenas com veiculo (WALLACE et al., 2007).

Dados da literatura demonstraram que a CSE e CBS sio constitutivamente
expressas na mucosa gastrica de ratos (WALLACE et al., 2007). Outros autores também
demonstraram que o H,S pode provocar relaxamento da musculatura gastrintestinal (ZHAO et
al. 2009; GALLEGO et al., 2008). Entretanto, estudos sobre os efeitos do H,S na motilidade
gastrintestinal in vivo sdo escassos. Nosso trabalho é o primeiro a relatar que o H,S acelera o
esvaziamento gastrico de liquidos em camundongos. Este efeito pode ser devido a uma
diminui¢do da complacéncia géstrica e/ou uma diminui¢do da resisténcia antro-duodenal. No
nosso trabalho, mostramos que o NaHS possui efeito na contratilidade espontanea do fundo
gastrico, causando relaxamento em altas concentragdes ¢ contragdo em baixas doses (< 300
uM). Estes dados contradizem, em parte, os estudos de Dhaese e Lefebvre (2009) que
demonstraram que o NaHS causa relaxamento em tiras, pré-contraidas, de fundo gastrico de
camundongos (DHAESE; LEFEBVRE, 2009). Assim, parece que a acomodacao gastrica ndo
¢ o principal fator envolvido no efeito do H,S na motilidade géstrica. Por outro lado, Zhao et
al. (2009) mostraram que o NaHS em concentragdes de 0,3-1,0 mM suprimiu a amplitude da
contra¢do muscular espontanea no antro gastrico e Teague et al. (2002) demonstraram que o
NaHS produz relaxamento do intestino delgado de coelhos. Portanto, em conjunto,
poderiamos propor que o H,S pode diminuir a resisténcia antro-duodenal, o que poderia

explicar o seu efeito sobre acelerar o esvaziamento gastrico.
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Nossos resultados também mostraram que a glibenclamida, um antagonista dos
canais de Karp, reverte o efeito procinetico dos doadores de H,S na motilidade géstrica.
Como comentados anteriormente, varios estudos t€ém mostrado que H,S ativa canais de Karp.
No estdmago, foi demonstrado que a glibenclamida reverte, parcialmente, a diminui¢cdo da
amplitude da contragdao espontanea induzida por NaHS no musculo liso do antro (ZHAO et
al., 2009). No entanto, em tiras de fundo gastrico, os bloqueadores dos canais de K como
glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina e cloreto de bario nao tiveram nenhuma influéncia
sobre o relaxamento induzido por NaHS (DHAESE; LEFEBVRE, 2009). No intestino
delgado, Teague et al. (2002) demonstraram que o efeito inibitorio do NaHS no ileo de cobaia
ndo foi afetada pelo pré-tratamento com glibenclamida. Portanto, poderia ser plausivel supor
que a ativagdo dos canais de Kartp por doadores H,S pode relaxar o musculo liso do antro e do
duodeno, e com isso diminuir a resisténcia antro-duodenal, o que poderia acelerar o

esvaziamento gastrico.

Estudos anteriores no musculo da bexiga urinaria (PATACCINI et al., 2005), na
secre¢do intestinal (SCHICHO et al., 2006) e nossos dados de defesa da mucosa gastrica
sugerem que os neurdnios aferentes sensoriais sensiveis a capsaicina participam dos efeitos do
H,S nestes tecidos. Baseado nisto, nds hipotetizamos que os receptores TRPV1 poderiam
estar envolvidos no efeito procinetico do H,S. Nossos resultados demonstraram que a
aceleracdo do esvaziamento gastrico induzida por doadores de H,S ¢, em parte, abolida por
capsazepina, um antagonista dos receptores TRPV1. A via dependente de TRPVI1, que
consiste de neurdnios aferentes taquininérgicos sensiveis a capsaicina e de neurdnios
nitrérgicos mioentericos, tém mostrado influenciar negativamente as contragdes musculares
estriadas mediadas vagalmente no TGI (BOUDAKA et al, 2007). No estomago, nos
mostramos anteriormente que o prétratamento com capsazepina aboliu os efeitos
gastroprotetores da L-cisteina, NaHS, ou reagente Lawesson’s na lesdo géstrica induzida por
etanol. Por outro lado, Gallego et al. (2008), utilizando camundongos deficientes para
TRPV1, mostrou que os efeitos do relaxamento produzido pelo NaHS no jejuno e célon de
ratos eram praticamente idénticos aos controles do tipo selvagem. Por fim, eles sugerem que

outros mecanismos poderiam estar envolvidos neste efeito.

Os neurdnios entéricos do trato gastrintestinal sdo contactados por neuronios

aferentes primarios de origem espinhal e vagal (MAZZIA; CLERC, 1997). Diversos
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pesquisadores observaram que o tratamento cronico com capsaicina (para dessensibilizar os
neurdnios aferentes sensiveis a capsaicina) nao afeta a propulsdo gastrintestinal em estados
fisioldgicos, enquanto que pode reduzir a inibi¢cdo do transito gastrintestinal devido ao trauma
cirurgico ou a administragdo peritoneal (HOLZER, 1986; HOLZER et al ., 1987). Um
nimero substancial desses neurdnios aferentes primdrios € imunorreativo para o receptor
TRPV1 (HOLZER, 1991). Esses neurdnios podem modular a motilidade gastrintestinal,
transmitir sinais provenientes do trato gastrintestinal para o sistema nervoso central e pode
simultaneamente liberar transmissores capazes de afetar a neurotransmissdo entérica
(HOLZER, 1991). Campos et al. (2008) mostram que a gastroprote¢do por flavonas contra a
lesdao gastrica induzida por etanol ou indometacina pode ocorrer por mecanismos diferentes e
complementares, que incluem a participagdo de prostaglandinas enddgenas, liberagdo de
oxido nitrico, e ativa¢ao do receptor TRPV1 ou canais Katp. NOs também sugerimos que os
canais de Katp € os receptores TRPV1 sdo co-expressos em neuronios aferentes primarios,
estando envolvidos na prote¢do gastrica do H,S. Em outros modelos, Bratz et al. (2008)
mostraram que os receptores TRPV1 sdo funcionalmente expressos nos vasos e medeiam a
vasodilatagdo endotélio-dependente através de um mecanismo envolvendo o6xido nitrico e
possivelmente canais de Katp. Estes resultados confirmam que ha uma relagdo entre o TRPV1

e Karp, sugerindo sua aplicagao em diferentes condigdes.

Por fim, nossos resultados indicam que H,S acelera o esvaziamento géstrico de
liquidos em camundongos acordados. Embora existam varios mecanismos através dos quais
este efeito pode ocorrer, nossos dados suporta a hipotese de que a ativagao dos canais de Katp

e a via neurdnios aferentes/TRPV1 sdo de primordial importancia.

Apo6s a identificagdo do NO e CO como uma substancia bioldgica importante
produzida pelas células, recentemente foi demonstrado que H,S exerce igual importancia.
Talvez, ndo surpreendentemente, o aumento no entendimento da biologia do H,S na satde e
na doenca em termos quantitativos (ndo apenas descritivos ou observacionais) emerge como
um pré-requisito fundamental para a descoberta, alvo e otimizagdo de novas terapias e, com
sucesso, realizando seu potencial comercial como uma droga segura e com beneficios clinicos
decisivos. Informagdes adicionais da biologia do H,S devem ajudar a formular estratégias
terapéuticas novas baseadas na identificagdo molecular ¢ manipulagdo direta dos alvos
sensiveis ao H,S. A descoberta de que o H,S ¢é essencialmente um neurotransmissor,

vasodilatador e mediador que participa na defesa do organismo e a compreensao dos aspectos
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fisiologicos e fisiopatoldgicos dessa molécula teve grandes avancos. Entretanto, muitas
questdes permanecem abertas a respeito do papel do H,S na fisiologia normal e

modulacdo/potencializacdo da patologia de doengas inflamatorias.

Baseado no exposto acima, acreditamos que o H,S em baixas concentragdes e por
via oral ¢ capaz de diminuir consideravelmente a lesdo gastrica induzida por etanol e possuir
efeito procinetico em camundongos. Estes eventos sdo dependentes da abertura de canais de
Karp € da via neuronios aferentes/TRPV1 (figura 24). A compreensdo dos mecanismos pelo
qual o H,S exerce esses efeitos no estdmago podera ser um alvo interessante para o

desenvolvimento de novas terapéuticas citoprotetoras.

H,S

V\N

Ativacdo de Katp
Ativagcdo de neuronio

aferente via TRPV1
DEFESA MOTILIDADE SECRECAO
‘ ‘ ‘ ‘ Sem efeito
#Estresse T GSH T Fluxo T Contratilidade TRelaxamento ¢ Resisténcia
oxidativo Sanguineo  do fundo gastrico  do intestino  antro-duodenal
- _/
™~ " - Y

Diminui a Lesdo Géastrica Aumenta o

Esvaziamento Gastrico

Figura 24: Esquema representativo dos efeitos do H,S no estomago.



103

7 CONCLUSOES

v" O Sulfeto de hidrogénio (H,S) preveniu a lesdo gastrica, o consumo de glutationa e
aumento da peroxidacao lipidica na mucosa géstrica, induzidos pela administracao de
etanol 50% em camundongos e esse efeito gastroprotetor deve-se a ativacao dos
canais de Katp, dos neurOnios sensoriais sensiveis a capsaicina e dos receptores

TRPVI;

v' O Sulfeto de hidrogénio (H,S) apresentou efeito procinético, acelerando o
esvaziamento gastrico de liquidos em camundongos acordados, sendo esse efeito

dependente dos canais de Karp € dos receptores TRPV1;

v" O tratamento com L-cisteina ou de doadores de H2S ndo alterou a atividade secretora

acida gastrica.
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