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INTRODUCAO

O etanol é conhecido como uma toxina entérica, afetando a estrutura e fungdo de varios
elementos do trato gastrintestinal, além de possuir efeitos sobre o sistema nervoso central. No
estbmago o etanol atua como uma substancia necrosante, causando injdria na mucosa, € a sua
ingestdo excessiva pode resultar em gastrite e Ulcera (GUSLANDI, 1987). Nesse 6rgdo também
causa deplecdo dos grupos sulfidrilas, que sdo necessérios para estabilizagcdo das membranas
celulares, bem como na eliminacdo de radicais livres.

Entre os mediadores importantes para manutengcado da integridade da mucosa gastrica se
destacam os mediadores gasosos, como o 6xido nitrico (NO), sulfeto de hidrogénio (H.S) e monoxido
de carbono (CO). Estudos recentes sugerem que esses “gasotransmissores” devem interagir entre si
em condigdes fisiopatoldgicas potencializando seus efeitos ou induzindo a sintese simultdnea um do
outro (FIORUCCI et al., 2006).

Baseado no exposto acima, o objetivo geral do presente projeto foi avaliar a participagao do
H.S no efeito gastroprotetor do NO e vice-versa, no curso da lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos.

METODOLOGIA

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso variando entre 25 a 30g. Para
analise da lesdo gastrica, os camundongos foram inicialmente tratados, por gavagem com L-NAME
(3mg/Kg). Apds 30 minutos foi administrado reagente de Lawesson’s (doador de H,S) na dose
27umol kg™ e 1 hora depois foi administrado etanol 50% (0.5ml 25g™"). Em outro grupo experimental,
0os animais foram inicialmente tratados com DL-propargilglicna (PAG) (50 mg/Kg) e em seguida
administrado nitroprussiato de sédio (3 ou 10 mg kg™, v.0), apés 30 minutos os animais receberam
etanol 50%. Uma hora depois os animais foram sacrificados e os estdmagos rapidamente removidos
para determinacdo da area das lesdes utilizando um programa de planimetria computadorizado.
Amostras do estbmago foram coletadas e congeladas a -70°C para posteriores dosagens de
glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA) que sédo parametros importantes na lesédo por alcool.

Para determinacao dos niveis gastrico de glutationa, uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa
gastrica dos animais foi homogeneizada em 1 ml de EDTA 0.02 M. Aliquotas de 400uL do
homogeneizado foram misturadas a 320puL de 4gua destilada e a 80puL de &cido tricloroacético (TCA)
50%. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4° C. A um total de 400uL do
sobrenadante foi adicionado 800uL de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20uL de DTNB (reagente de
Ellman) 0,01 M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia foi lida a 412 nm em
espectrofotdmetro. As concentragbes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em ug de
NP-SH/g de tecido.



Para os niveis de malonilaldeido, fragmentos 300mg da mucosa gastrica foram
homogeneizados com KCI gelado 1.15% para preparar 10% de homogenato. Em seguida 0.5ml
desse homogenato foi pipetado em seguida acrescentados ao tubo, 3ml de H;PO, a 1% e 1 ml de
uma solugao aquosa de acido tiobarbiturico aquoso (0.6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos
em um banho de &gua fervendo e a mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua
gelada, seguida da adicdo de 4ml de n-butanol. Os contelidos foram misturados por 40 segundos
com um misturador "vortex", centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e a absorbancia da camada
organica foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em mmol/g de fragmentos

umedecidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracdo de etanol 50% induziu uma lesdo significativa na mucosa gastrica
(112.0£7.4mm?), porém quando os animais foram tratados com reagente de Lawesson’s preveniu
significativamente a lesdo por etanol no estémago (32.54+9.7 mm?). Entretanto, quando pré-tratados
com L-NAME (inibidor nao especifico das enzimas NO sintases) o efeito gastroprotetor do reagente
de Lawesson’s ndo foi alterado (44.24+6.6 mm?). Por outro lado, o efeito gastroprotetor do NO
depende, pelo menos em parte, do H,S, visto que a administragdo de nitroprussiato na dose de 10mg
kg™ protegeu significativamente a mucosa gastrica (14.62+4.8 mm?) da les3o provocada por etanol.
Contudo, quando os animais foram pré-tratados com DL-propargilglicina (46.9+5.6 mm?®) houve uma
reversao parcial do efeito gastroprotetor do nitroprussiato.

A administragéo de etanol diminui de forma significatica (p<0,05) o nivel gastrico de glutationa
(GSH) (327.6+21.8mm?) quando comparado com o grupo controle (apenas salina). Entretanto, o pré-
tratamento dos animais com nitroprussiato de sodio aumentou os niveis de glutationa
(471.0244.17mm?) até os valores semelhantes aos normais. Porém quando os animais foram pré-
tratados com DL-propargilglicina ocorreu reversdo do efeito protetor do nitroprussiato de sédio
(205.4%25.2mm?) sobre o nivel gastrico de glutationa. Da mesma forma, quando os animais foram
inicialmente tratados com Reagente de Lawesson’s ocorreu aumento dos niveis de glutationa
(795.0£55.3 mm®). E o efeito permaneceu quando os animais foram pré-tratados com L-NAME
(615.6285.0mm?), mostrando que o Reagente de Lawesson’s ndo depende da presenca de NO.

A administracdo de etanol 50% provocou aumento dos niveis de MDA na mucosa gastrica
(89.1+5.6) quando comparado ao grupo controle. Entretanto, quando os animais foram pré-tratados
com reagente de Lawesson’s observou-se uma redugao significativa dos niveis gastricos de MDA
(59.243.2) quando comparado ao grupo recebeu somente etanol 50%. No entanto, o pré-tratamento
com L-NAME nao apresentou reversdo na gastroprote¢cdo e diminuicdo de MDA promovido pelo
Lawesson’s (66.8+5.5). Da mesma forma quando os animais foram inicialmente tratados com
nitroprussiato de sédio ocorreu redugdo dos niveis de MDA (50.1+2.4), porém ocorreu a reversao
desse efeito quando os animais foram pré-tratados com PAG (106.5+12.1), mostrando que o efeito do

nitroprussiato de sodio depende da presenca de H,S.



Nossos dados estao de acordo com outros autores que mostram que o etanol depleta o nivel
de glutationa no estbmago e que a restauragéo parece ser importante na gastroprotecdo (OLIVEIRA
et al., 2004; SZABO et al., 1981). SMITH et al. (1996) também demonstrou que a leséo por etanol no
estdbmago é diminuida pelo aumento da concentragdo de glutationa. Em nosso estudo observou-se
também que a administracdo de etanol 50% provocou aumento dos niveis de MDA na mucosa
gastrica quando comparado ao grupo controle (apenas salina), indicando que houve peroxidacao de
lipidios por espécies reativas de oxigénio (ROS).

CONCLUSAO

v O H.S e NO sozinhos exercem efeitos gastroprotetores na lesdo induzida por etanol, sendo
que o efeito protetor do NO parece depender em parte da produgao de H,S.

v" O H,S e o NO atuam aumentando os niveis de glutationa até os valores semelhantes aos
normais. Porém o efeito do NO depende, em parte, da producéo de H,S.

v O H,S e o NO atuam reduzindo a concentragcdo de MDA na mucosa gastrica de
camundongos tratados com etanol. Entretanto o efeito do NO, depende em parte, da
producao de H,S.
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