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RESUMO

G



A resisténcia reduzida da mucosa gastrica hipertensiva portal, perante os agentes lesivos, é
observada frequentemente em pacientes portadores de cirrose hepatica e hipertensao portal.
Trata-se de complicacdo grave que predispde ao desenvolvimento de hemorragia digestiva
alta ou anemia, secunddria a perda crdénica sangiiinea, resultando na necessidade de

frequéntes transfusdes sangiiineas.

Os fatores que determinam a resisténcia diminuida da mucosa gastrica hipertensiva portal
perante os agentes nocivos incluem uma complexa interacdo entre varios mediadores
continuamente liberados durante o desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica na
hipertensao portal. Os neuronios aferentes primdrios podem contribuir para esse fendmeno,
uma vez que eles foram previamente implicados no desenvolvimento da hiperemia

esplancnica na hipertensao portal.

O presente estudo teve como objetivo ivestigar a contribui¢cdo da inibi¢cdo cronica do
6xido nitrico, bem como a participacdo das prostaglandinas e endotelinas, na resisténcia
reduzida da mucosa gastrica a lesdo induzida pelo etanol 40% usando modelos experimetais
em ratos. Modelos distintos de hipertensdo portal (ligadura de ducto biliar comum e
estenose calibrada de veia porta) foram realizados em ratos Sprague-Dawley. As lesdes
gastricas induzidas pelo etanol foram avaliadas utilizando o modelo ex vivo de cdmara
gdstrica. A resposta microcirculatéria da mucosa foi avaliada através de fluxometria por

laser-Doppler usando 0 mesmo modelo ex vivo.

O papel da inibicdo prolongada de 6xido nitrico foi realizado através da adicdo de
L-NAME a 4agua de beber dos ratos controles e com hipertensdo portal antes dos
experimentos de camara gastrica. Similarmente, a fung¢do das endotelinas e das
prostaglandinas foi avaliada através da utilizacdo de agonistas, antagonistas ou de
inibidores. A participagdo de neurOnios aferentes no desenvolvimento da circulagdo
hiperdindmica da hipertensdo portal e sua repercussdo sobre a resisténcia da mucosa
gdstrica ao etanol foi avaliada através do tratamento neonatal com capsaicina ou do uso de
antagonista de taquicininas. A sinalizacdo molecular para producdo O6xido nitrico,
prostaglandinas e endotelinas, bem como o efeito da endotoxemia e o pH intragastrico foi

também avaliado.
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Nossos resultados indicam que a hipertensdo portal associada a disfungdo hepatica reduz a
capacidade da mucosa géstrica de se defender contra a aplicacdo topica de etanol. Esse
fendmeno € influenciado pelo pH intragdstrico, bem como pela presenca de endotoxemia.
Os resultados também indicam que os neurdnios aferentes primdrios participam no
desenvolvimento da circulacdo hiperdinamica da hipertensdo portal, afetando a capacidade

de defesa da mucosa gastrica perante os agentes agressores.

N6s concluimos que a capacidade de defesa da mucosa géstrica hipertensiva portal,
avaliada nos modelos experimentais utilizados, ¢ modulada pelos neurdnios aferentes
primdrios, e resulta de uma complexa interacdo entre o O6xido nitrico liberado,

prostaglandinas, endotelinas e o sistema nervoso entérico.
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The reduced resistance of the portal hypertensive gastric mucosa is frequently observed in
patients with liver cirrhosis associated with portal hypertension. It can predispose to upper
gastrointestinal hemorrhage as well as anemia secondary to chronic blood loss. It is usually

associated with the need of multiple blood transfusions.

The mechanisms involved in the reduced resistance of the portal hypertensive gastric
mucosa include a complex interaction between several vasoactive mediators continuously
released during the development of the hyperdynamic circulation of portal hypertension.
Primary afferent neurons may also contribute to this phenomenon, as they have been
previously implicated in the development of the splanchnic hyperemia in portal

hypertension.

The objective of the present study was to investigate the role of chronic inhibition of nitric
oxide, as well as prostaglandins and endothelins, in the reduced resistance of the gastric
mucosa to ethanol (40%)-induced injury using an experimental rat model. Portal
hypertension was induced by bile duct ligation or calibrated portal vein stenosis in male
Sprague-Dawley rats. Ethanol-induced gastric damage was assessed using an ex vivo gastric
chamber preparation. Gastric blood flow responses were measured using laser Doppler
flowmetry using the ex vivo preparation as well. The role of chronic nitric oxide inhibition
was achieved by adding L-NAME to drinking water of control and portal hypertensive rats
prior to chamber experiments. Similarly, the function of endothelins and prostaglandins
was investigated using agonists, antagonists or inhibitors. The participation of primary
afferent neurons in both development of hyperkinetic circulation in portal hypertension and
its contribution on gastric resistance to ethanol-induced injury were investigated by
induction of cirrhosis by bile duct ligation in either capsaicin newborn or takikinin
antagonist treated rats. The molecular signaling for generation of nitric oxide,
prostaglandins and endothelins was studied using RT-PCR. The gastric prostaglandin
synthetic capacity was assessed using ELISA in samples collected at the end of the
different experiments. The impact of endotoxemia and intragastric pH on gastric resistance

to ethanol-induced injury was also investigated.

Our results indicated that induction of liver dysfunction and portal hypertension reduces the

gastric resistance to topical application of ethanol. This is influenced by the intragastric pH,

Abstract
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as well as by the presence of endotoxemia. This phenomenon is result of a complex
interplay between the production and release of nitric oxide, prostaglandins and entothelins.
In addition, primary afferent neurons participate in the development of the hyperdynamic
circulation of portal hypertension, affecting the ability of the gastric mucosa to defend

against injury.

We conclude that gastric defence against topical application of ethanol in the
presence of experimental portal hypertension is modulated by primary afferent neurons, and
result of a complex interplay among the release of nitric oxide, prostaglandins, endothelins

and the enteric nervous system.
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1.1- Hipertensao portal

A hipertensdo portal (HP) € um estado anormal, definido por aumento
patolégico e mantido (cerca de 1-5 mmHg acima do valor normal) da pressdao no
sistema-porta (ABRALDES e BOSCH, 2002a). A etiologia da HP estd associada a uma
obstru¢ao ao fluxo sanguineo portal, a qual pode ser pré-hepdtica (esquistossomose),
hepatica (cirrose) e/ou pés-hepatica (sindrome de Budd-Chiari). A sindrome clinica HP
consiste em esplenomegalia, ascite e a formacao de colaterais porto-sistémicas, como uma

tentativa de descomprimir o sistema venoso portal (GERAGHTY et al., 1989).

Devido ao perfil hemodinamico alterado na HP, alteracdes dramadticas na forca
mecanica, tanto na pressao como no fluxo, desempenham um papel importante no controle
endotelial, na sinalizacdo de células do musculo liso vascular e na estrutura e funcdo do

figado (COWAN e LANGILLE, 1999; WILLIAMS,1998; NAKAHASHI et al., 1997).

1.1.1- Alteragdes vasculares na hipertensao portal

A reatividade vascular pode ser definida in vivo como a resposta do musculo
liso vascular, e in vitro como a resposta de segmentos de vasos sanguineos as substancias
vasoativas. Um fendmeno de alteracdo da reatividade vascular pode explicar a diferenga
nas sindromes vasculares vistas em alguns leitos vasculares, em vdrios estdgios da cirrose
no figado. Por exemplo, na sindrome hepatopulmonar, observa-se freqiientemente a
presenca de uma vasodilatac@o no leito vascular pulmonar (KROWKA, 1997), embora uma
minoria de pacientes possa apresentar hipertensdo pulmonar devido a uma vasoconstri¢ao
pulmonar. Similares alteracdes ocorrem nos vasos renais, cerebrais e do antebraco

(KROWKA, 1997).

Com a progressdo da doenca do figado, hd a tendéncia de alguns leitos
vasculares tornarem-se mais vasoconstrictos. Isto pode ser devido a um aumento, de
qualquer propor¢ao, de vasoconstrictores endégenos comparado com os vasodilatadores na
circulacdo sistémica. O fato de que nem todos os leitos vasculares tornam-se
vasoconstrictados pode ser explicado pelo fendmeno da hiporreatividade vascular ou a ndo
sensibilidade a vasoconstritores endégenos e exdgenos (JOHNSTONE e JOSE, 1963;
KAPLAN e SILAH, 1964; HADOKE e HAYES, 1997; JIMENEZ et al., 1999).
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Paralelamente, na cirrose, foi detectada a presenca de um excedente de
vasodilatadores circulantes que escaparam da degradacdo hepatica através dos desvios
porto-sistémicos e pelo préprio comprometimento do figado (SOGNI et al, 1996;
MACGILCHRIST et al.,1991). Entretanto, a vasodilatagdo também nao € generalizada,
mas limitada a certos leitos vasculares, como os leitos esplancnicos e pulmonares

(GARCIA-PAGAN et al., 1999).

A existéncia de uma vasodilatacdo, na presenca de niveis elevados de
vasoconstrictores circulantes, como a angiotensina II (LARAGH et al.,1963) e a
noraepinefrina (BLENDIS et al., 1987) pode ser explicada também pela hipossensibilidade
devido ao aumento dos niveis de vasodilatadores, o que pode ser um fenomeno tardio e
precedido por defeitos vasculares intrinsecos (MOREAU e LEBREC, 1995), como também

pelo desenvolvimento de uma neuropatia autondémica (FLORAS et al.,1991).

O mecanismo bdsico para esta vasodilatagdo aparenta ser devido a uma grande
variedade de substancias neuroenddcrinas e vasoativas como as prostaciclinas
(GUARNER et al., 1992) e o monéxido de carbono (GARCIA-PAGAN et al, 1999), os
quais induzem relaxamento mediado pelo NO (GRANGER et al., 1980). Além disso, a
liberacdo de prostaciclinas pode ser igualmente importante como a do NO, e,
aparentemente, ambos trabalham em harmonia para a manuten¢do da vasodilatagdo

esplancnica basal.

1.1.2- Complicacdes clinicas associadas a hipertensdo portal

Além da presenca de hipertensdo portal, os pacientes com cirrose exibem
caracteristicas hemodinamicas diferentes como circulacdo sistémica hiperdindmica e com
aumento do débito cardiaco, influxo esplancnico e do volume de plasma, e diminuicao da
resisténcia vascular global e desregulacdo neurohumoral (MOLLER e HENRIKSEN, 1999;
ARROYO e GINES, 1992).
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O desvio do fluxo sanguineo portal para a circulacdo sistémica, evitando a
passagem pelo figado através dos desvios porto-sistémicos, € seguido pelo
desenvolvimento de uma circulacio hiperdindmica, caracterizada por hipotensao,
diminuicdo da resisténcia vascular periférica, aumento do fluxo sanguineo para os
territérios esplancnicos e sistémicos (LEE et al.,1992), bem como sensibilidade reduzida a
administracdo exdgena de vasoconstrictores. Estes fatores patogénicos trabalham em
conjunto para o desencadeamento das mais sérias complicagdes clinicas na cirrose do

figado (LEBREC e MOREAU, 1999; IWAKIRI et al., 2002).

Embora os mecanismos fundamentais para o desenvolvimento da circulacdo
hiperdindmica nao sejam bem compreendidos, estudos prévios tém sugerido que esta,
poderia ser devido, pelo menos em parte, a0 acimulo na circulacdo sistémica de
substancias vasodilatadoras de origem esplancnicas (BANDI et al., 1999). O balanco entre
as forcas vasodilatadoras e vasoconstrictoras estd anormal, especialmente em pacientes
descompensados, e substancias derivadas do endotélio como o 6xido nitrico e endotelinas

estdo sendo vistas como importantes na perturbacdo da circulacdo (PATERNON et al.,

2000).

Os sistemas homeostaticos neurohumorais como o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS), sistema simpdtico-adrenal (SAS) e a liberacdo nao-osmoética de
vasopressina estdo muito ativados na maioria dos pacientes com doenca avangada do
figado, especialmente em pacientes com disfun¢do renal com retencdo de sédio e dgua
(MOLLER e HENRIKSEN, 1999; ARROYO e JIMENEZ, 2000). A acentuada atividade
simpatico-adrenal reflexo induzida, ativagdo do RAAS e elevados niveis circulantes de

vasopressina e endotelina-1 estdo implicados na contra-regulaciao hiperdindmica na cirrose

(MOLLER et al., 2001).

Em pacientes com cirrose, a pressdo arterial sanguinea tem um ritimo
circadiano caracteristico com valores quase normais durante a noite, e baixa da pressao
arterial sanguinea durante o dia (MOLLER et al.,1997). Adicionalmente, as alteracdes na
resisténcia vascular, bem como o tonus de grandes artérias podem ser modulados por

substancias vasoativas (BLENDIS e WONG, 2000).
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As fungdes sistdlicas e diastdlicas estdo implicadas diretamente com a
diminui¢do da funcdo do figado (MOLLER et al., 2001). Por isso, recentemente uma
disfuncdo cardiaca foi denominada de cardiomiopatia cirrética. Ela € resultante da
diminuicdo da resisténcia vascular periférica e da distribuicio anormal do volume

sanguineo, ocasionadas pela vasodilata¢io esplancnica (BLENDIS e WONG, 2000).

Embora a resisténcia vascular esteja diminuida em pacientes com cirrose, uma
olhada atenta em 6rgdos e tecidos individualmente mostrou dreas de hipoperfusao, perfusao
normal e hiperperfusdo. Isto indica que h4 leitos vasculares com alta resisténcia, como os

rins, e de baixa resisténcia, como o sistema esplancnico (SCHRIER et al., 1994).

A sindrome hepatorrenal ¢é caracterizada pela retencdo de sddio,
comprometimento da excrecdo de dgua e diminuicdo da perfusdo e filtracio glomerular
renal. Ela € uma das maiores complica¢des na cirrose, com uma incidéncia anual de 8% em
pacientes com ascite. Essa faléncia renal é desenvolvida em pacientes com cirrose
avangada, ou seja, no estdgio final da doenca, sendo, portanto, um importante fator

determinante de sobrevida (ARROYO et al., 2002).

A sindrome hepatopulmonar geralmente refere a hipoxemia vista em pacientes
com doengas cronicas do figado e parece ser relativamente comum, embora freqiientemente
subclinica; além disso, a hipertensao pulmonar ocorre em 0.2-0.7% de pacientes cirréticos

(LIU e LEE, 1999).

Paralelamente, o completo desvio da bile (contendo sais biliares ligantes de
endotoxinas e imunoglobulina A) do limen do intestino, altera a flora bacteriana, causa
diminuicdo da integridade da mucosa e diminui a inativagdo da endotoxina levando a
endotoxemia e bacteremia portal. Esta endotoxemia pode ocorrer devido a deficiéncia das
células de Kupffer do figado cirrético, em remover as endotoxinas provenientes dos
intestinos, fazendo com que estas possam ser liberadas dentro da circulagdo periférica

através dos desvios porto-sist€émicos (GRINKO et al., 1995).
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A sepse associada com endotoxemia é a maior causa de morte dos pacientes
cirroticos hospitalizados, acometendo aproximadamente 40% desses pacientes (NOLAN,
1975; BODE et al., 1987). O risco aumentado as infeccoes € secundario a deficiéncia de
varios dos mecanismos de defesa do hospedeiro, incluindo a fun¢do deficiente dos

neutrofilos.

Outras complicagdes relacionadas com a hipertensdo portal sdo: alteracdo no
metabolismo de farmacos e substancias enddgenas, ascite, encefalopatia hepética, hipdxia
arterial, hiperesplenismo, hemorragia digestiva alta (ABRALDES e BOSCH, 2002a) e a
gastropatia hipertensiva portal que € tema deste estudo e serd vista com mais detalhes na

se¢ao posterior.

1.2- Gastropatia hipertensiva portal

Lesdes da mucosa géstrica sdio uma freqiiente causa de sangramentos em
pacientes com hipertensao portal, contabilizando 20% a 40% de toda hemorragia
(TERES et al., 1976). Inicialmente, o sangramento da mucosa é causado pela gastrite

erosiva nomeada inflamacao da mucosa gastrica (SARFEH et al., 1988).

MCCOMARCK et al. (1995) demonstraram que a mucosa géstrica, observada
endoscopicamente como gastrite hemorrdgica em pacientes com hipertensdao portal,
mostrou ectasia da mucosa e submucosa, mas ndo necessariamente alguma alteracdo
inflamatéria. Desde que o termo gastropatia congestiva foi introduzido, essas lesdes da
mucosa foram denominadas gastropatias congestivas ou gastropatia hipertensiva portal
(GHP) (KOTZAMPASSI et al.,1990). Agora, GHP ¢é reconhecida como uma entidade
clinica na hipertensdo portal que define um tipo especial de lesdo macroscopica difusa que
aparece na mucosa gastrica de pacientes com hipertensao portal. A aparéncia macroscépica
da GHP € caracterizada endoscopicamente pelo padrio mosaico ou pele de cobra

(THULUVATH et al., 2002).
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Histologicamente, essas lesdes correspondem a uma dilatagdo vascular na
mucosa e submucosa na auséncia de erosdes ou inflamacdo (TOYONAGA e IWAO, 1998).
Endoscopicamente, as lesdes sdo classificadas como moderadas quando o padrdo mosaico
ou marcas vermelhas superficiais estdo presentes, e severas quando a mucosa géstrica
aparece com pontos vermelhos escuros difusos (PIQUE, 1997). Lesdes moderadas sao
altamente prevalentes (65-90%), enquanto as lesdes severas estdo presentes em apenas em

10%-25% dos pacientes cirréticos (THULUVATH et al., 2002).

A patogénese da GHP ndo € bem conhecida, mas a congestdo venosa
relacionada tanto com o aumento da pressdo portal, como com o aumento do fluxo
sanguineo gastrico tem sido um fator crucial para o seu desenvolvimento. Embora estas
lesdes representem sangramentos ndo oriundos de varizes, a esclerose destas pode
contribuir para o desenvolvimento ou agravacdo das lesdes. Sangramentos sdo as Unicas
manifestacdes clinicas da GHP, e ocorrem somente naqueles pacientes com lesdes severas
(PIQUET, 1997). As lesdes severas sdo uma origem em potencial dos sangramentos,
enquanto as lesdes moderadas sdo de pouca significancia clinica (TOYONAGA e IWAO,
1998). Em um periodo de cinco anos seguidos, o risco de um grande sangramento ou de um
sangramento cronico, os quais induzem anemia, é de 60% e 90%, respectivamente, para

pacientes com GHP severa.

A pressdo portal e alguns fatores humorais podem desempenhar um papel
importante nesta patogénese. A atividade secretora de dcido géstrico estd reduzida, e a
barreira da mucosa géstrica estd comprometida. Se um superfluxo (congestdo ativa) ou
estase (congestdo passiva) causa a hiperemia da mucosa gdstrica, isso ainda estd

estabelecido.

1.3- Mecanismos envolvidos na defesa da mucosa gastrica

A mucosa gastrica € freqiientemente exposta a varios tipos de irritantes como
alcool, acidos, irritantes oxidativos, drogas e bactérias. Estes irritantes causam danos a
mucosa gastrica (FERRAZ et al., 1997a), e até estimulam a apoptose de células epiteliais

gastricas (TSUTSUMI et al., 2002).
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A inflamacdo do trato gastrintestinal (TGI) pode influenciar profundamente a
funcdo da camada mucosa que estd intimamente ligada aos conteudos luminais. Esta
inflamacdo pode também alterar a habilidade da mucosa em resistir a uma injuria induzida
por fatores luminais e a capacidade para a mucosa sofrer um reparo, uma vez que a lesao
tenha ocorrido. A resposta inflamatéria € coordenada em uma grande extensdo por
mediadores quimicos que sd@o formados e liberados pelo epitélio, imundcitos € por nervos
dentro da 1amina propria. Esta liberacdo ocorre em resposta a uma lesdo, infec¢do ou a uma
exposicio destas células ao antigeno. Embora a inflamac¢do seja uma resposta fisiolégica
que ¢ freqlientemente auto-limitante, em algumas circunstancias, como quando um fator
que inicia a resposta inflamatdria persiste, a inflamac¢do pode ser de grande intensidade,

levando a uma lesao tecidual excessiva (WALLACE e MA, 2001).

1.3.1- Primeiro nivel de defesa da mucosa

A defesa da mucosa tem sido melhor caracterizada no estdmago, o qual exibe
uma considerdvel resisténcia aos efeitos danosos do 4cido e da pepsina. O primeiro nivel de
defesa consiste dos fatores secretados dentro do ldmen, incluindo acido, muco, bicarbonato
e substancias antibacteriais (imunoglobulinas e lactoferrinas). A principal fun¢do do 4cido
gastrico € reduzir o nimero de bactérias que sdo ingeridas e entram no intestino delgado

(WALLACE e MA, 2003).

1.3.2- Segundo nivel de defesa da mucosa

O segundo nivel de defesa € o epitélio, o qual é notavelmente resistente a lesao
induzida pelo dcido (SANDERS et al. 1985). O epitélio também atua como uma barreira
para a difusdo passiva de substancias prejudiciais. O dano ao epitélio pode ser reparado
rapidamente através de um processo conhecido como “restitui¢do”, o qual envolve a
migragdo de células epiteliais sadias. A restitui¢do é observada em resposta a lesdao fora do

TGI bem como em outros tecidos (PAIMELA et al., 1995).
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1.3.3- Terceiro nivel de defesa da mucosa

A microcirculacio representa o terceiro nivel de defesa da mucosa, que € um
dos que sdo significativamente modulados pelo sistema nervoso e mediadores
inflamatoérios. A difusdo do 4cido ou toxinas dentro da mucosa resulta em uma elevacdo do
fluxo sanguineo local (mediado por nervos aferentes sensoriais), o qual é critico para
limitar o dano e facilitar o reparo. O sangue dilui e/ou neutraliza o dcido/toxina e previne
seu acumulo no tecido da mucosa em concentracdes citotoxicas. Em modelos experimentais
em que os nervos aferentes sensoriais foram sensibilizados pela capsaicina (HOLZER
et al.,1991a), essa resposta hiperémica reativa estd comprometida e a mucosa pode ser
danificada pela exposicdo a irritantes que poderiam ser normalmente tolerados. Nos
modelos experimentais atuais, que estudam a mucosa gastrica na HP, foi observado que a
presenca de um defeito desta ordem também conduz a um aumento da susceptibilidade ao

dano lesivo nestas mucosas (BECK et al., 1993; FERRAZ et al., 1995).

1.3.4- Quarto nivel de defesa da mucosa

O quarto nivel de defesa € o sistema imune da mucosa, consistindo de varios
imundcitos, residentes entre a lamina prépria, que atuam como sentinelas. Mastdcitos e
macréfagos por exemplo, podem sentir a entrada de material estranho
(antigenos e endotoxinas) dentro da mucosa e podem responder pela liberacdo de
mediadores quimicos que coordenam uma resposta inflamatéria apropriada

(WALLACE e MA, 2001).

1.3.5- Quinto nivel de defesa da mucosa

O nivel final da defesa da mucosa € caracterizado pelo quadro de reagdes que
ocorrem quando uma ulcera foi formada — uma tlcera sendo definida como uma quebra na
mucosa que se estende através da muscularis mucosae. Nestas circunstancias a tulcera é
reparada por meio do crescimento e redesenvolvimento de glandulas géstricas, crescimento
de novos vasos sanguineos (angiogénese) e reinervacdo da mucosa por nervos extrinsecos e

intrinsecos (WALLACE, 2001).
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1.3.6-Citoprotecao

O termo citoprotecdo e citoprote¢do adaptativa foram popularizados pelos
experimentos de ROBERT et al. (1983) e refere-se a habilidade de certas prostaglandinas e
irritantes em proteger, em minutos, a mucosa gastrica contra exposi¢des topicas
subseqiientes de agentes que poderiam a partir de entdo produzir erosdes hemorragicas.
Certos mecanismos como o aumento do fluxo sanguineo gastrico e a formacdo de uma
“capa de muco” tém sido mencionados, mas nenhum apresenta uma explicacdo satisfatria
pelo fato de estes mecanismos ndo estarem envolvidos em todos os casos de citoprote¢ao

(GISLASON et al., 1993).

O ponto critico de qualquer teoria unificada para o mecanismo de citoprotecao
deve dar uma resposta que pode ser gerada por uma variedade de agentes, a qual pode ser
produzida entre 30s e 10min, e a qual ndo estaria necessariamente associada com a

destrui¢do epitelial.

Efeitos sobre o fluxo sanguineo e sobre a liberacio de muco sdo ditos como
sendo secunddrios, € ndo como sendo em decorréncia de falhas de protecdo da mucosa.
A protecdo € propiciada pela secrecdo de fluidos pela camada de superficie da mucosa, o
que resulta numa “barreira de secrecao”. O fluido secretado pode ser dcido ou ndo. Esta
barreira de secrecdo € relacionada como sendo uma camada justamucosa, onde uma classe
de fluidos liberados dilui os agentes necrosantes, minimizando suas concentracdes na hora

do seu contato com a superficie da mucosa (MORRIS et al., 1993).

1.4-Transmissao neurohumoral do trato gastrintestinal

Atualmente, sabe-se que um complexo circuito nervoso formado por fibras
autonOmicas do sistema nervoso entérico (SNE), sistema nervoso parassimpatico (SNP) e
simpatico (SNS) (as quais inervam, principalmente, plexos mientérico e submucoso) e por
fibras nervosas sensoriais do sistema somatossensorial, além de uma ampla gama de
neurotransmissores e peptideos, controlam o complexo nervoso, o fluxo sangiiineo e o

processo secretor no sistema gastrintestinal.
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1.4.1- Sistema nervoso parassimpatico

Virios neurotransmissores do SNC atuam em sitios especificos no cérebro, os
quais controlam funcdes gastrintestinais através do sistema nervoso autdbnomo (SNA).
O sistema gastrintestinal € estimulado pelas fibras parassimpéticas que chegam ao plexo
mientérico. No plexo mientérico, 0os neurdnios sensoriais enviam sinais para as fibras
parassimpdticas que respondem originando as respostas secretoras ou contréteis locais

(VANNER e SUPPRENANT, 1996).

As fibras parassimpaticas liberam a ACh, que ao ativar seus receptores
muscarinicos, promove peristalte, determina o relaxamento do esfincter e a propulsdo do
bolo fecal (DALE e FELBERG, 1934). Existem cinco receptores muscarinicos
(M1, M2, M3, M4 e M5). Os receptores M1 e M5 estdo presentes nos neurdnios do sistema
nervoso central e sistema nervoso periférico; os subtipos M2, no coracdo e em neurdnios; o
subtipo M3 em musculo liso visceral dos sistemas respiratério, gastrintestinal e urogenital;

o subtipo M4 em miisculos lisos e glandulas secretoras (HULME et al, 1990).

1.4.2- Sistema nervoso simpético

Contrariamente ao sistema nervoso parassimpatico, o sistema nervoso
simpatico exerce um efeito direto sobre todo o trato GI. A fibras simpdticas exercem um
efeito inibitério sobre todo o trato GI. Essas fibras liberam a NA que exerce seu efeito

inibitdrio ao interagir com seus receptores o e 3 (GOYAL e HIRANO, 1996).

As fibras simpdticas inervam diretamente os vasos sanguineos, musculo liso e
algumas glandulas. A NA inibe o miusculo liso (exceto a muscular da mucosa que é
excitada pela NA). Essas fibras podem apresentar algumas terminagdes nos plexos, onde
inibem a secrecdo de ACh. Elas induzem vasoconstricdo da veia mesentérica e de veias
intestinais. Ao estimularem as arteriolas, reduzem o fluxo sanguineo, mas dentro de alguns
minutos, através de um mecanismo de ‘“escape auto-regulador”, vasodilatadores locais
liberados pela isquemia causam uma vasodilatacio das arteriolas, a qual supera a

vasoconstri¢do simpatica (SUPPRENANT, 1994).

Introdugdo

72



1.4.3 - Sistema nervoso entérico

O SNE € formado por uma rede de pequenos ginglios e conexdes de fibras
nervosas inseridas ao longo do trato gastrintestinal. Juntos estes neurdnios exercem controle
reflexo da motilidade, da secrecdo e do fluxo sanguineo, bem como da comunicagdo com o

ginglio simpético e com o sistema nervoso central (FURNESS et al., 1992).

As células nervosas estdo contidas em dois plexos nervosos denominados
mientérico € submucoso. O plexo mientérico, descrito por AUERBACH (1862) estéd
localizado entre as camadas musculares, longitudinal e circular, onde desempenha o
controle da atividade motora gastrintestinal. O plexo submucoso ou plexo de MEISSNER
(MEISSNER et al.,1857) estd inserido entre as camadas circular da muscular e a
submucosa, e é responsdvel pela regulagcdo da secrecdo epitelial e do fluxo sanguineo local
(FURNESS et al.,1992). Os interneurdnios entéricos transmitem informacgdes entre o plexo

submucoso € mucoso.

No SNE foram descobertos mais de 30 transmissores liberados dos terminais
nervosos e de outras estruturas, como: acetilcolina (ACh), noradrenalina (NA), adenosina
trifosfato (ATP), 5-hidroxitriptamina (5-HT), substancia P (SP), Polipeptidio intestinal
vasoativo (VIP), colecistoquinina (CCK), somatostatina (SOM), Encefalina (ENK), Acido
y-aminobutirico (GABA), neuropeptidio Y (NPY), 6xido nitrico (NO), entre outros.
Essa variedade de peptideos e neurotransmissores revela que a transmissao neste sistema €

pluriquimica (FURNES et al, 1989,1992,1995).

1.4.4- Sistema nervoso somatosensorial

A camada mucosa contém as terminacdes das células sensoriais especializadas
para a quimiorrecep¢cdo e mecanorrecep¢do. Os corpos celulares dessas células receptoras

ficam no plexo submucoso.
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1.4.4.1- Neurdnios sensoriais e seus receptores

Os neurdnios sensoriais susceptiveis a acdo estimulatéria e inibitéria da
capsaicina foram denominados de CSPAN “capsaicin-sensive primary afferent neurons”
(SZOLCSANYI, 1977). Eles receberam essa denominagdo pelo fato que Jancso
demonstrou nas décadas de 50 e 60, que o principio ativo extraido da pimenta vermelha, a
capsaicina, nao somente ativava essas fibras como também rendia resisténcia ao estimulo

da dor em animais (JANCSO, 1960).

Morfologicamente, as fibras nervosas aferentes sao divididas em duas classes:
A-delta (A-0) e -beta (AB) e C. As fibras C possuem o corpo celular de didmetro pequeno
(< 30mp), sao amielinicas e tém velocidade de condutancia mais lenta, ao passo que as
fibras (A-0) sdo mielinicas, com corpo celular de médio didmetro e com velocidade de
conducdo intermedidria, entre a das fibras C e das fibras AP de rdpida condutincia
(HOLZER, 1991b). Eles sdo designados neurdnios de primeira ordem, tendo apenas um
prolongamento, o axonio, que se bifurca em um ramo periférico € em um ramo central,
sendo dessa forma neurdnios pseudo-unipolares. O ramo central penetra na raiz dorsal do
nervo espinhal ou craniano, finalmente, culminando em terminagdes nervosas que

respondem a tipos especificos de estimulos, recebidos pelos receptores sensoriais ou

nociceptores na periferia (YOUNG e YOUNG, 1998).

De acordo com critérios funcionais existem trés tipos de nociceptores
associados a dois tipos de fibras nervosas aferentes: nociceptores mecanosensiveis e
mecanotérmicos relacionados com as fibras A-6 e os nociceptores polimodais relacionados
com as fibras C, os quais respondem as trés modalidades produtoras de dor, isto €, os

estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (NOBACK et al., 1999).

Devido a sensibilidade aos vanildides, estes neurdnios foram recentemente
denominados neurdnios aferentes primdrios sensiveis aos vaniléides (VSPAN) (SZALLASI
e BLUMBERG,1990,1996). A capsaicina ativa os neur0nios sensoriais ao se ligar ao seu
receptor TRPV1 (transient receptor potential channel-vaniloid subfamily member),
expresso nestes neurdnios. Este receptor € uma subunidade do canal de célcio expressada
por um conjunto de neurdnios nociceptivos na raiz dorsal e no ganglio trig€meo

(CATERINA e JULIUS, 2003; CATERINA, 2001).
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Com relagdo aos neurdnios sensoriais do trato digestivo, eles podem ser
divididos em dois grupos: a) neurdnios sensoriais extrinsecos, que t€m o corpo celular no
ganglio sensorial extrinseco (rota do ganglio dorsal e do ganglio sensorial vagal) e b)
neurOnios sensoriais entéricos, que apresentam o corpo celular junto ao caminho do trato

digestivo (FURNESS et al., 1996).

Os neurdnios sensoriais estdo envolvidos na resposta autondmica reflexa ao
estimulo visceral (mudangas no fluxo sangiiineo, freqiiéncia cardiaca ou respiratdria) e na
percepc¢ao consciente do desconforto visceral (NESS e GEBHART, 1990). Alguns
neur6nios no hipotidlamo possuem sensibilidade a capsaicina (JANCSO-GABOR et al.,
1970; HORI, 1984), e ha propostas de que essas cé€lulas representam receptores “quentes”

envolvidos na regulacdo central da temperatura corporal (CATERINA e JULIUS, 2003).

Na mucosa GI, os nervos sensoriais liberam os neuropeptidios CGRP e a
substancia P (SP). Estes nervos s@o encontrados muito proximos aos mastocitos da mucosa
(STEAD et al, 1989). A ativacdo desses nervos aferentes sensoriais leva a liberacdo de
histamina nos mastdcitos da mucosa, o que pode contribuir para a geracdo da resposta
hiperémica da mucosa gastrica de animais sadios aos agentes irritantes (SUNG et al., 1991;
WALLACE e MA, 2002). Além disso, os neurdnios sensoriais mediam inflamagao

neurogénica no trato gastrintestinal (T'GI) e respiratdrio e pele (HOLZER, 1988a, 1988b).

1.4.4.2- Inflamacao neurogénica

z

O termo “inflamacdo neurogénica” € relacionado aos eventos vasculares
ocasionados pela liberagdo de neuropeptidios de seus terminais axOnicos, frente a
estimulagdo quimica, mecanica ou térmica (LEMBECK e HOLZER, 1979; BALUK, 1997).
Ao serem liberadas, essas substincias atuam em células-alvo através de receptores
especificos, causando efeitos pré-inflamatérios diversos, tais como vasodilatacao arteriolar,
com o aumento de fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade venular, alteragdes na
contratilidade do miusculo liso, desgranulagdo de mastdcitos e uma variedade de efeitos
sobre o recrutamento de leucdcitos e fibroblastos (HOLZER, 1992; MAGGI, 1995).
Essas substancias podem despolarizar ou hiperpolarizar as terminacdes nervosas ou células

pos-sindpticas (MAGGI, 1991; BRAIN e CAMBRIDGE, 1996; HOLZER, 1998a).
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1.4.4.3- A capsaicina
1.4.4.3.1-Origem

Na metade do século 19 foi isolado o principal componente da pimenta
vermelha do género Capsicum e nomeado capsaicina (THRESH, 1846). A estrutura
quimica da capsaicina € uma acilamida derivada do dcido homovanilico, 8- metil-N-vanil-
6-nonemida (NELSON, 1919). O nome capsicum pode ter origem no grego, Kapto, que
significa “picante”, qualidade caracteristica desse fruto. Outros autores referem que
capsicum € derivado do latim capsa que significa “caixa”, referindo-se ao fato de a vagem
da pimenta ser oca e dividida em compartimentos onde estdo as sementes

(BRICOLA, 2001).

1.4.4.3.2- A¢des da capsaicina sobre os neurdnios sensoriais

JANCSO (1960) demonstrou que a capsaicina exercia uma agio bloqueadora
sobre os neurdnios sensoriais. Este achado possibilitou o desenvolvimento de varios
estudos funcionais dos neurdnios sensoriais. Os neurdnios VSPA sdo responsaveis pela
informacdo da percep¢do e da dor para o sistema nervoso central (funcdo aferente), ao
passo que, nos terminais periféricos, estes neurdnios sdo sitios de liberacdo para uma
variedade de neuropeptidios pré-inflamatérios (fungdo eferente), tais como: CGRP, CCK,
DYN, NKA, SOM, SP e VIP, entre outros (SZALLASI ¢ BLUMBERG,1999). Estes
neuropeptidios apresentam um importante papel na inicializacdo da cascata da inflamacao

neurogénica (FOREMAN, 1987; GEPPETTI e HOLZER, 1996).

A maioria dos nociceptores sensiveis 2 capsaicina sdo as fibras C (JANCSO et
al., 1977), mas um ndmero menor pertence a populacdo de fibras A-0 (LAWSON e
NICKELS, 1980). A capsaicina pode ativar as fungdes aferente e eferente, condizentes com
o modelo de reflexo axonico (BAYLISS, 1901; LISNEY e BHARALI, 1989). Além disso,

a capsaicina € capaz de liberar peptideos dos terminais nervosos sensoriais, por um

mecanismo nao mediado pelo reflexo axdnico (SZOLCSANYI et al., 1998).
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Os neurdnios VSPA podem ser ativados por uma variedade de estimulos
quimicos e fisicos, tais como o calor e a pressao (MAGGI, 1991; LUNDBERG, 1993), pela
acdo da histamina e bradicinina, através de seus respectivos receptores, € por mecanismos
que envolvem perturbacdes na membrana neural, como observado para o xileno e o 6leo de
mostarda (JANCSO et al., 1968). A ativacio por prétons (baixo pH) envolve receptores
proprios, conhecidos como canais i0nicos sensiveis a dcidos (WALDMANN et al, 1997) e

receptores sensiveis a vanildides (BEVAN e YEATS, 1991; TOMINAGA et al., 1998).

Muitos compostos irritantes atuam nos neurénios sensoriais primarios, mas a
capsaicina e os vanildides relacionados sdo os Unicos que, apds a estimulacao inicial, levam
a um estado refratdrio, denominado de dessensibilizacdao (JANCSO e JANCSO, 1949;
JANCSO e AMBRUS, 1994)

1.4.4.3.3- Excitagcdo evocada pela capsaicina

A seletividade da capsaicina é demonstrada pela presenca de um sitio de
reconhecimento especifico de membrana, o receptor vaniléide. A interacio com este
receptor leva a abertura de um canal catidnico, com influxo de Na+' e Ca+2, gerando
despolarizacdo e potencial de acdo; isto determina a propagacdo do impulso para as
ramificacdes periféricas e para o sistema nervoso central (BEVAN e SZOLCSANYI,
1990).

A ativacgdo periférica dos VSPA ativa a liberacdo de glutamato e de peptideos
neuromoduladores de seus terminais centrais no corno dorsal da medula espinhal, desse
modo promovendo uma resposta aguda da dor. Entretanto, uma caracteristica peculiar dos
neurdnios sensoriais € que a estimulacdo pela capsaicina ou outros estimulos nocivos pode
também desencadear a liberacdo de neuropeptidios de suas terminacdes periféricas

(CATERINA e JULIUS, 2003).
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1.4.4.3.4- Dessensibilizacao evocada pela capsaicina

A capsaicina promove desde a dessensibilizacio até a degeneracdo de neurdnios
sensoriais. A exposi¢do a capsaicina leva inicialmente a um disparo nociceptor € a um
periodo de sensibilidade aumentada a dor térmica e ao estimulo mecanico. Esta fase é
tipicamente seguida por um periodo refratario durante o qual a espécie experimental torna-
se relativamente resistente a capsaicina e outros estimulos dolorosos (JANCSO, 1992;
JANCSO et al., 1967). Dependendo da dose de capsaicina, duragdo do tratamento, via de
administracao, idade e espécie da cobaia, este estado refratdrio pode demorar horas ou até

mesmo durar por toda a vida da cobaia (CATERINA e JULIUS, 2003).

Mudangas funcionais sao freqlientemente acompanhadas por mudangas
morfoldgicas que variam desde dilatacio média dos terminais axOnicos € da mitocOndria
até a completa degeneracdo do neur6énio. Na mais extrema situagcdo, ratos ou camundongos
recém-nascidos tratados sistemicamente com capsaicina na dose de 50/Kg de peso exibem
uma degeneracao seletiva das fibras C (e algumas fibras A), dos axonios e uma irreversivel
redugdo (> 80%) do corpo celular dos neurdnios sensoriais (JANCSO et al, 1984; JANCSO
etal., 1977, LAWSON e NIKELS, 1980).

Quando esses animais tornam-se adultos, eles perdem a capacidade de
responder a estimulos quimicos nocivos como a capsaicina, 6leo de mostarda e xileno, e
ndo exibem inflamacdo neurogé€nica em resposta a esses compostos ou a estimulagdo
elétrica antidromica dos nervos cutaneos. Alguns trabalhos demonstram que esses animais
também possuem resposta reduzida aos agentes irritantes térmicos e/ou mecanicos
(CERVERO e MCcRITCHIE, 1981; DOUCETTE et al.,1987; HAYES et al., 1981;
HOLZER et al., 1979; JANCSO et al, 1984).

1.5-Mediadores vasoativos endogenos no trato gastrintestinal

Os mediadores inflamatérios podem alterar a integridade da mucosa por
influenciar efetivamente os varios componentes da defesa da mucosa, os quais sdo a

combinacdo de fatores que permitem a mucosa suportar a exposi¢do a substiancias com
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tipos distintos de faixa de pH, temperatura e osmose, solu¢des com propriedades
detergentes (bile), produtos bacterianos capazes de ativar reacdes inflamatorias sist€micas e
locais (WALLACE e GRANGER, 1996). Quando o dano a mucosa ocorre, o reparo da
lesdo pode ser ativado rapidamente, limitando a possibilidade de substincias prejudiciais

(produtos bacterianos) entrarem em contato com a circulagdo sist€mica.

A resisténcia da mucosa gastrica a lesdo depende, ultimamente, de um balanco
entre os fatores defensivos e os fatores agressivos presentes no limen da mucosa. Varios
componentes da defesa da mucosa podem ser influenciados por mediadores inflamatdrios.

Alguns destes mediadores sdo prostandides, citocinas, neuropeptidios, entre outros.

Esses mediadores contribuem tanto na modulacdo da defesa da mucosa gastrica
quanto na patogénese da lesdo da mucosa, e serdao descritos um pouco mais detalhadamente

nas seg¢oes a seguir.

1.5.1- Eicosandides
1.5.1.1- Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) podem diminuir respostas inflamatdrias, fazendo
entdo a reducdo da severidade do dano da mucosa; isto é feito através da modulacdo da
atividade de imundcitos dentro da mucosa. Por exemplo, a prostaglandina E, (PGE,) atua
como um potente supressor da liberacdo de TNF-alfa (TNF-a) de macréfago (KUNKEL
et al., 1996). Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs), por outro lado, aumentam a
liberacdo de TNF-a, de macrofagos e de outras células (SANTUCCI et al., 1994). Em
dados endotoxinicos de bactérias em humanos, a administracdo prévia de um AINE
significantemente elevou a liberacdo de TNF-a dentro da circulagdo sistémica
(SANTUCCI et al., 1994). PGs também regulam a liberacao de outras citocinas como IL-1
de macréfagos (KUNKEL et al, 1996), além disso, elas produzem uma potente
quimiotaxina, leucotrieno B-4 e neutréfilos (WERTHEIM et al., 1993).
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A descoberta nos anos 90 de uma segunda isoforma de COX (XIE et al., 1991)
tem levado a uma completa reconsideragdo do papel desta enzima na producdo de
prostaglandinas em vdrias circunstincias. Agora € largamente acreditado que as
prostaglandinas produzidas em circunstancias acima do normal, o qual pode desempenhar
um importante papel na modulacao do fluxo sanguineo e como fatores da defesa da mucosa
como secre¢ao de muco, sdo derivados da isoforma da COX expressada constitutivamente,
COX-1. Por outro lado, as prostaglandinas produzidas no contexto da inflamacdo sdo
largamente derivadas da isoforma induzivel da COX, COX-2 (XIE et al., 1992). Esta teoria
tem sido um tanto supersimplificada seguindo: COX-1 produz prostaglandinas que
desempenham fung¢des benéficas, entretanto COX-2 produz prostaglandinas que exercem
efeitos maléficos (pro-inflamatorios). Essa hipotese levou a geragdo de farmacos inibidores
seletivos da COX-2 como agentes antiinflamatérios e analgésicos (WALLACE, 1999).
Porém esta hipdtese ndo estava totalmente correta, pois atualmente sabe-se que a COX-2 é
constitutiva no cérebro e nos rins, e que o uso dos inibidores seletivos da COX-2
potencializou o risco de acidente vascular cerebral e infarto, o que levou a sua retirada do

comércio.

7z

A atividade enzimdtica das duas isoformas € inibida pela aspirina e outras
drogas antiinflamatdrias nao-esteroidais (MEADE et al., 1993). O efeito colateral géstrico
associado com a absor¢do destas drogas em humanos estd associado com a inibi¢do dos
prostandides derivados da via da COX-1. Os niveis de PGE, na veia porta de animais com
HP € elevado o que sugere sua contribuicio no aumento da pressdao portal devido ao
aumento do fluxo sangiiineo esplancnico (LIN e SHAN, 1995; FLISIAK e PROPOWICZ,
1997). Além disso, a PGE; € um potente vasodilatador renal. As PGEs renais modulam a
acdo de outros hormonios e autacéides envolvidos na regulacdo da hemodindmica renal,
filtracdo glomerular e retengdo renal de s6dio e 4gua. Pacientes com cirrose apresentam um
aumento na sintese de PGE; vasodilatadoras, indicada pela alta excre¢do urindria (BIRNEY
et al., 2003). Adicionalmente, as células de Kupffer, que sdo macrofagos teciduais fixados,
sdo capazes de produzir prostaglandinas derivadas da COX, assim como leucotrienos LTB4
e LTC4. Elas produzem o vasodilatador protetor, PGE,, e em adi¢do a este, produzem as
prostaglandinas vasoconstrictoras PGD,, PGF2a ¢ o Tromboxano A, (TXA;) (BIRNEY
et al., 2003).
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A Prostaglandina I, (PGI;) ou Prostaciclina, principal produto da COX
vascular, € formada principalmente nas células endoteliais e pela camada média adventicia,
em resposta aos estimulos fisicos e humorais, incluindo substancias pré-inflamatorias
(BIRNEY et al., 2003). PGI, causa relaxamento do musculo liso vascular pela ativacdo da

adenil ciclase e aumento na producao do 3“5 adenosina monofosfato ciclica (AMP ciclico).

Na maioria dos vasos sangiiineos, arteriais € venosos, a contribui¢do das PGI,
para o relaxamento dependente do endotélio é pequena e seus efeitos sdo essencialmente
acumulativos para aqueles do NO. Entretanto, as duas substincias atuam sinergicamente
para inibir a agregacdo plaquetiaria (GROSZMANN, 1998). Dentro do rim, o endotélio
vascular produz principalmente PGI,, enquanto o glomérulo sintetiza varios prostandides,
sendo a PGI, o predominante em humanos; os tibulos e as células da medula intersticial

produzem principalmente PGE2 (BIRNEY et al., 2003).

Um aumento na liberacdo basal de PGI, sugere para esta um papel maior na
patogénese da vasodilatacdo e hipocontractibilidade associada com a hipertensdo portal.
Em animais com HP, a producdo corporal de PGI, estd aumentada (YIN et al., 1995;
OHTA, et al., 1995; SITZMANN et al., 1994; JEREMY et al., 1994). Além disso, os niveis
de PGI, no sistema venoso portal de pacientes cirréticos e em animais com PHT estao
elevados, o que sugere que a liberagdo venosa portal de PGI, pode desempenhar um papel
importante no desenvolvimento da hiperemia esplancnica, circulacdo colateral e da

gastropatia hipertensiva portal (OHTA et al.,1995; SITZMANN et al, 1994).

1.5.1.2- Leucotrienos

Os leucotrienos (LTc), produtos da via da lipoxigenase, sdo mediadores de
injuria celular e no figado sdo produzidos pelas células de Kupffer e hepatdcitos, sendo o
principal leucotrieno o LTB4. A cirrose avancada estd associada com comprometimento da
funcdo dos leucdcitos e LTB4 potencializa a injuria (CLARIA et al, 1998). Os leucotrienos
C4, D4, e E4 tém potentes propriedades vasoconstrictoras, proliferativas e pro-fibrogénicas

que podem participar na chave dos eventos patofisiolégicos na cirrose do figado e sdo
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derivados da 5-lipoxigenase. O LTD4 aumenta a concentracdo intracelular de Ca*’ e induz

contracdo nas células estreladas, e in vivo LTD4 aumenta a pressdo portal em ratos

(TITOS et al, 2000).

A diminui¢do na producdo de PGs vasodilatadoras, concomitante com o
aumento na producdo de prostaglandinas vasoconstrictoras e leucotrienos dentro do figado,
promove um grande aumento na resisténcia intra-hepdtica e aumento na pressdao portal.
O desenvolvimento de desordens hormonais e metabdlicas, e a severidade da faléncia
hepdtica na hepatite cronica e na cirrose de diferentes etiologias suportam a conclusio de
que os prostandides desempenham um papel importante na regulacio da fun¢do do figado e

na patogénese da cirrose (BIRNEY et al., 2003).

1.5.2-Endotelinas

As endotelinas consistem em uma familia de peptideos vasoativos contendo 21
residuos de aminodcidos. O peptidio endotelina (ET) deriva de trés isoformas, de 21
aminodcidos isOmeros, cada uma codificada por genes distintos (pré-pro-ET-1,
pré-pro-ET-2 e pré-pr6-ET-3. Os peptideos pré-pro-endotelinas siao clivados por
endopeptidases especificas aos precursores de ETs constituidos por 38-41 aminodcidos
(as “big endotelinas ou pro-ET” desprovidas de atividade bioldgica), as quais sdo clivadas
por enzimas conversoras de endotelinas (ECE) nos peptideos maduros: ET-1
(corresponde a primeira isoforma a ser isolada e é a mais predominante), ET-2 e ET-3

(MASAKI e YANAGUSAWA, 1993).

A ET-1 foi originalmente isolada do sobrenadante de culturas de células
endoteliais de aorta porcina e € um dos mais potentes vasoconstrictores atualmente
conhecidos (YANAGISAWA et al., 1988). Ela difere estruturalmente da ET-2 e ET-3 por

dois e seis residuos de aminodcidos, respectivamente (TERADA et al, 1993).

Introdugdo

82



As ETs atuam por meio de receptores acoplados a proteina G, ET-A e ET-B,
para ativar a fosfolipase C, resultando na liberacdo de eicosandides, diacilglicerol e do
Inositol trifosfato (IP3), o qual promove a liberacdo de Ca* dos seus estoques

intracelulares (NAYLOR, 1990; REMUZZI et al., 2002).

A liberacdo de ETs tem efeitos complexos, dependendo sobre a dura¢do do
estimulo e o tipo de receptor presente. Ligantes para ETs em receptor ETA produzem
vasoconstric¢do, enquanto ligantes para receptor ETB produzem vasoconstriccdo ou
vasodilatacdo via elevacdo de NO e prostaciclina (TREVISI et al., 2002), resultando
(JIMENEZ et al., 1999).

Embora as ETs sejam produzidas primariamente por células endoteliais e
células do musculo liso, células dos rins, pulmdes, coragcdo, cérebro, pancreas e bacgo
também sintetizam este peptidio (MASAKI e YANAGUSAWA, 1992,1993). Além disso,
ROCKEY et al. (1998) sugererem que em certos processos inflamatdrios cronicos, como no
caso da cirrose, as células hepdticas, sao capazes de produzir endotelinas. O caminho da
sintese das endotelinas é agora bem conhecido, mas seu complexo processo de degradacdo
nao o €. Diversos estimulos modulam a expressdo e liberagdao das endotelinas, entre os
quais estdo o fator de crescimento [, interleucina-1, angiotensina Il e curto estresse

(BENIGNI e REMUZZI, 1999).

Os niveis normais de endotelinas no plasma sdo baixissimos (<1pg/mL).
Entretanto, elevados niveis de endotelinas t€ém sido descritos em pacientes com choque
cardiogénico, sobre didlise cronica, e com hipertensio pulmonar (CEBERNACEK e
STEWART, 1989; KAMOI et al., 1992). Elevados niveis também tém sido detectado em
casos de hiponatremia, uremia, infarto do miocdrdio, na hipertensdo portal, € em varias
outras desordens (HOCHER et al., 1997). As endotelinas 1 e 3 também possuem acdes

ulcerogénicas e vasoconstrictoras no estdmago de ratos (WALLACE et al., 1989).

Adicionalmente, por ser um potente vasoconstrictor, ET-1 desempenha outras
potentes acdes farmacoldgicas incluindo vasoconstric¢do e regulacdo da funcdo dos rins
(UCHIDA et al., 1988), figado (GANDHI et al, 1990); e pode desempenhar um importante
papel na HP (OHTA et al.,2000) e no desenvolvimento da GHP por meio da libera¢do do
NO (MIGOH et al., 2000).
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1.5.3-Citocinas

Citocinas desempenham papel central no sistema imune e, além disso, sdo
extremamente importantes na defesa da mucosa. A maioria das informagdes disponiveis
nesta consideracdo pertence ao intestino grosso e delgado, por causa da importancia das
citocinas na patogénese de doengas inflamatérias do intestino (IBD). J4 existem
considerdveis evidéncias sugerindo que um dos fatores chaves na patogénese do IBD é um
disturbio do balango entre a producio de citocinas pré-e antiinflamatodrias. Trés citocinas
tém sido mais extensivamente caracterizadas nesta consideracdo: IL-1f e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), ambas as quais sdo consideradas como citocinas pro-inflamatorias; e
a IL-10, que € largamente considerada como uma citocina antiinflamatéria

(WALLACE e MA, 2002).

A IL-1B e o TNF-a sdo liberados em uma reacdo inflamatéria inicial, e ambos
contribuem para a resposta sist€émica a inflamacdo ou infeccdo como a resposta da fase
aguda, efeitos sobre o apetite e a geracdo da febre (DINARELLO, 1988). A IL-1p €
produzida por varios tipos de células, incluindo mondcitos, macréfagos, neutréfilos, células
endoteliais e fibroblastos (DINARELLO, 1994). Elevados niveis de IL-1B tém sido
demonstrados no plasma e tecidos de pacientes com doencas inflamatoérias intestinais
(IBD), bem como em vérios modelos experimentais de colite (BECK e WALLACE, 1997).
A IL-1P pode reduzir a injdria gastroduodenal devido a sua habilidade de liberar NO e
prostaglandinas. Além disso, ela inibe a liberagdo de mediadores promotores de ulcera

(PAF e histamina) de mastécitos (SALVEMINI et al. 1993).

O TNF-o € um mediador extremamente importante na injdria tecidual e
inflamacao observada nas IBD. A inibi¢do da sintese do TNF-a resulta na atenuacdo dos
efeitos lesivos dos antiinflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) no estdmago de ratos
(APPLEYARD et al., 1996). Os niveis de TNF-a no plasma (MURCH et al, 1991) e fezes
(BRAEGGER et al., 1992) de criancas com IBD apresentam-se muito elevados, assim
como o numero de macréfagos TNF-a positivos na ldmina prépria de pacientes com IBD

(MURCH et al., 1993).
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A IL-10 € principalmente produzida pelos linfécitos Th2, mas ela também pode
ser produzida pelos mondcitos e células Thl (BECK e WALLACE, 1997). Ela tem um
papel central na diminui¢do da cascata inflamatéria pela reducdo na producdo de citocinas
pré-inflamatérias (STORDEUR e GOLDMAN, 1998; MOORE et al., 1993), e um aumento
na producdo de outras citocinas antiinflamatérias (CASATELL et al., 1994). A IL-10 pode
inibir a producao de TNF-a e IL-13 (STORDEUR e GOLDMAN, 1998).

1.5.4-Oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico é formado do 4tomo nitrogénio da Guanidina terminal da
L- arginina pela NO sintase em muitos tecidos, incluindo a mucosa géstrica
(MONCADA et al., 1991, BROWN et al., 1993). Na vasculatura, o NO reage com o ferro
para ativar a enzima guanilato ciclase, estimulando-a a produzir o mediador intracelular
GMP ciclico que aumenta a liberacdo de neurotransmissores resultando no relaxamento do

musculo liso vascular e vasodilatagio (MURAD, 1998)

Em condicdes normais, a origem enzimatica do NO no intestino estéd limitada as
duas isoformas da NO sintase (NOS) constitutivas: endotelial NOS (eNOS, tipo III) e
neuronal (nNOS, tipo I). Estas isoformas sdo reguladas principalmente pelos niveis
intracelulares de cdlcio, via calmodulina, e libera NO em resposta ao fluxo de cdlcio. O NO
formado por estas enzimas constitutivas desempenham um papel importante na modulagao
da integridade da mucosa gdstrica por interagir com neuropeptidios sensoriais e
prostaglandinas endégenas (WHITTLE et al.,1990). Apesar da nomenclatura, a nNOS pode
ser encontrada no epitélio, e a eNOS estd presente no musculo, por exemplo no esfincter

esofdgico inferior MASHIMO e GOYAL, 1999).

A outra isoforma de NOS € referida como induzivel NOS (iNOS, tipo II), a qual
€ cdalcio/calmodulina independente; uma vez que iNOS tenha sido formada, a atividade
somente € possivel de ser obtida pela disponibilidade do substrato e co-fatores. A indugdo
da iNOS normalmente ocorre em estados de inflamacdo e ativacdo imune. A formacdo de

grandes quantidades de NO pela iNOS explica a citotoxidade de macréfagos ativados, e é
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considerada danosa para a mucosa gastrica (BROWN et al., 1993). Na mucosa géstrica, de
pacientes cirréticos com GHP, foi relatado existir um aumento na atividade da NO sintase.
Isto corroboraria aumentando os niveis de NO (nitritos + nitratos) no sangue venoso portal,

mas nio sistémico, de pacientes cirréticos (SARELA et al., 1999).

Os principais tipos celulares que expressam iNOS sdo os macréfagos e
neutréfilos. Entretanto, com fortes sinais para a inducdo, células endoteliais podem
expressar iNOS, como no caso da colite experimental (ZHANG et al., 1998). Além disso,
em estados moderados de inflamag¢do como a gastrite, iNOS € encontrada somente em
infiltrados de células imunes (MANNICK et al., 1996). Em modelos experimentais de
inflamacdo, iNOS também tem sido identificada em neur6nios (MILLER et al., 1995), uma

importancia em potencial para ainda ser discutida (WALLACE e MILLER, 2000).

Virios farmacos podem reduzir ou prevenir os efeitos biolégicos do NO,
através de diferentes mecanismos, que incluem a inibi¢do da captagdo da L-Arginina pela
célula, a reducdo da disponibilidade de co-fatores para a formag¢do do NO, a remocado do
NO formado ou a inibi¢ao dos mecanismos celulares que levam a inducdo da isoforma da
NOS (MOORE e HANDY, 1997). HIBBS et al, (1987) verificaram que os andlogos da
arginina atenuavam a ativacdo de macréfagos, e este efeito € vinculado a forma levégira da
L-arginina. Entdo, os andlogos da L-arginina com substitui¢do no nitrogénio do grupo
guanidino atuam como falsos substratos, bloqueando a atividade da enzima. Neste caso, a
inibicdo pode ser revertida pelo aumento da concentracdo de arginina, comportando-se
como um antagonista do tipo competitivo. Por outro lado, a exposicao prolongada a estes

inibidores promove uma inibic¢ao irreversivel da enzima (BREDT e SNYDER, 1994).

Muitos investigadores tém empregado inibidores da NOS, como o L-NMA,
L-NNA, L-NAME para atenuar os fendmenos biolégicos mediados pelo NO ou
dependentes da NOS (GRIFFTTH e STUEHR, 1995). As formas D-isomérica destes
compostos nao apresentam atividade inibitéria sobre a NOS, podendo ser empregadas como

controle do experimento.
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A hiperproduc¢do de NO (na periferia) ou hipoproducao (intra-hepatica) pode
ser a causa (inducao da iNOS, estimulo da eNOS) ou a conseqiiéncia (deficiéncia da eNOS
intra-hepética) da sindrome hiperdindmica. Além disso, o0 NO e o Peptidio Relacionado ao
Gene da Calcitonina (CGRP), sdo fortes candidatos na vasodilatacdo e na contribuicao da
diminui¢cdo da pressao arterial sist€mica, descrita na cirrose avancada (BENDTSEN et al.,

1991).

O NO tem sido o sujeito de extensivos estudos com relagdo ao seu papel na
defesa ou patogénese da lesdo de mucosa gastrica (CALATAYUD et al, 2001b;
WALLACE e MILLER 2000; MILLER e SANDOVAL, 1999; MASUDA et al, 1995).
Permanecem controvérsias considerando o papel predominante do NO no TGI: protegendo
ou danificando. As formas constitutivas da NO Sintase (NOS), NOS neuronal (nNOS) e
NOS endotelial (eNOS), sdo muito importantes na funcdo normal do TGI na qual a inibi¢do
destas enzimas pode resultar em distirbios da motilidade gastrintestinal, fluxo sanguineo,
secrecdo, etc. De outra forma, a NOS induzivel (iNOS), a qual produz quantidades
relativamente grandes de NO em condi¢des patoldgicas, contribui para a lesdo e disfungdo
da mucosa. A supressdo da sintese de NO deixa a mucosa géstrica mais susceptivel a lesdao
(WHITTLE et al., 1990, OTHA et al, 1997). Além disso, acreditava-se que a
administracdo de doadores de NO poderia proteger o estdmago de uma lesdo
(MACNAUGHTON et al., 1989). Esta hipotese levou ao desenvolvimento de drogas
antiinflamatérias nao-esteroidais liberadoras de NO (NSAIDs) as quais acreditava-se nao
causar danos gastrintestinais e que acelerariam a cicatrizacdo da ulcera géstrica

(WALLACE. et al., 1994, ELLIOTT, et al., 1995).

1.5.5- Neuropeptidios
1.5.5.1- Sintese dos neuropeptidios

Postula-se que os neuropeptidios sejam sintetizados a partir de seus precursores
no ganglio da raiz dorsal e sdo imediatamente transportados para os terminais nervosos
central e periférico, cuja liberacdo resulta nas respectivas funcdes eferentes e aferentes

(LUNDBERG, 1996).
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Com a ocorréncia do trauma ou inflamagdo, os tecidos lesados liberam
mediadores quimicos que podem sensibilizar ou mesmo ativar os nociceptores A-6 e C a
liberarem neuropeptidios tais como a substancia P, que pode, por sua vez, estimular tanto
mastdcitos locais a liberar histamina quanto leucdcitos para liberarem NO, PGE2, PAF e
LT, substancias tais que ativariam os nociceptores (NOBACK et al., 1999).

A liberacao neurogénica dos peptideos e de outros conteidos vesiculares pode
desencadear respostas nao inflamatérias como a secre¢do e contragdo do musculo liso, e
tem sido relacionada com a atividade aferente tonica basal, que atua na manutencao tropica
de tecidos alvos ou a regulacdo visceral do tonus e fluxo sangiiineo. Entretanto, sob
circunstancias patoldgicas, a liberacdo excessiva de peptideos neurogénicos liberados pelos
nervos sensoriais contribui para a inflamagdo crénica associada com a asma, doengas

inflamatorias intestinais, artrite, entre outras (CAMPBELL, 1993, LUNDBERG, 1993).

1.5.5.2- Localizacao dos neuropeptidios

Os neuropeptidios s@o altamente distribuidos no sistema nervoso central (SNC)
bem como nos nervos periféricos, € atuam como neurotransmissores para regular varias
fungdes fisioldgicas. Varios neuropeptidios do SNC atuam em sitios especificos no cérebro
que controlam funcdes gastrintestinais através do sistema nervoso autdonomo (SNA).
TACHE et al., (1980a;1980b) foram os primeiros que reportaram o efeito central dos
neuropeptidios na regulagcdo das funcdes gastricas e desde entdo, mais de 40 peptideos t€m
sido examinados, e tem sido bem estabelecido que alguns neuropeptidios como o hormdnio
liberador de tirotropina (TRH), fator liberador de corticotropina (CRF), neuropeptidio Y
(NY) e somatostatina (SOM), mediam a estimulacdo ou inibi¢do da func¢do gastrintestinal

induzida pelo SNC (YONEDA et al.,, 2001).

1.5.5.3- As taquicininas
1.5.5.3.1- Origem e seus receptores
As taquicininas compdem uma familia de peptidios que possuem uma
seqiiéncia C-terminal Fe-X-Gli-Leu-MetNH3. Foram assim denominadas por produzir
rdpida contracdo de visceras de animais, em oposi¢do a bradicinina (ROCHA e SILVA,

1949), um peptidio de origem plasmdtica, que provoca contracdo intestinal de
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desenvolvimento lento (VON EULER e GADDUM, 1931). A familia taquicinina dos
neuropeptidios inclui substincia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB). As
taquicininas interagem com trés receptores de neurocininas aclopados a proteinas G (NK1-
R, NK2-R e NKL3-R) com diferentes afinidades; sendo que a substincia P liga-se
preferencialmente ao receptor NK1, enquanto a NKA e NKB ligam-se preferencialmente
aos receptores NK2 e NK3, respectivamente (HELKE et al., 1990; ONKUBO e
NAKANISHI, 1991; REGOLI et al., 1989; MAGGI, 1995).

1.5.5.3.2- Localizagdo de receptores de taquicininas no TGI

SP e NKA sdo normalmente co-expressados e sdo encontrados em altas
concentragdes nos sistemas nervoso central e periférico (OTSUKA e YOSHIOKA, 1993),
entretanto NKB € confinado na maior parte no sistema nervoso central. Sitios ligantes para
todos os trés peptidios estdo presentes no cérebro e na espinha dorsal; entretanto foram
encontrados apenas sitios para SP e NKA no trato gastrintestinal (TGI) (GRADY et al.,
1996). O RNA mensageiro (mRNA) para NK1-R € expressado em niveis relativamente
altos no SNC e no TGI; O mRNA para NK2-R € encontrado mais confinado aos 6rgaos
periféricos, e 0 mRNA para NK3-R é mais encontrado no SNC (TSUCHIDA et al.,1990).
NK1-R foi detectado em neurdnios mientéricos e da submucosa do duodeno, jejuno, ileo e
cOlon, e em neur6nios mientéricos do estdmago (GRADY et al.,, 1996); NK2-R foi
detectado na muscular externa do estdmago, intestino delgado e coélon; NK3-R foi

detectado em neuronios do TGI de ratos (GRADY et al., 1996).

1.5.5.3.3- Sintese, liberacdo e degradacdo das taquicininas

As taquicininas sdo sintetizadas pelos ribossomos no nivel do corpo celular
neural, armazenadas em grandes vesiculas secretérias densamente coradas (LDV) e
axonalmente transportadas para o terminal nervoso por meio de processo enzimdtico

(BRIMIJOIN et al., 1980).
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A liberagdao de SP e NKA € dependente do influxo de cdlcio extracelular em
resposta a um estimulo despolarizante. A liberagdo de ambas as substancias também pode
ocorrer apos a aplicacdo da capsaicina e vérios agentes inflamatérios como a histamina e a

bradicinina (GEPPETTI et al., 1990).

As taquicininas sdo degradadas por enzimas teciduais especificas, as peptidases,
presentes na membrana ou no citosol neural. O processo de recaptagdo parece ndo ser
importante no término de acdo das taquicininas, contribuindo apenas com a remog¢do de

fragmentos (NAKATA et al., 1981).

1.5.5.3.4- A¢des farmacoldgicas da taquicinina substancia P

A SP € considerada uma séria candidata a mediadora da funcao efetora local
dos neurdnios aferentes primarios (HARRISON e GEPPETTI, 2001). In vitro, SP sinaliza a
ativacdo da transcri¢do pré-inflamatéria do fator nuclear, o fator-kB, (MARRIOTT et al.,
2000) e ativa células imunes para produzirem citocinas (RAMESHWAR et al., 1994). A SP
estd freqiientemente presente num mesmo neurénio com o CGRP, e a liberacao de SP pode
causar a co-liberacio de CGRP, ou, adicionalmente, mais SP (WALLENGREN e
HAKANSON, 1987). Ela é encontrada nas fibras da derme e epiderme, glandulas
sudoriparas, em corpisculos de Meissner, nervos perivasculares e células de Merkel
(KALIL-GASPAR, 2003). Pode, ainda, ser sintetizada em células do sistema imune, como
mondcitos, mastécitos e eosindfilos (LOTTI e col., 1995; ZANCANARO et al., 1999;
JOHANSSON et al., 1999). A SP estimula a proliferacdo de células da musculatura lisa
arterial e de fibroblastos (NILSSON et al., 1985; KATAYAMA e NISHIOKA, 1997;
CROWE et al., 1994), regula a expressdo génica do fator de crescimento bdsico de
fibroblastos (JIANG et al.,, 2004), a proliferacio de células endoteliais e a
neovascularizacio in vivo (PARENTI et al., 1996; WIEDERMANN et al., 1996). Ela € um
dos mais potentes vasodilatadores conhecidos, sendo cem vezes mais potente que a
histamina (FOREMAN, 1987); ela libera 6xido nitrico das células endoteliais (BULL ez al.,
1996) e exerce vasodilatacdo via ativagdo de receptores NK1 (WEIDNER et al., 2000;

CAOQO et al., 1999). Ela € reportada contribuir na excitabilidade do hipocampo e em estados
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epilépticos ao promover a liberacio do GABA, o qual inibe as fibras pré-ganglionares
simpaticas ao se ligar ao seu receptor GABA (B), presente nestas fibras (BROUILLETEE e
COUTURE, 2002).

Além disso, a SP tem sido reportada por atuar como um peptidio com potencial
apoptotico em um sistema livre de células (DEL RIO et al., 2001), estar envolvida na
apoptose induzida pelo cainato, um receptor de glutamato, em neurdnios do hipocampo
(LIU et al.,1999) e induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos
humanos via producio de anion superdxido e peréxido de hidrogénio pela NADPH oxidase
dependente de calmodulina, e pela geracdo de NO pela eNOS (STERNER-KOCK et al.,
1999).

Ela é o principal mediador responsdvel pelo aumento da permeabilidade
vascular e, conseqiientemente, pelo extravasamento de proteinas plasmaticas e formacao de
edema na pele de roedores e humanos (XU et al.,1992). Sugere-se que estes efeitos sejam
devidos a estimulagdo direta dos receptores NK1, localizados nas células endoteliais das
vénulas pds-capilares, ou pela ativacao de mastdcitos, através da interagdo de cargas iOnicas
entre estes que levaria a liberagdo de histamina e 5-HT (BRAIN e WILLIAMS, 1989) ou

pela ativacdo direta devido a presenca de receptores Nkl de taquicininas nos mesmos

(OGAWA et al., 1999).

1.5.5.3.5- Antagonistas de receptores de taquicininas

Com o desenvolvimento e sintese de antagonistas nao-peptidicos com potentes
acOes seletivas para os receptores NKI1, como o SR140333, e para o receptor NK2,
SR48968, (GARRET et al, 1991; EDMONDS-ALT et al, 1992), mostrou-se em estudos in
vivo que o SR140333, mas ndo o SR48968, reduz significantemente o extravasamento
plasmatico induzido por estimulacdo térmica e antidromica na pele de ratos, bem como
aquele induzido pelo GR73632, agonista de receptores NK1 (TOWLER e BRAIN, 1998).
Trabalhos usando antagonistas de receptor NK1 ou ratos geneticamente deficientes de
receptor NK1 tém indicado um papel maior para esse receptor na asma, bronquite cronica,
inflamacdo intestinal, pancreatite, artrite e resisténcia a infeccao (KINCY-CAIN e BOST,

1996; QUARTANA e MAGGI, 1998; HARRISON e GEPPETTI, 2001).
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BANG et al., (2003) mostraram que o uso de antagonistas de receptor NK1
(CP 96,345 e L-733,060) preveniu doenga inflamatdria do figado pela inibi¢do da ativacao
do fator nuclear, fator-kB, devido a supressdo da sintese pro-inflamatdria e pelo aumento
concomitante da producdo de citocinas hepatoprotetoras, como também, mostrou que o uso

desses antagonistas preveniu in vivo a apoptose hepatocelular induzida por CD-95 e TNFR-

1 (BANG et al., 2004).

1.5.5.3.6- Contribuicdo da substancia P no fluxo sanguineo géstrico

GINAP e KILBINGER (1997) sugerem que as taquicininas liberadas pelo
sistema nervoso entérico regulam a secrecio de serotonina (5-HT) em células
enterocromafins do {leo de cobaias. A substancia P e a neurocinina A estdo abundantemente
presentes nos neurdnios aferentes primdrios do estbmago (GREEN e DOCKRAY, 1987).
A SP estimula o extravasamento de plasma no TGI e no pancreas de ratos por interagir com
o receptor NK-1 (FIGINI et al., 1997). Além disso, tem sido mostrado que ela agrava a
lesdo géstrica induzida pelo etanol em ratos sadios (KARMELI et al., 1991).
HEINEMANN et al. (1996;1997) mostraram que a taquicinina reduz o fluxo sangiiineo
gastrico pela ativacdo do receptor NK1 e inibe a resposta hiperémica em resposta ao
estimulo com 4cido, por intermédio de um mecanismo mediado pelo receptor NK3.
Adicionalmente, na inflamacdo cronica da mucosa géstrica, as taquicininas enddgenas
podem ganhar significancia patogénica como inibidores da hiperemia protetora da mucosa

(HEINEMANN et al., 1996).

1.5.5.4- Peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)

Peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) possui 37 aminodcidos e é
codificado pelo mesmo gene que o horménio da calcitonina (AMARA et al., 1984).
O CGRP ¢ encontrado na inervacdo da derme, epiderme, glandulas sudoriparas, em
corpusculos de Meissner, nervos perivasculares e células de Merkel (LOTTI et al., 1995;

ZANCANARO et al., 1999; JOHANSSON et al., 1999). Pode ser liberado junto com a SP,

Introdugdo

92



mas sua acdo € mais lenta, progressiva e de maior duracio (WALLENGREN, 1997)
induzindo uma intensa vasodilatacio em pequenos e grandes vasos (SCHOLZEN
et al.,1998). Dois receptores especificos ja foram propostos, CGRP1R e CGRP2R, ambos
acoplados a proteina G (AIYAR et al., 1996; LUEBKE et al., 1996; NAGHASHPOUR
et al., 1997).

O CGRP ¢é conhecido como pré-inflamatério e vasodilatador, mas
paradoxalmente pode atuar de forma antiinflamatéria sobre a resposta imune celular
(KALIL-GASPAR, 2003). Como préinflamatdrio, ele potencializa a formacao de edema
induzido pelas IL-1 e IL-8, aumenta a expressdo e sintese de IL-8 em células endoteliais
(ANSEL et al.,1997), é quimiotatico para neutréfilos (CAPUGGI et al., 1990) e aumenta a
translocagdo de selectina P e a expressaio de ELAM-1 (BULL et al.,1996). O CGRP
estimula, ainda, a proliferacio de células endoteliais (CAO et al, 1999;

HAEGERSTRAND et al., 1990) e de melandcitos in vitro (HARA et al., 1996).

Como antiinflamatério, entretanto, o CGRP € capaz de inibir muitas das
fungdes das células de Langerhans. Usando-se a linhagem de células de Langerhans XS52,
demonstra-se que o CGRP eleva o AMPc e aumenta a sintese e liberacdo de IL-10
induzidas pelo lipopolissacaridio bacteriano (LPS) e GM-CSF (resultando em inibi¢do de
B7-2). Nessas células, ele ainda suprime a inducdo de IL-12 e IL-f pelo LPS e GM-CSF
(TORII et al., 1997a, b, c, d).

O CGRP inibe também a atividade de células natural —killer (UMEDA, 1992) e
a proliferacdo de células T, diminui a producgdo de IL-2 e a expressdo de TNF-a, TNF-f3 e
IFN-gama (WANG et al., 1998). Ele também € capaz de bloquear as agdes promotoras de

edema da histamina, leucotrieno B4 e serotonina na pele humana (RAUD et al., 1991)

1.5.5.5- Peptidio vasoativo intestinal (VIP)

O peptidio vasoativo intestinal (VIP) € membro da mesma familia a qual
também pertencem a secretina, glucagon, gastrina, polipeptidio ativador da

adenilato-ciclase pituitdria (PACAP) e peptidio inibidor géastrico. Junto com o CGRP e o
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peptidio histidina-metionina (PHM), o VIP é um dos mais abundantes peptidios
(MISERY, 1997), coexistindo com a acetilcolina em fibras parasimpaticas
pOs-ganglionares, e sendo encontrado também no suor (WALLENGREN, 1997). Estudos
comprovam que a liberacdo de VIP e acetilcolina pode ser independente e condicionada a
freqii€éncia de estimulagdo da fibra nervosa (HARTSCHUH et al.,1983). O VIP ¢ liberado
na inervacdo da derma e epiderme, foliculos pilosos, glindulas sudoriparas, células de
derme, e em nervos perivasculares (LOTTI et al.,1995; HARTSCHUH et al.,1983).
Mastécitos, polimorfonucleares e eosindfilos também sdo fontes de VIP
(LOTTT et al.,1995). O VIP induz relaxamento da musculatura lisa de vasos sangiiineos
(WALLENGREN, 1997; NILSSON e MAEPEA, 1987). Mastdcitos respondem ao VIP
com rapida liberacdo de histamina (independente de IgE). Outros estudos mostram que ele
€ capaz de inibir a produ¢do de IgA e atuar sobre células de Langerhans, aumentando o
AMPc e inibindo a fun¢do apresentadora de antigeno (LOWMAN et al.,1988; STANISZ
et al.,1988; TAYLOR et al.,1994).

1.5.5.6- Polipeptidio ativador de adenilato-ciclase pituitaria (PACAP)

Peptidio pertencente a mesma familia do VIP, originalmente isolado no
hipotdlamo ovino e caracterizado como potente ativador da adenilato-ciclase de células
cultivadas da hipdfise anterior, participando na regulacdo da producdo e secrecdo de
hormonios pela glandula pineal, glandula tire6ide, TGI e pancreas, além de indutor de
vasodilatacdo endotélio-independente (NARITA et al., 1996; WARREN et al., 1992; MAY
e BRAAS, 1995; DORNER et al.,1998; BLOOM, 1992). Ele coexiste com o VIP
(e ocasionalmente com o neuropeptidio Y) em fibras parassimpdticas, ou com a SP e CGRP

em fibras C (STEINHOFF et al., 1999; ODUM et al., 1998).

1.5.5.7- Neuropeptidio Y (NPY)

Peptidio pertencente a mesma familia do peptidio tirosina-tirosinamida e do
polipeptidio pancredtico (LOTTI et al., 1995; WALLENGREN, 1997). A maioria dos
estudos realizados, até o momento, com o NPY, concentra-se no sistema nervoso central,

no qual o NPY se mostra envolvido quanto ao estimulo a ingestdo de alimentos e dgua, a
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regulacdo do humor e ao controle central do sistema nervoso autonimo. Na periferia,
ONPY estd envolvido na manutencdo do tono vascular, produzindo acdo vasoconstrictora
longa e potente. Possui varios receptores ja isolados, especialmente os receptores Y1 e Y2,
ja descritos com detalhes e ligado a proteina G (HASHIM e TADEPALLI, 1995).
Ele coexiste com a NA nas fibras simpaticas e com o VIP numa subpopulacido de fibras
parassimpadticas. A liberacao do NPY € maior apds estimulos de alta freqiiéncia, enquanto a
liberacao de NA € maior apos estimulos baixa freqiiéncia. Ele é normalmente considerado
um potencializador dos efeitos da adrenalina e da NA (SUNDLER et al., 1986), modulando
a neurotransmissiao adrenérgica por mecanismo endotélio-dependente (DALY e HIEBLE,
1987). A presenca de NPY causa vasoconstriccdo longa e potente de artérias e arteriolas,
mas nao do sistema venoso (LOTTI et al.,1995; WALLENGREN, 1997).
Essa vasoconstriccdo ndo € antagonizada por alfa-bloqueadores (ZUKOWSKA-GROJEC
et al.,1987), evidenciando o NPY como um provédvel responsdvel pelo componente

vasoconstrictor simpdtico-resistente aos alfa-bloqueadores (EDVINSSON et al., 1983).

1.5.5.8- Somatostatina (SOM)

O peptidio SOM foi originalmente isolado no hipotdlamo, assim denominado
devido a capacidade de inibir a liberagdo de hormodnio do crescimento. Cinco receptores ja
foram identificados (SSTR1 a 5), todos eles acoplados a proteina G. (HOYER et al., 1995;
LOPEZ et al., 1996). E um potente inibidor da proliferacdo celular, e é capaz de liberar
histamina de mastécitos via AMPc (LOTTI et al., 1995; MONTMINY et al.,, 1996,
ABRALDES e BOSCH, 2002b).
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2.1- Objetivo Geral

Encontrar uma maneira de amenizar as alteragdes clinicas presentes no quadro
de hipertensdo portal tem sido um desafio para prolongar a sobrevida dos pacientes
cirréticos que aguardam um transplante de figado. A GHP ¢ uma doenca causada pelas
diversas alteracdes hemodinamicas e mecanicas, decorrentes do aumento da pressao portal.
Tais alteragdes sdo mediadas pela acdo de substincias vasoativas liberadas na circulagdo
sist€émica e resultam no comprometimento de importantes mecanismos de defesa da mucosa
gastrica. O uso do modelo experimental de hipertensdo portal adequado é fundamental para
que os achados experimentais permitam aproximar ou reproduzir os aspectos morfolégicos
encontrados na doenga em humanos, com progressdo gradual e discreta das alteracdes
patologicas e apresentar alta reprodutibilidade e baixa mortalidade. Por isso, o presente
trabalho utilizou os modelos experimentais de estenose calibrada de veia porta e a ligadura
do ducto biliar comum para induzir hipertensdo portal nado-cirrdtica e cirrdtica,
respectivamente, visando avaliar o comportamento da mucosa gastrica hipertensiva portal
perante os estimulos lesivos com agentes agressores, € o papel de alguns dos principais

mediadores vasoativos endégenos envolvidos nos mecanismos de defesa da mucosa.

2.2- Objetivos Especificos

Examinar a contribui¢do da hipertensao portal cirrética e ndo-cirrética e do pH

intragdstrico na resisténcia da mucosa géastrica perante o estimulo lesivo com o etanol.

Estudar o papel do 6xido nitrico na etiologia da gastropatia hipertensiva portal,
bem como a sua interagdo com as ETs e PGE; na defesa da mucosa géstrica hipertensiva

portal perante o estimulo lesivo com o etanol.

Estudar os efeitos das endotoxinas sobre a integridade da mucosa géstrica na

presenca de hipertensdo portal e disfuncdo hepatica.

Avaliar o envolvimento dos neurOnios sensoriais na etiologia da gastropatia

hipertensiva portal
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3.1- Procedéncia dos animais utilizados

Os testes farmacoldgicos realizados neste trabalho foram conduzidos com o
emprego de ratos Sprague Dawley ou Wistar machos adultos (180-250 g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp, Campinas, SP).
Os animais foram acomodados em estante climatizada para animais de pequeno porte.
O acondicionamento permitido foi de quatro animais por gaiola, as quais continham 4gua,
racdo especifica ad libitum e maravalha. As gaiolas foram higienizadas trés vezes por
semana, com troca dos animais. Dependendo do protocolo experimental, os mesmos foram
mantidos conscientes ou anestesiados de forma apropriada com pentobarbital sédico e/ou

halotano, e submetidos a jejum de 18h e com livre acesso a ingesta de dgua.

Todos os estudos experimentais foram realizados sob a aprovacdo do Comité de
Etica de Pesquisas em Animais da FCM — Unicamp, de acordo com o protocolo 376-1

(ver ANEXO 2).

3.2- Inducao da hipertensao portal
3.2.1- Estenose calibrada da veia porta

A veia porta foi isolada sob anestesia gasosa com halotano e a estenose
calibrada criada através de ligadura simples com fio de sutura de algodao 4-0 ao redor de
agulha calibre 20 com bisel removido para evitar puncio acidental, colocada sobre a veia
porta. A estenose calibrada foi obtida apds a retirada da agulha pdés-ligadura
(CALATAYUD et al., 2001a). Animais controles foram submetidos a0 mesmo tipo de
cirurgia, com exposicdo e manipulacio da veia porta, mas sem ligadura da mesma.
Os animais foram utilizados em experimentos de camara géstrica ex vivo duas semanas
ap6s a cirurgia, quando apresentavam hipertensdo portal ndo-cirrética e sem disfungdo

hepética.
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3.2.2- Ligadura e ressec¢do do ducto biliar

O ducto biliar comum foi isolado apds laparotomia mediana, sob anestesia
gasosa com halotano, seguido de ligadura proximal e distal ao figado com fio de algodao
4-0 e com distancia de aproximadamente 5 mm entre as ligaduras. O ducto foi entdo
ressecado entre as ligaduras para evitar reconec¢do biliar (FERRAZ et al., 1995; BECK
et al., 1992). Animais controles foram submetidos ao mesmo tipo de cirurgia, com
exposicdo e manipulacdo do ducto biliar, mas sem ressec¢do ou ligadura do mesmo. Os
animais desenvolveram cirrose hepdtica biliar secunddria apds quatro semanas, quando
foram utilizados nos experimentos de camara gastrica. A andlise histoldgica hepatica
revelou cirrose micronodular, acentuada proliferacao e necrose de ductos biliares. Ictericia,
ascite (20% dos animais) e hipertensdo portal acompanhada de aumento nos niveis séricos
de bilirrubinas, fosfatase alcalina e transaminases sdo obtidos de forma uniforme e

reprodutivel (LAMBRECHT et al., 1993, FERRAZ et al., 1995; FERRAZ et al., 1996).

3.3- Preparacao de camara gastrica ex vivo e protocolo experimental

A camara géastrica ex vivo foi preparada em animais anestesiados com
pentobarbital sédico (60 mg/kg i.p. para animais controle e estenose calibrada de porta e 30
mg/kg i.p. para animais cirréticos). O estdmago foi exposto através de laparotomia mediana
e o piloro ligado com fio de algoddo 4-0. Em seguida, o estdbmago foi tracionado a partir da
camada ndo glandular da grande curvatura com pin¢a 0.8 mm e aberto através da grande
curvatura com o cuidado de evitar seccdo do suprimento arterial gdstrico.
A hemostasia da borda da seccdo gastrica foi realizada através de eletrocautério portatil
(Harvard Apparatus, EUA). O estdmago foi entdo colocado sobre uma plataforma de
acrilico especialmente desenhada para esse tipo de preparacido, e fixo com alfinetes sobre
essa mesma plataforma. Um cilindro de acrilico foi entdo colocado sobre a mucosa géstrica,
posteriormente fixo, que permite o banho da mucosa gastrica com solugdes de interesse.
Essa preparacdo permite a manutencdo do suprimento sanguine e controle neural e motor
gastrico. Os animais sdo mantidos em uma cama de acrilico aquecida por cobertor elétrico

(Harvard Apparatus, EUA) em temperatura de 37°C controlada por meio de termdmetro
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intra-retal (Harvard Apparatus, EUA). A solu¢do de banho é mantida sob agitacdo
constante a 200 r.p.m. através de misturador eletrOnico a fim de evitar a camada de pH
alcalino justa mucosa. O protocolo experimental foi composto de seis periodos de 10
minutos cada. A mucosa foi banhada com solu¢ado salina durante os dois periodos iniciais
(20 min), seguida de um periodo de 10 min no qual a mucosa foi banhada pelo etanol, apds
0 qual a mucosa foi banhada por solucdo acida (HCI 100 mM, pH=I1.5 ou 2) nos trés
periodos finais (30 min). As solu¢des foram aplicadas sobre a mucosa com temperatura de
37°C. Ao final de cada experimento, a mucosa géstrica foi fotografada (Figura 1) e as dreas
de lesdes hemorrdgicas foram medidas através de planimetria computadorizada

(FERRAZ et al., 1997a).

Figura 1- Camara géstrica

3.4- Medida do fluxo sanguineo gastrico

A medicao do fluxo sanguineo gastrico sobre tempo foi realizada através do uso
de fluxometria por laser-Doppler (Transonic, EUA) e probe do tipo lapis (Transonic, EUA)
em animais submetidos a preparacdo de camara gastrica ex vivo. Essa técnica permite a
medida de fluxo sanguineo até uma profundidade de 1 mm e os animais foram mantidos em
plataforma antivibratéria e com o probe (Foto 2) fixo sobre o corpo géstrico mediante o uso

de micromanipulador mecéanico (Harvard Apparatus, EUA).
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O fluxo sanguineo da mucosa géstrica captado pelo probe foi digitalizado
(Transonic, EUA), capturado e gravado utilizando software especifico em
microcomputador com sistema operacional Windows. O protocolo experimental utilizado
foi semelhante ao de camara géistrica descrito anteriormente, exceto pela auséncia da

agitacdo constante a 200 r.p.m. através de misturador eletronico.

N

Ap6s 15 minutos de equilibrio da preparacdo, deu-se inicio a gravacdo dos
dados. Os animais foram, entdo, pré-tratados ou tratados com os diversos

reagentes/agonistas de acordo com cada protocolo de investigacdo descrito a seguir.

As respostas maximas de fluxo sanguineo foram obtidas a partir dos dados
numéricos capturados pela aquisicdo digital. As respostas foram entdo calculadas e
expressas como porcentagem de variagdo sobre o fluxo sanguineo basal obtido nos 10
minutos iniciais. Essa técnica de medi¢do do fluxo sanguineo € util para a monitoragdo de
mudancas no fluxo sobre tempo, ndo sendo adequada para medi¢do de fluxo sanguineo

absoluto (FERRAZ et al., 1996).

Figura 2- Medida de fluxo sanguineo
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3.5- Medida da pressao arterial média

A medida da pressao arterial média (PAM) dos animais utilizados nos diversos
grupos experimentais foi realizada em animais ndo-anestesiados por meio do uso de sistema
de medic¢ado de pressdo caudal digital (Rat Tail Blood Pressure Monitor, Harvard Apparatus,
EUA) e registrada em papel (Harvard Apparatus, EUA) e expressa de forma habitual em
mm Hg.

3.6- Medida da pressao portal (PP)

Os animais foram previamente anestesiados, como descrito na secdo 3.3.
Em seguida, foi feita uma laparotomia mediana nos animais, € uma agulha 27-G conectada
a um tubo PE-20 foi introduzida dentro da veia mesentérica superior, a 1cm de distancia da
veia porta. A seguir, o tubo foi conectado a um transdutor de pressdo (Transonic, EUA).
A pressao portal foi captada pelo transdutor e gravada por um periodo de 5 minutos, logo
ap6s 5-10 minutos de estabilizacdo prévia, utilizando software especifico em
microcomputador com sistema operacional Windows. As respostas da PP foram obtidas a
partir dos dados numéricos capturados pela aquisicdo digital, calculadas e expressas em

mmHg.

3.7- Tratamentos
3.7.1- Tratamento cronico com L-NAME

Apdés 14 dias da cirurgia de ligadura do ducto biliar comum, os ratos
cirurgiados e os seus respectivos controles, foram tratados por um periodo de 14 dias, com
inibidor da sintese de 6xido nitrico (L-NAME) ou veiculo (RIBEIRO et al., 1992). O inicio
do tratamento foi imediato para animais submetidos a cirurgia de estenose calibrada da veia

porta.
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O L-NAME foi dissolvido na dgua de beber em concentracao de 1.8 mM de
forma a atingir a dose didria de 75 pmol/rato/dia (20mg), com o objetivo inicial de elevar a

pressdo arterial sistémica dos animais cirrdticos a niveis observados em animais normais.

A inibi¢do prolongada da enzima Oxido nitrico sintase foi realizada pelo
periodo de duas semanas, visto que este periodo de tempo foi sugerido como sendo o de
melhor inibicdo, conforme BRICOLA et al., (2003). Além disso, esse periodo de
tratamento ainda nao foi relatado para protocolos experimentais envolvendo animais

portadores de hipertensdo portal.

3.7.2- Tratamento agudo com indometacina

Os ratos cirréticos e seus respectivos controles que foram tratados cronicamente
com L-NAME (como descrito na se¢do anterior), receberam uma dose aguda do inibidor da
sintese dos prostandides (indometacina: 20 mg/kg, V.O.) ou do veiculo (NaHCO3) apds
18-20 horas de jejum (FERRAZ et al.,, 1996). Ap6és um periodo de 3 horas, desde a
administracdo aguda da indometacina, os animais foram submetidos aos protocolos da

camara gastrica ou fluxometria por laser doppler.

3.7.3- Tratamento agudo e cronico com endotoxina

A endotoxemia aguda (dose unica de LPS) ou cronica (dose repetida de LPS
por 4 dias consecutivos) foi induzida em animais controles ou submetidos a estenose
calibrada da veia porta através da administracdo intraperitoneal de endotoxina obtida de
Escherichia coli (0.3, 1.0 e 3.0 mg/Kg), enquanto os controles receberam administragao

intraperitoneal de solu¢do salina.

As lesdes de mucosa e a resposta da microcirculacdo gastrica induzidas pela
aplicacdo tépica de etanol foram avaliadas 6 horas apds a udltima dose da endotoxina
(FERRAZ et al., 1997b), utilizando os protocolos experimentais de camara gdstrica e

fluxometria por laser doppler, descritos anteriormente.
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3.7.4-Tratamento agudo com os agonistas e antagonistas dos receptores ETA e ETB

de endotelinas

O tratamento agudo com os antagonistas de receptor ETB (BQ 788: 0.1mg/Kg;
FUKURODA et al., 1994) e de receptor ETA (BQ 485: 0.1 mg/Kg; MACLEOD et al,
1993) ou com os agonistas de Endotelina- 1 ou -3 (0,5 nmol/Kg: LISS et al., 2003) foi
realizado através da injecao intravenosa, 3 minutos antes do estimulo da mucosa géstrica
com a solucdo de etanol, durante os protocolos experimentais de camara gdstrica e de

medida de fluxo sangiiineo, descritos anteriormente.

3.7.5-Tratamento neonatal com capsaicina

O tratamento neonatal dos animais com capsaicina (50mg/kg) ou veiculo
(1:1:8; Etanol; Tween80; NaCl) foi feito através da injecdo subcutanea no segundo dia de
vida, em ratos machos da linhagem wistar JANCSO et al., 1977). Apés o periodo entre 60
e 90 dias, os ratos foram submetidos a cirurgia de ligadura do ducto biliar, como descrita

previamente.

3.7.6-Tratamento agudo com o antagonista de receptor de taquicininas NK1

O tratamento agudo com o antagonista de receptor de taquicininas A 5330
(Smg/Kg) foi feito através da injecdo intraperitoneal 30 min antes da realizagdo dos

protocolos experimentais no grupo de animais cirroticos (BANG et al, 2004).

3.8- Determinacao de nitritos nas solucoes de banho

A dosagem dos nitritos nas solu¢des de banho da mucosa gastrica (PBS, EtOH
e HCl) de animais Ctrl e BDL, foi realizada segundo o método descrito por GRIESS
(1879).
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3.9- Determinacio protéica gastrica

As amostras de tecido gastrico de todos os grupos foram homogeneizadas e
acondicionadas a —80°C na presenca de indometacina (10pg/ml). Posteriormente, as
amostras foram descongeladas, centrifugadas a 9000 rpm, em uma centrifuga para
eppendorf, por 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado. De
acordo com o método de BRADFORD (1976), cerca de 20 ul do sobrenadante foi
adicionado a 1ml do reagente do biureto (LABORLAB). Deixou-se reagir por 20 min. Em

seguida, as amostras foram lidas a uma absorbancia de 540nm.

3.10-Extraciao e quantificacdo da concentracio gastrica de endotelinas 1 e 3

As amostras de tecido géstrico de todos os grupos foram homogeneizadas e
acondicionadas com Trasylol (20ug/ml) a —80 °C. Posteriormente, as amostras foram
descongeladas, centrifugadas a 9000 rpm, em uma centrifuga para eppendorf, por 20 min, a
4°C. O sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado. Os sobrenadantes foram entao
acidificados com HCI 2N, novamente centrifugadas, e em seguida, aplicados as colunas

C18 ("6CC 500mg; Waters), previamenteequilibradas com acetonitrila 100%.

Para o processo de extragdo foram utilizados os tampdes “A” (TFA 1%, H,Od
99%) e “B* (TFA 1%, Acetonitrila 60 %, H,Od 39 %) como solvente orgéanico eluente das
amostras. A dosagem de endotelinas 1 e 3, na mucosa gastrica, foi realizada de acordo com
o Kit de Elisa para ET-1 e ET-3 da Peninsula Laboratories (S 1157 e S 1207,

respectivamente).

3.11- Extracao e quantificacdo da concentracio gastrica de PGE,

As amostras de tecido gastrico de todos os grupos foram homogeneizadas e

acondicionadas na presenca de indometacina (10ug/ml) a —80°C.
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Posteriormente, as amostras foram descongeladas, centrifugadas a 9000 rpm,
em uma centrifuga para eppendorf, por 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e o
precipitado descartado. Os sobrenadantes foram entdo acidificados com HCL 2N, em
seguida aplicados as colunas C18 ("6CC 500mg; Waters), previamente equilibradas com
etanol PA e H,Od. Para o processo de extra¢ao foram utilizados hexano como dislipidiante,
e o acetato de etila como solvente organico eluente das amostras. A dosagem de
prostaglandinas na mucosa gastrica foi realizada de acordo com o Kit de Elisa para PGE,

da R&D Systems (DE0100).

3.12- Reacdo em cadeia da polimerase - transcriptase reversa (RT- PCR)

Amostras de estdmago de animais controle (n=6), BDL (n=6) e PVS (n=6)
foram removidas, imediatamente acondicionadas com o reagente Trizol (5 ml/g de amostra,

GIBCO BRL, EUA) e mantidos a -80°C até o processamento das amostras.

3.12.1 - Extragao do RNA total

O RNA total foi extraido usando o reagente Trizol (5 ml/g de amostra, GIBCO
BRL, EUA). As amostras de estdomago foram homogeneizadas em Trizol, e apds 5 min, foi
adicionado 1 ml de uma solugdo de cloroférmio / édlcool isoamilico (1 parte de alcool
isoamilico em 24 partes de cloroférmio) para cada 5 ml de Trizol. Ap6s agitagdo vigorosa
para a extragdo dos lipidios, os eppendorfs foram deixados 10 min em repouso e
posteriormente centrifugados a 12000 g, em uma centrifuga para eppendorf,

(15 min a 4°C).

A fase aquosa sobrenadante (600 pl) foi separada e o RNA precipitado pela
adicao de 500 pl de isopropanol. Apds 10 min a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados (12000 g, 10 min a 4°C). Os sobrenadantes foram descartados e o pellet de
RNA foi lavado com 500 pl de etanol 95%. Ap6s centrifugacdo (7500 g, 5 min a 4°C), os
sobrenadantes foram desprezados e os tubos foram invertidos e apoiados sobre papel de

filtro aos efeitos de eliminar restos de etanol. O mesmo procedimento foi feito com etanol

75%.
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Posteriormente, o RNA foi dissolvido com 50 pl de dgua tratada com DEPC.
Aliquotas desta solucdo foram diluidas 1:1000, as absorbancias medidas a 260 nm e as
concentragdes de RNA total foram calculadas considerando a relagdo: 1 AU = 40 pg/ml.
A integridade do RNA isolado foi verificada através de eletroforese em gel de agarose
(1 % em TAE contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio, GIBCO BRL, EUA) e as bandas

reveladas sob luz ultravioleta.

3.12.2- Transcri¢cdo do cDNA:

Cuidadosamente, 23 pl de H,O (tratada com DEPC), 5 upl de oligo dT
(GIBCO BRL, EUA) e 15 ng de RNA (amostra) foram misturados. A mistura foi aquecida
70°C durante 10 min e deixada posteriormente a temperatura ambiente durante 10 min.
Na seguinte ordem, foram adicionados: 10 pl de tampdo de reagdo (5X first strand buffer),
3.5 ul de dNTP (10 mM, Amersham, Inglaterra), 5 ul de DTT (0,1 M) e 1 pl de inibidor de
RNAses (RNAseOUT, Amersham, Inglaterra). A mistura foi aquecida a 42°C durante 2
min, posteriormente adicionou-se 1 pl da enzima RT (transcriptase reversa — MMLYV,
GIBCO BRL, EUA) e novamente aquecida a 42°C por 1 h. Posteriormente, as amostras
foram aquecidas a 70°C durante 15 min e a 37°C por 2 min. As amostras foram mantidas a

-20°C até serem submetidas ao PCR.

3.12.3- PCR:

Os primers utilizados (segundo as seqiiéncias mostradas no quadro a seguir),
foram diluidos a uma concentracdao de 500 pmoles/ul (solucao estoque) com H,O Milli-Q

autoclavada.
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Quadro 1- Seqiiéncia do primer, produto e referéncia

Nome

iNOS

eNOS

GAPDH

COX-1

COX-2

ET-1

ET-3

Seqiiéncia do primer (5' — 3')

ACA ACA GGA ACCTACCAGCTC A
GAT GTT GTA GCG CTG TGT GTC A
GGA GAA GAT GCC AAGGCT GCT G
CTT CCA GTC TCC AGA CGC ACCA
CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT
AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC
CCT TCT CCA ACG TGA GCT ATC A
TCC TTC TCT CCT GTG AACTCCT
AGA CAG ATC ATA AGC GAG GACC
CACTTG CATTGATGG TGGCTGT
GCT CCT GCT CCT CCT TGA TG
CTC GCT CTA TGT AAG TCA TGG
GCT GGT GGA CTT TAT CTG TCC

TTC TCG GGC TCA CAG TGA CC

Produto
(bp)

651

224

400

1.036

1.158

471

477

Referéncia

FERRAZ et al.,
1997

FERRAZ et al.,
1997

FERRAZ et al.,
1997

FERRAZ et al.,
1997

FERRAZ et al.,
1997

DAVID et al., 2002

TERADA et al.,
1993

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 ul que continha 2,5 pl
de cDNA (amostra), 2,5 ul de tampao para PCR (10X), 0,75 ul de MgCl2 (1,5 mM), 0,5 ul
de dNTPs (0,2 mM), 1,5 pl do primer 1 (0,5 uM), 1,5 ul do primer 2 (0,5 uM), 15,5 ul de

H20 Milli Q autoclavada e finalmente 0,25 pl de Taq polimerase (1 U, Ferramentas, EUA).

O primer de GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como controle

interno na mesma concentragao.
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Os ciclos de amplificacdo foram realizados com desnaturacdo por 5 min a 94°C
seguido por 40 ciclos de amplificacdo consistindo dos seguintes passos: desnaturagdo a
94°C por 1 min, anelamento dos primers a 65°C por 45 seg e extensdo a 72°C por 1,5 min
para as isoformas iNOS e ENOS; desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento dos primers a
65°C por 45 seg e extensdo a 72°C por 1,5 min para COX-1 e COX-2; denaturacdo a 94°C
por 1 min, anelamento dos primers a 5S7°C por 45 seg e extensdo a 72°C por 1,5 min para
ET-1 e ET-3. O RT-PCR para o GAPDH foi processado com 33 ciclos nas condi¢des
indicadas para as isoformas de COX. Apds o dltimo ciclo de amplificacdo, as amostras
foram incubadas a 72°C por 10 min para extensdo e finalmente 4°C por 15 min

(Termociclador Personal T, Amersham, EUA).

3.12.4- Separacdo dos produtos de PCR

Aliquotas dos produtos da reacdo de PCR (aproximadamente 10 pl)
previamente normalizadas para darem quantidades equivalentes do controle de GAPDH em
todas as amostras foram submetidas a um gel de agarose 1,5% contendo 0,5 pg/ml de
brometo de etidio. Os géis foram visualizados sob luz UV e as imagens foram capturadas
usando um detector de imagens (Chemimager 5500, Alpha-Inotech Corp., EUA).
As intensidades das bandas marcadas com brometo de etidio foram determinadas por
densitometria usando software especifico, e o nivel da expressdo foi medida em %
(tomando-se o controle como 100%) através da razdo entre a intensidade da expressdo de
mRNA, mencionados acima pela intensidade da expressao de mRNA do controle interno

GAPDH.

3.13-Analises histolégicas

As anidlises histoldgicas do tecido gastrico foram realizadas por intermédio da
coloragdo rotineira por Hematoxilina e FEosina (HE), a qual evidencia algumas

caracteristicas estruturais, mas nao todos os componentes celulares.
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Com relacgao as andlises histoldgicas do figado, estas foram realizadas por meio
da coloragdo com o tricromo de Masson. Esta técnica de coloragdo é utilizada para
diferenciar o coldgeno do musculo liso em tumores e o aumento de coldgeno em doencgas
como a cirrose, sendo uma coloracdo de rotina para bidpsias de figado e rins
(CHO et al., 2004). O principio geral da coloragao do tricromo de MASSOM ¢ descrito a
seguir: o tecido € inicialmente corado pelo corante acido, Biebrich Scarlat, o qual se liga a
componentes acidofilos do tecido. Entdo, quando tratados com 4cidos de fésforos, a menor
permeabilidade dos componentes retém o vermelho, que se afasta do coldgeno. Ao mesmo

tempo, 0 reagente conecta-se ao coldgeno, ligando-se com o azul de anilina.

Andlise histolégica pelo Masson/Resultados: o nicleo se cora de preto,

citoplasma, musculos e eritrcitos de vermelho e o coldgeno de azul.

3.14- Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média = erro padrdo da
média e foram analisados pelo teste de ANOVA de um critério seguido do teste de Student
- Newman - Keuls para multiplas comparacdes. Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes.
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4.1- Area de lesao de mucosa gastrica em animais sadios e com hipertensio portal

apos a aplicacao topica de etanol (40%)

A aplicacio topica de etanol resultou em drea de lesdo (20 = 3 %) no grupo de
animais controles. A mesma aplicacio topica de etanol ocasionou um significativo aumento
na drea de lesdo (76 = 4 %), com presenga de pontos hemorrdgicos, na mucosa gastrica do
grupo de animais BDL, mas ocasionou uma drea de lesdo reduzida (p<0.05) no grupo de

animais PVS, quando comparada a dos controles (Figura 3).
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Figura 3 - Area de lesdo gdstrica induzida pela aplicagio tépica de etanol (40%) na mucosa

gdstrica de animais sadios e com HP (n > 5).

4.2- Resposta da microcirculacdo gastrica a aplicacao topica de etanol 40% em

animais sadios e com HP

A aplicacdo topica de etanol na concentracdo de 40% resultou em uma reducao
da microcirculagdo géstrica em animais controles em torno de 25%, seguida de um aumento
do fluxo sanguineo (102 % + 4) a partir do primeiro banho de HCl 100mM. Entretanto, o

estimulo com etanol 40% nao alterou o fluxo sanguineo gastrico (103 %= 5) no grupo de
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animais BDL, o qual manteve-se constante, mesmo apds a aplicacao do primeiro banho de
HC1 100mM (104 % + 3) (Figura 3.2). Com relacdo ao grupo de animais com HP pura, o
grupo PVS, observou-se que este grupo apresenta um fluxo sanguineo mais elevado (119 %
+ 10) quando comparado ao grupo de animais cirréticos e Ctrl. Além disso, o estimulo com

etanol ndo causou qualquer alteracao sobre o fluxo sangiiineo deste grupo (Figura 4).
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Figura 4- Resposta do fluxo sanguineo gastrico de animais PVS, BDL e Ctrl ao estimulo

lesivo com etanol (40%) (n = 5).

4.3- Medida da pressao portal (PP) de animais com PHG

Os animais submetidos as cirurgias de estenose calibrada da veia porta e
ligadura do ducto biliar apresentaram pressdo portal elevada quando comparado a pressao

portal do grupo de animais Ctrl, apés 14 e 28 dias de cirurgia, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5- Pressdo portal de animais Ctrl, BDL e PVS. *** p< (0.001 e ** p< 0.01 vs Ctrl
(n=5).

4.4- Efeito da inibicao prolongada da sintese de NO sobre a pressao arterial média

O tratamento conico com L-NAME adicionado a dgua de beber por 14 dias
produziu um aumento significativo (** p< 0.01) na pressado arterial média dos animais Ctrl,
como esperado para este grupo (SVENTEK et al., 1996). Porém, o tratamento crénico com
L-NAME ndo corrigiu o quadro de hipotensdo arterial encontrado nos animais com HP

(Figura 6).
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Figura 6- Pressdo arterial média de animais Ctrl, PVS e BDL apds o tratamento cronico

(14 dias) com L-NAME. *##0.001 e ** p< 0.01 vs Ctrl (n>10).

4.5- Efeito da inibicao prolongada da sintese de 6xido nitrico sobre a resisténcia da
mucosa gastrica hipertensiva portal a lesdo induzida pelo etanol e pela

indometacina

A inibicdo cronica da sintese de 6xido nitrico, pelo L-NAME, resultou em um
aumento significativo na drea de lesdo induzida pela exposicdo topica do etanol na mucosa
de animais Ctrl. Entretanto, a aplicagdo topica de etanol em animais Ctrl tratados
cronicamente com L-NAME+ indometacina, 3 horas antes dos protocolos, ndo ocasionou
uma drea de lesdo significativa quando comparado ao grupo de animais Ctrl sem nenhum

tratamento prévio (Figura 7).

No grupo de animais PVS, o tratamento cronico com o L-NAME ocasionou
uma lesdo significativa na mucosa géstrica deste grupo quando esta foi exposta ao etanol.
Adicionalmente, a gravidade da lesdo induzida pelo etanol, apds o tratamento crOnico com

L-NAME, foi potencializada apds a administracdo aguda da indometacina (Figura 8).
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Com relagdo ao grupo de animais BDL, apenas o tratamento cronico com L-
NAME + indometacina aumentou (p > 0.05) a 4rea de lesdo de mucosa gastrica induzida
por etanol (Figura 9). A inibicdo prolongada da sintese de 6xido nitrico ndo modificou a
gravidade das lesoes induzidas pelo etanol nas concentragdes de 20 ou 40% em comparagdo

ao grupo de animais que nao receberam L-NAME (Figura 10).
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Figura 7- Lesdo de mucosa géstrica apés o estimulo com EtOH 40% em animais Ctrl

tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-NAME + indometacina, via

intragdstrica, 3 horas antes do protocolo experimental *** p < 0.001 vs veiculo

(n 25).
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Figura 8- Lesdo de mucosa géstrica hipertensiva portal induzida pela aplicacdo tépica de
etanol 40% em animais PVS tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-

NAME + indometacina, via intragdstrica, 3 horas antes do protocolo

experimental. *** p<0.001 vs veiculo (n >5).
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Figura 9- Lesdo de mucosa gastrica apds estimulo com EtOH 40% em animais BDL

tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-NAME + indometacina, via

intragdstrica, 3 horas antes do protocolo experimental (n > 5).
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Figura 10- Lesdo de mucosa gastrica induzida pela aplicagdo tdpica de etanol 20% e 40%

em animais BDL tratados cronicamente com L-NAME (14 dias) (n > 5).

4.6- Efeito da inibicao da sintese de prostaglandinas sobre o fluxo da mucosa gastrica
hipertensiva portal a lesao induzida pela aplicacao tépica de etanol (40%) na

presenca de bloqueio cronico da sintese de 6xido nitrico

A resposta microcirculatdria gastrica a aplicacdo topica de etanol 40% nao foi
modificada pelo tratamento cronico com L-NAME no grupo controle, apesar de ter causado
uma maior susceptibilidade da mucosa ao estimulo lesivo (ver sec@o anterior). Entretanto,
quando este grupo de animais foi tratado com L-NAME + indometacina observamos um
aumento de aproximadamente 57% no fluxo sanguineo, apds 10 minutos da aplicacdo do
etanol (Figura 11), sendo um resultado interessante e relacionado com a reducao da drea de
lesdo de mucosa, observado no grupo de animais Ctrl tratados apenas com L-NAME e

mostrado na se¢ao anterior.

O tratamento cronico com L-NAME, no grupo de ratos PVS, reduziu o fluxo
sanguineo géstrico, em 10%, durante o banho com etanol, e, passados 10 minutos, houve
um aumento de 30% em relacdo ao grupo sem tratamento. Uma reduc¢do ainda maior no
fluxo sanguineo gastrico, dos animais PVS, foi observada apds a exposi¢do ao etanol,

quando este grupo foi tratado cronicamente com L-NAME + indometacina (Figura 12).
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O tratamento cronico com L-NAME e L-NAME + indometacina reduziu, ainda
mais, o fluxo sangiiineo da mucosa gastrica do grupo de animais BDL, quando esta mucosa
foi submetida a aplicacdo do etanol. Passados 10 minutos da aplicacdo do etanol, houve
uma resposta desta mucosa, antes hiporreativa a esse estimulo. Entretanto, esta resposta nao

foi suficiente para prevenir a grave a area de lesdo, observada apds a aplicagdo do etanol e

mostrada na secdo anterior (Figura 13).
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Figura 11- Fluxo sanguineo de mucosa gastrica apds aplicacdo tdpica de etanol 40% em
ratos controle tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-NAME +

indometacina, via intragastrica, 3 horas antes do protocolo experimental (n > 5).
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Figura 12- Fluxo sanguineo de mucosa gastrica apds aplicacdo tdpica de etanol 40% em
ratos PVS tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-NAME +

indometacina, via intragéstrica, 3 horas antes do protocolo de cdmara gastrica

(n>5).
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Figura 13- Fluxo sanguineo de mucosa géstrica apds aplicacdo tdpica de etanol 40% em
ratos BDL tratados cronicamente (14 dias) com L-NAME e L-NAME +

indometacina, via intragdstrica, 3 horas antes do protocolo de camara géstrica

(n=>5).
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4.7- Efeito da inibicao dos receptores de endotelinas sobre a resisténcia da mucosa

gastrica hipertensiva portal a lesdo induzida pela aplicacio tépica de etanol (40%)

A Fig.14 mostra que a administracdo intravenosa de ET-1 e do antagonista
seletivo de receptor ETA de endotelinas, no grupo de animais Ctrl, ndo alterou a drea de
lesdo de mucosa géstrica induzida pela aplicacdo tépica de etanol (20% = 4 e 23% = 5,
respectivamente). Entretanto, houve uma reducdo na drea de lesdao apdés o uso do
antagonista de receptor ETB (9 % + 2) e da ET-3 (12% + 2) quando comparado ao grupo
Ctrl sem tratamento (20% + 3). Os resultados sugerem que a ET-3 possui um efeito
gastroprotetor e que ET-1 atua via receptor ETB no controle do fluxo sanguineo géstrico

nesse grupo.

Entretanto, houve um aumento na drea de lesdo de mucosa géstrica, no grupo de
animais PVS, ap6s a administracdo exdgena de ET-1 (32% + 4), ET-3 (40% * 6) e do
antagonista seletivo de receptor ETB (30% + 10), mas um aumento significantemente
maior foi observado apds o uso do antagonista de receptor ETA (75% + 13) quando
comparado ao grupo PVS sem tratamento (6% + 2) (Figura 15). Estes resultados sugerem
que os receptores ETA e ETB participam na prote¢cdo da mucosa gastrica dos animais PVS

principalmente via receptor ETA.

Diferentemente do grupo PVS, a Fig. 16 mostra que o tratamento prévio dos
animais BDL com o antagonista seletivo de receptor ETB e com a ET-3 reduziu
significantemente (31% * 2 e 8 % + 2, respectivamente) a drea de lesdo de mucosa gastrica.
Entretanto, o tratamento prévio dos animais BDL com antagonista de receptor ETA (85% =+
9) ou com a ET-1 (73% + 9) ndo alterou a drea de mucosa lesada para grupo quando
comparado ao grupo BDL sem tratamento (78% = 3). Esse resultado sugere que a
administracdo de ET-3 exdgena possui um efeito gastroprotetor para o grupo de animais
cirréticos, semelhantemente ao grupo Ctrl, e, que a ET-1 participa na maior

susceptibilidade da mucosa géstrica do grupo de animais cirréticos, via ativacao do receptor

ETB.
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Figura 14- Lesdo géstrica induzida pelo etanol (40%) na mucosa de ratos Ctrl tratados com

ET-1, ET-3, BQ 485 ¢ BQ 788. * p< 0.05 vs Ctrl (n 25).
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Figura 15- Lesdo géstrica induzida pelo etanol (40%) na mucosa de ratos PVS tratados

com ET-1, ET-3, BQ 485 e BQ 788. *** p< 0.001, ** p< 0.01 e * p< 0.05 vs
PVS (n 25).
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Figura 16- Lesdo gastrica induzida pelo etanol (40%) na mucosa de ratos BDL tratados

com ET-1, ET-3, BQ 485 e BQ 788. *** p< (0.001 vs BDL (n >5).

4.8- Efeito da inibicao dos receptores de endotelinas sobre o fluxo da mucosa gastrica

hipertensiva portal a lesao induzida pela aplicacao tépica de etanol (40 %)

Os resultados mostraram que apds a administragio do BQ 788
(antagonista seletivo de ETB) ou da ET-3 exdgena, o fluxo sangiiineo gdstrico foi
significantemente aumentado no grupo de ratos Ctrl (Figura 17) e BDL (Figura 19), mas o
tratamento com o BQ 485 ou com a ET-1 ndo alterou significantemente o fluxo sangiiineo

géstrico dos grupos Ctrl e BDL (Figura 17 e 19).

Com relagdo ao grupo de animais PVS, a administracdo exdgena de ET-1,
ET-3, BQ 485 e BQ 788 reduziu o fluxo sangiiineo géstrico deste grupo (Figura 18), sendo

esse efeito menos pronunciado para o BQ 788.
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Figura 17- Resposta microcirculatdria géstrica a exposi¢ao topica ao etanol (40%) em ratos

Ctrl tratados com ET-1, ET-3, BQ 485 ¢ BQ 788 (n >5).
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Figura 18- Resposta microcirculatdria géstrica a exposicao topica ao etanol (40%) em ratos

PVS tratados com ET-1, ET-3, BQ 485 e BQ 788 (n >5).
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Figura 19- Resposta microcirculatdria géstrica a exposicao tdpica ao etanol (40%) em ratos

BDL tratados com ET-1, ET-3, BQ 485 ¢ BQ 788 (n >5).

4.9- Participacao dos neuronios sensoriais sobre as alteracoes hemodinamicas dos

animais cirroticos

A Fig. 20 mostra que os animais BDL apresentaram a pressdao portal (PP)
elevada (17.5 mmHg) como esperado. Entretanto, o tratamento neonatal com capsaicina
estabilizou a pressdo portal do grupo de animais BDL-CAP (9.5 mmHg) em valores
semelhantes aos dos grupos de animais Ctrl sadios (9 mmHg) e Cirl capsaicinizados

(9.5 mmHg).

Além disso, o grupo de animais BDL que receberam o tratamento neonatal com
capsaicina, apresentaram uma pressao arterial média (127 mmHg) com valores proximos a
dos animais controles sadios (135 mmHg) e Ctrl-capsaicinizados (118 mmHg), enquanto os
valores obtidos de PAM para os animais BDL sem nenhum tratamento (93 mmHg) foram

significativamente menores (** p<0.01) em relagdo aos outros grupos (Figura 21).
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Figura 20- Pressdo portal de animais Ctrl, BDL, e Ctrl e BDL capsaicinizados. ***

p<0.001 vs BDL (n=5).
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Figura 21- Pressdo arterial média de animais Ctrl, BDL, e Ctrl e BDL capsaicinizados. **

p<0.01 vs Ctrl (n = 5).
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4.10- Efeito do tratamento neonatal com capsaicina sobre a resisténcia da mucosa e
sobre a resposta da microcirculacdo gastrica hipertensiva portal as lesoes
induzidas por etanol

A aplicacdo tdpica de etanol em ratos BDL submetidos ao tratamento neonatal
com capsaicina (50mg/Kg, i.d.) e tratamento agudo com o antagonista de receptor NK1
(A 5330: 5Smg/Kg, i.p.) resultou em uma reducdo na area de lesdo de mucosa gastrica nos
dois grupos (21 £ 4) e (35 £ 1), respectivamente, quando comparada ao grupo BDL sem
tratamento (76 = 4). Entretanto, o tratamento com neonatal com capsaicina nao alterou a
area de lesdo na mucosa gastrica dos animais controles (Figura 22).

Com relacdo a resposta microcirculatéria gastrica ao estimulo com etanol, o
tratamento neonatal com capsaicina ndo modificou significativamente esta, no grupo de
animais Ctrl (Figura 23). Porém, a mucosa géstrica do grupo de animais BDL, antes
hiporresponsiva ao estimulo com etanol (103 £ 5: basal e 104 * 3:primeiro HCI), respondeu
respondeu ao estimulo deste, apds 10 minutos da sua aplicagdo, no grupo de animais
BDL-capsaicinizados (103.5 £ 10: basal para 86 + 14: primeiro HCI) ou tratados com o
antagonista seletivo de receptor NK1 (104 + 13: Basal para 116 = 12: primeiro HCI)
(Figura 24).
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Figura 22- Lesao géstrica induzida pela aplicacao topica de EtOH (40%) em animais Ctrl,
BDL, Ctrl e BDL/capsaicinizados, ¢ BDL tratados com antagonista de
receptor NK1 (n>5). *** p<0.001 em relagdo ao grupo BDL sem tratamento e

## p<0.001 em relacdo ao grupo Ctrl.
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Figura 23- Resposta da microcirculacdo géstrica de ratos Ctrl e Ctrl capsaicinizados a

aplicagdo topica de etanol 40% (n>5).
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Figura 24- Resposta da microcirculagdo géstrica de ratos BDL, BDL/capsaicina e BDL
tratados com antagonista de receptor NK1 a aplicacdo tépica de etanol 40%

(n>5).
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4.11- Efeito da administracdo aguda e cronica de endotoxina sobre a resisténcia da
mucosa gastrica a lesdo induzida pela aplicacao topica de etanol 40% em

animais controles e PVS

A administracdo aguda de LPS (0.3 - 3mg/Kg; i.p.), 6 horas antes dos
protocolos, provocou um aumento dose-dependente (76% = 1; 91% * 3; 96% * 3,
respectivamente) na drea de lesdo de mucosa géstrica dos animais Ctrl apds a administracao
do etanol quando comparado ao grupo Ctrl ndo tratdos com o LPS (20% = 3). O tratamento
agudo com o LPS (0.3 e 1mg/Kg, i.p.) provocou um aumento significativo
(74% + 4 e 84% =+ 6, respectivamente) na drea de lesdo de mucosa gastrica dos animais
PVS apéds a administracdo do etanol quando comparado ao grupo PVS ndo tratado com o
LPS (6 % + 2). Entretanto, observamos uma leve diminui¢do na drea de lesdo quando
administramos o LPS (3mg/Kg: 70% * 7) quando comparado a lesdo induzida pela dose de
Img/Kg (Figura 25) neste grupo. No grupo de animais controles, a drea de lesao da mucosa
gastrica foi significativamente reduzida (10% + 2) apds a administracdo cronica da
endotoxina quando comparada a area de lesd@o ocasionada pela administracdo aguda
(91% = 2) (Figura 26). Semelhantemente, houve uma reducdo na drea de lesdo géstrica no
grupo de animais PVS submetidos ao tratamento cronico (38% * 9) em relagdo ao

tratamento agudo (84% + 6) com o LPS (Figura 26).
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Figura 25- Curva dose-resposta da drea de lesdo gastrica induzida pelo etanol apds o

tratamento agudo (1mg/Kg; i.p.) com LPS em animais Ctrl e PVS (n>5).
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Figura 26- Efeito do etanol (40%) sobre a lesdao de mucosa géstrica de animais Ctrl e PVS

apos tratamento agudo e cronico com LPS (1mg/Kg; i.p.) (n>5).
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4.12- Efeito do tratamento agudo e cronico com endotoxina sobre a resposta
microcirculatéria gastrica a aplicacao topica de etanol (40%) em controles e

pvs

A administracdo aguda do LPS (Img/Kg) ndo alterou a resposta o fluxo
sangiiineo da mucosa géstrica dos animais Ctrl (72% + 8), apds o contato com o etanol,
quando comparado a resposta obtida nos animais controle sem tratamento (75 % + 4).
Entretanto, na vigéncia de endotoxemia cronica, o fluxo sangiiineo gastrico apresentou-se

um pouco mais elevado (92 % + 5), permanecendo, assim, mesmo apds o contato da

mucosa com o etanol (Figura 27).

A resposta microcirculatéria permaneceu reduzida no grupo de animais PVS na
presenca de endotoxemia aguda (99% =+ 9) ou crdnica (102 % + 4) quando comparada ao
grupo PVS sem tratamento (118% =+ 8). Entretanto, apds o estimulo com etanol, o fluxo
sangiiineo dos animais PVS tratados cronicamente com LPS apresentou um aumento

(145% =+ 10) a partir do primeiro banho de HC1 100 mM (Figura 28).
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Figura 27- Efeito do etanol (40%) sobre o fluxo sanguineo gastrico de controles apds

tratamento agudo e crénico com LPS (Img/Kg, i.p., n > 5).
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Figura 28- Efeito do etanol (40%) sobre o fluxo sanguineo gastrico de animais PVS apds

tratamento agudo e cronico com LPS (Img/Kg, i.p., n>5).

4.13- Papel do pH intragastrico no Dano Lesivo Induzido pelo Etanol na Hipertensao

Portal

A curva dose-resposta (Figura 29) feita em animais controles, utilizando-se
solugdes de HCI com diferentes valores de pH, mostra que existe uma variacao de até 100%
de drea de mucosa géstrica lesada, quando oscila-se a faixa de pH das solu¢des de HCl
entre os valores de 1-2. Nao achamos necessario utilizar o valor de pH 1.0 para fazer uma
curva dose-resposta em animais BDL, uma vez que, utilizando-se a solucdo padrido de pH

1.5, j4 obtemos uma drea de mucosa lesada em torno de 75-80% para este grupo.

Foi observada uma pequena reducdo na drea de lesdo de mucosa géstrica no
grupo Ctrl e uma significativa redugcdo na drea de lesdo para o grupo BDL quando foi
utilizada a solucao de HCI pH 2.0. Entretanto, foi observado um aumento ndo significativo

na drea de lesdo para o grupo de animais PVS (Figura 30).
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O aumento no valor de pH da solucio de HCl também exerceu um efeito
gastroprotetor na mucosa do grupo de animais cirréticos submetidos ao tratamento cronico
com L-NAME e L-NAME-+indometacina (Figura 31), assim como no grupo de animais

Ctrl submetidos ao tratamento agudo com o LPS (Figura 32).
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Figura 29- Curva dose-resposta das diferentes faixas de pH da solucao de HCl 100mM

sobre a resisténcia da mucosa géstrica a lesdo induzida por etanol a 40% em

animais Ctrl (n=5).
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Figura 30- Efeito do pH da solu¢cdo de HCl 100mM sobre a resisténcia da mucosa géstrica

a lesdo induzida por etanol a 40% nos grupos com hipertensdo portal

experimental e o grupo controle (n > 5).
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Figura 31- Efeito do pH da solucdo de HCI 100mM sobre a resisténcia da mucosa géstrica

hipertensiva portal a lesdo induzida por etanol a 40% durante a inibi¢do cronica

de NO e inibi¢do aguda da sintese de PGE; (n>5).
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Figura 32-Efeito do pH da solucdo de HCI 100mM sobre a resisténcia da mucosa géstrica

de animais Ctrl a les@o induzida por etanol a 40% 6 h apds administragdo

intraperitoneal unica de LPS (0.3-3 mg/Kg, n>5).
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4.14- Dosagem de proteinas no tecido gastrico

Nao foram observadas diferengas significativas na concentracao de proteinas no

tecido géstrico dos diferentes grupos experimentais testados (Figuras 33 e 34).
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Figura 33- Dosagem de proteinas na mucosa gastrica de animais Ctrl, PVS e BDL, com e

sem o tratamento cronico com L-NAME (n=4, em triplicata).
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Figura 34- Dosagem de proteinas na mucosa géstrica de animais BDL e BDL/ capsaicina

(n=4, em triplicata).
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4.15- Determinacio da Concentracao de ETs e PGE; na Mucosa Gastrica Através de
ELISA

Os resultados obtidos através de Elisa indicam que a ET-1 existe em uma
propor¢do cerca de trés vezes maior do que ET-3 na mucosa géstrica de todos os grupos
estudados (Figura 35), e que o grupo de animais BDL apresentam cerca de 20-30% a mais
de ET-1 e ET-3 do que os animais Ctrl e PVS, os quais nao diferem entre si. Além disso, a
Fig. 35 mostra que a inibi¢cdo prolongada da NOS causou um leve aumento na concentracao
de ET-1 e ET-3 no grupo de animais BDL, mas a administragdo intragdstrica de
indometacina ocasionou uma reducdo na concentracdo de ET-1 e ET-3 na mucosa géstrica

deste grupo.

Com relagdo ao grupo de animais BDL-capsaicinizados, a concentracdo de
ET-1 € significantemente menor neste grupo do que no grupo de animais BDL, enquanto
que nao foi observada diferenca significativa quanto a concentracdo de ET-3 entre estes

dois grupos (Figura 36).

A dosagem de PGE, através de Elisa mostrou que ndo h4 diferenca significativa
entre as concentracoes de PGE, na mucosa géstrica estimulada com etanol dos grupos de
animais CTRL e com HP (Figura 37). Além disso, o tratamento cronico com o L-NAME
ndo alterou a concentracdo de PGE, desses grupos. Entretanto, a administragdo aguda de
indometacina nos grupos de animais tratados cronicamente com L-NAME

significativamente (p<0,001) reduziu a concentracdo de PGE; (Figura 37).
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Figura 35- Concentracdo de ET-1 e ET-3 na mucosa géstrica dos grupos de animais Ctrl,
BDL e PVS, com e sem tratamento cronico com L-NAME e
L-NAME+indometacina (n=4, em duplicata).** p<0,01 e * p<0,05 em relacdo

. # ~
aos seus respectivos grupos controles sem tratamento. * p<0,05 em relacdo ao
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Figura 36- Concentracdo de proteinas (ET-1 e ET-3) na amostra de tecido géstrico de

animais BDL e BDL-Capsaicina (n=4; em duplicata).** p<0.01.
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Figura 37- Concentracdo PGE; na amostra de tecido gastrico dos grupos de animais Ctrl,
BDL e PVS, com e sem tratamento cronico com L-NAME e L-

NAME-+indometacina (n=4, em duplicata).

4.16- RT- PCR das isoformas de COX, NOS e ETs na mucosa gastrica de animais
sadios ou com HP submetida ao estimulo lesivo com o etanol durante o

tratamento cronico com L-NAME e L-NAME + indometacina

A Fig. 38 mostra que a mucosa gastrica estimulada com etanol do grupo de
animais PVS e BDL apresenta uma maior expressao da COX-1, mas a expressao da COX-2
apresentou-se reduzida no grupo BDL, quando esses resultados sdo comparados aos
resultados obtidos no grupo de animais Ctrl (Figura 39). O tratamento cronico com
L-NAME reduziu a expressao da COX-1 nos grupos de animais com HP, a expressao da
COX-2 no grupo de animais Ctrl, mas aumentou a expressdao da COX-2 no grupo BDL
(Figuras 38 e 39). A administracdo de indometacina ndo alterou os resultados obtidos para a
expressdo da COX-1 apdés o tratamento cronico com L-NAME, mas potencializou
significativamente (p< 0.001) a expressaio da COX-2 nos trés grupos estudados

(Figuras 38 e 39).
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Com relacdo as isoformas de NOS, observamos que a mucosa gastrica do grupo
PVS apresenta niveis maiores de eNOS e a mucosa dos animais BDL apresenta niveis mais
elevados da iNOS em relagdo aos niveis encontrados na mucosa dos animais controle
(Figuras 40 e 41). O tratamento cronico com L-NAME reduziu a expressdo da iNOS no
grupo BDL, a expressao da eNOS no grupo PVS e inibiu a expressao da iNOS no dltimo
grupo. Entretanto, a administracdo da Indometacina, concomitante com o tratamento
cronico com o L-NAME, potencializou a expressdao da iNOS nos grupos com HP, e reduziu
significativamente (p< 0.001) a expressio da eNOS no grupo de animais PVS

(Figura 40 e 41).

A Fig. 42 mostra que ndo ha diferenca na concentracdo de ET-1 na mucosa
gdstrica estimulada com etanol dos trés grupos estudados. Entretanto, os animais controles
apresentam uma maior concentracdo de ET-3 em relacdo aos animais com HP (Figura 43).
O tratamento cronico com L-NAME ocasionou uma significativa (p< 0.001) reducdo na
concentragdo de ET-3 apenas no grupo de animais Ctrl, mas a administracio da
indometacina, concomitante com o tratamento cronico com o L-NAME, aumentou
significativamente (p< 0.05) a expressdo da ET-1 nos grupos de animais Ctrl e BDL, e da

ET-3 no grupo de animais Ctrl (Figuras 42 e 43).
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Figura 38- Densitometria da COX-1 na mucosa gastrica de animais Ctrl, BDL e PVS
tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + ndometacina (n=6).**
p<0,01 e * p<0,05 em relacdo aos seus respectivos grupos controle sem

tratamento. * ¥ p<0,01 e * p<0,05 em relacio ao grupo de animais Ctrl.
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Figura 39- Densitometria da COX-2 na mucosa gastrica de animais Ctrl, BDL e PVS
tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + indometacina (n=6). ***
p<0,001 e **p<0,01 em relacdo aos seus respectivos grupos controle sem

tratamento. * ¥ p<0,01 em relacdo ao grupo de animais Ctrl.
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Figura 40 — Densitometria da eNOS na mucosa gastrica de animais Ctrl, BDL e PVS

tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + indometacina (n=6).***
p<0,001 e * p<0,05 em relacdo aos seus respectivos grupos controle sem

tratamento. ** p<0,001 e *** p<0,001 em relagdo ao grupo de animais Ctrl.
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Figura 41- Densitometria da iNOS na mucosa géstrica de animais Ctrl, BDL e PVS
tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + indometacina (n=6). ***
p<0,001 em relagdio aos seus respectivos grupos controle sem tratamento. "'

p<0,01 em relag@o ao grupo da animais Ctrl.
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Figura 42 — Densitometria da ET-1 na mucosa gastrica de animais Ctrl, BDL e PVS
tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + indometacina (n=6).
**p<0,001 e * p<0,01 em relacdo aos seus respectivos grupos controle sem

tratamento.
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Figura 43— Densitometria da ET-3 na mucosa gastrica de animais Ctrl, BDL e PVS
tratados cronicamente com L-NAME e L-NAME + indometacina (n=6). ***
p<0,001 e * p<0,05 em relacdo aos seus respectivos grupos controle sem

tratamento. ¥ p<0,01 e ¥ p<0,05 em relagdo ao grupo de animais Ctrl.

4.17- RT- PCR das isoformas de COX, NOS e ETs na mucosa gastrica submetida ao
estimulo lesivo com o etanol de animais cirrodticos tratados neonatal com

capsaicina

Com relacao aos grupos Ctrl e BDL e Ctrl e BDL-capsaicinizados, ndo houve
diferenca significativa quanto a expressio das isoformas de COX-1 e COX-2

(Figuras 44 e 45).

Para as isoformas de NOS, observamos que hd um aumento significativo
(***p<0,001) na expressio da eNOS (Figura 46) na mucosa dos animais

BDL-capsaicinizados, enquanto hd uma aumento significativo (* p<0,05) da iNOS no

grupo BDL (Figura 47).
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Com relacdo a expressdo das endotelinas, a mucosa géstrica dos animais BDL
apresentou uma maior expressao de ET-1 (Figura 48) e uma redugdo na expressao de ET-3

(Figura 49) quando comparada ao grupo de animais BDL-capsaicinizados.

COX-l [ —
GAPDH [ ——

M C apsaicinizado

150
*

I
&

< 100
o
5

3 50

0

Ctrl BDL

Figura 44— Densitometria da COX-1 na mucosa géstrica de animais Ctrl e BDL, Ctrl e
BDL capsaicinizados (n=4). * p<0,05 em relacio ao grupo Ctrl sem

tratamento.
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Figura 45— Densitometria da COX-2 na mucosa géastrica de animais Ctrl e BDL Ctrl e

BDL capsaicinizados (n=4). *** p<0,001 e * p<0,05 em relagdo ao seu

respectivo grupo controle, i p<0,001 em relag@o ao grupo Ctrl sem tratamento.
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Figura 46— Densitometria da eNOS na mucosa géstrica de animais Ctrl e BDL Ctrl e BDL

capsaicinizados (n=4). *** p<0,001 em relacdo ao seu respectivo grupo

controle.
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Figura 47- Densitometria da iNOS na mucosa géstrica de animais Ctrl e BDL Ctrl e BDL

capsaicinizados (n=4).* p<0,05 em relag¢do ao seu respectivo grupo controle.
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Figura 48 — Densitometria da ET-1 na mucosa gdstrica de animais Ctrl e BDL Ctrl e

capsaicinizados (n=4).* p<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo controle.
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Figura 49- Densitometria da ET-3 na mucosa géstrica de animais Ctrl e BDL Ctrl e BDL
tratados neonatal com capsaicina (n=4). * p<0,05 em relacdo ao seu respectivo

grupo controle.
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4.18- Alteracoes Histolégicas
4.18.1-Histologia do figado

A cirrose biliar resulta da toxicidade da bilirrubina para os hepatdcitos.
Ela € histologicamente caracterizada pelo desarranjo parcial da arquitetura do parénquima
hepatico, com formagao de septos fibrosos e alargamento dos espagos portais que mostram
intensa proliferacdo ductal (HUNT, 1980). Os modelos experimentais de cirrose hepética
devem mimetizar tais caracteristicas para que os resultados possam se aproximar ao

maximo das alteragdes observadas na clinica (TSUKAMOTO et al., 1990).

Em nossos achados histolégicos, o figado dos animais controles ndo apresentou
alteragcdes na sua arquitetura hepdtica, e observou-se a presenca de quantidades habituais de
coldgeno nos espacgos-porta (Figura 50 a). Semelhantemente, no figado dos animais PVS, o
espago-porta apresenta-se morfologicamente dentro dos padroes de normalidade
(Figura 50 b). No figado de animais BDL e BDL-capsaicinizados, observou-se alteracao da
estrutura lobular hepatica com expansao fibrosa dos espacos-porta, emissdo de freqiientes
septos fibrosos unindo dois ou mais espagos-porta (septos porta-porta) e unindo
espagos-porta a veias centro-lobulares (septos porta-centro). Foi observada também a
formacdo de freqiientes nddulos no parénquima, caracterizando cirrose morfolégica. Nos
septos fibrosos constatou-se a presenga de grande quantidade de ductos biliares
neoformados, assim como alguns “plugs” de bile, compativeis com cirrose de causa biliar.
Nao houve diferenca significante entre os escores observados entre o grupo BDL e

BDL- capsaicinizados pela coloragdo de MASSON (Figuras 50 c e d).
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Figura 50-a- (controle): Espago-porta com quantidade habitual de coldgeno. Arquitetura

lobular preservada (Masson 200X).

Figura 50-b- (PVS): Espaco-porta morfologicamente dentro dos padrdes de normalidade

(HE 400X).

Figura 50-c- (BDL): Distor¢do da arquitetura lobular com pontes fibrosas no parénquima

(Masson 200X).
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Figura 50-d- (BDL-capsaicina): fibrose portal de padrdao biliar (ductos biliares
proliferados); Masson 200X.

4.18.2- Histologia da mucosa gastrica

A histologia do tecido géstrico realizada por meio da colorac¢ao rotineira por HE
mostrou que a mucosa gastrica dos animais Ctrl e Ctrl-capsaicinizados ndo apresentou
alteracdes histoldgicas relevantes. Esta mostrou-se, em ambos os grupos, com epitélio
preservado, de padrdo habitual e auséncia de processo inflamatério (Figura 51 a e b).
Os animais BDL-capsaicinizados, a semelhanca dos controles, também apresentaram

mucosa géstrica integra e sem alteracdes histolégicas dignas de nota (Figura 51 c).

Os animais cirréticos apresentaram congestdo moderada a intensa dos vasos da
lamina prépria. Em algumas areas observa-se ectasia de linfaticos a este nivel. A mucosa
mostra-se integra, porém em algumas dreas hd erosdes superficiais. Nestes animais,
também foi evidente a congestdo dos vasos da submucosa (Figuras 52 a e b). Com relacio
aos animais cirrdticos tratados cronicamente com L-NAME, estes ndo apresentaram
diferencas histoldgicas relevantes quando comparados com 0s animais cirréticos sem algum
tratamento. Além disso, foram observadas focos de erosao superficial da mucosa, congestao
dos vasos da ldmina prépria, assim como edema e discreto infiltrado inflamatério linfonodo

nuclear na submucosa (Figuras 52 c e d).
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Figura 51- (a) Ctrl, (b) Ctrl-capsaicina e (c) BDL-capsaicina: Mucosa integra com epitélio

preservado e auséncia de processo inflamatério; HE 200 X .
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Figura 52- (a) e (b) BDL: erosdes superficiais e congestdo dos vasos da lamina prépria e
submucosa; (¢) e (d) BDL-L-NAME: congestdo dos vasos da lamina prépria,

edema e focos de erosdo superficial; HE 100 e 200 X.

4.19- Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média = erro padrdo da
média (E.P.M.) e foram analisados pelo teste de ANOVA de um critério seguido do teste de
Student - Newman - Keuls para multiplas comparacdes. Valores de p < 0.05 foram

considerados significantes.
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5- DISCUSSAO
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5.1- Resisténcia da MGHP ao estimulo lesivo com etanol

A mucosa gastrica dos animais com hipertensdo portal secundéria a cirrose
apresentou uma maior susceptibilidade a lesdo induzida por estimulo lesivo com o etanol
40%. A medida do fluxo sangiiineo gastrico, realizada por meio de fluxometria por laser
doppler, revelou que este grupo possui um fluxo sangiiineo reduzido, e conseqiientemente,
uma resposta hiperémica praticamente nula em comparacdo ao grupo de animais sadios.
Por outro lado, no grupo de animais com hipertensdo portal pura, a drea de lesdo apds a
aplicacdo topica de etanol foi considerada insignificante; e o fluxo sangiiineo deste grupo
mostrou-se mais elevado do que os fluxos observados nos grupos de animais cirréticos e

sadios.

A mucosa géstrica hipertensiva portal em modelos animais tem uma maior
susceptibilidade aos estimulos lesivos como etanol e aspirina (SARFEH et al., 1988,
FERRAZ et al.,1997a). Alguns autores sugerem que hd um aumento no fluxo sangiiineo
géastrico (OHTA et al.,1994), enquanto outros sugerem que o fluxo estd reduzido na GHP
(IWAO et al.,1993). Entao, existem duvidas se a condi¢gdo da GHP € uma congestao ativa

ou passiva.

Pelo fato de termos utilizado dois modelos experimentais distintos para induzir
hipertensao portal de origem cirrética e nao cirrdtica, pudemos observar que o fluxo
sangiiineo da MGHP estd diretamente relacionado ao modelo de hipertensdo portal
utilizado. Além disso, a presenca do comprometimento do figado contribui na maior
susceptibilidade da mucosa gastrica dos animais cirréticos ao dano lesivo induzido pela

aplicacao tépica do etanol.

Talvez essa participacdo do figado possa ser explicada pelo fato de que ha
relatos da existéncia de niveis elevados dos potentes vasoconstrictores ET-1 e do TXA; no

figado (XU et al.,, 2005) e em outros tecidos (ERMERT et al., 2000) durante a

endotoxemia.
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A resposta da circulacdo hepdtica portal estd aumentada a ET-1 durante a
endotoxemia e a ativagdo de enzimas chaves como COX, PLA; ou TXA, sintase pela ET-1,
precede a um rapido aumento na liberacdo do TXA, (XU et al., 2005). Esse aumento da
resposta vascular portal a ET-1 resulta em uma deficiéncia na entrega de oxigénio, o que
causa o aparecimento de dreas focais de hipdxia no figado, levando a problemas locais
entre a entrega de oxigénio e a demanda de metabdlicos (BAVEJA et al., 2002a,b).
As células de Kupffer ativadas s@o capazes de liberar o TXA; em resposta ao estimulo com
LPS in vitro (URAYAMA et al.,1996; GRACE, 2003) o que sugere uma participa¢cdo do
TXA, na patogénese da disfun¢do circulatdria local durante a endotoxemia aguda. Dessa
forma, o TXA,; liberado pelas células de Kupffer, bem como as endotelinas, contribui para
o desenvolvimento da hipertensdo portal, e, conseqiientemente, nas alteracoes
hemodinamicas que podem contribuir para a maior susceptibilidade da mucosa gastrica dos

animais BDL a injdria induzida por agentes lesivos (YOKOYAMA et al., 2003),

Adicionalmente, a lesdo tecidual associada com inflamacdo, isquemia ou
infeccdo induz a producio de vérios mediadores quimicos capazes de sensibilizar e ativar
nociceptores. Dessa forma, a inflamacdo e substancias irritantes podem contribuir para
ativacdo dessas fibras nociceptivas (CATERINA e JULIUS, 2001). O etanol possui a
habilidade de afetar as fibras nociceptivas C e A-9, e desta forma estimular a liberacdo de
taquicininas como a substancia P dos terminais periférico e central destas fibras. Ele
também € capaz de potencializar a ativacdo dos VRI1 por outros fatores, como o calor,
vanil6ides, anandamida e pelos prétons, de maneira dose-dependente (TREVISANE et al.,
2002). Em circunstancias patoldgicas, a liberacdo excessiva de peptideos neurogénicos
liberados pelos nervos sensoriais contribui para a inflamag¢do cronica associada com as

doencas inflamatdrias intestinais e outras (CAMPBELL, 1993; LUNDBERG, 1993).

5.2- Participacao do é6xido nitrico e prostaglandinas na patologia da GHP

A inibicdo prolongada da sintese de 6xido nitrico pelo L-NAME produziu
aumento considerdvel na PAM de animais Ctrl, como esperado (SVENTEK et al., 1996).
Porém, o tratamento cronico com L-NAME ndo corrigiu o quadro de hipotensdo arterial

encontrado nos animais com HP.
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A inibicdo cronica da sintese do NO potencializou a area de lesdo induzida pela
aplicacdo tépica de etanol na mucosa gdstrica animais controle e PVS, como também
promoveu uma reducdo do fluxo sangiiineo gastrico destas mucosas. Isso indica que, apesar
de o tratamento cronico com o inibidor da NOS nao ter produzido qualquer efeito sobre a
pressdo arterial média dos animais com HP, a producdo local de NO foi afetada conforme

esperado.

Além disso, a inibicao prolongada da sintese de NO ndo modificou a gravidade
das lesdes induzidas pelo etanol no grupo de animais BDL quando comparados ao grupo de
animais BDL que ndo receberam o tratamento com L-NAME e ndo alterou
significativamente o fluxo sangiiineo deste grupo, nem mesmo quando a concentracdo do

etanol foi reduzida a metade.

Alguns autores indicam o efeito pré-apoptético do NO em varios tipos celulares
(GHAFOURIFAR et al, 2001; AUKRUST et al.,, 1999; MESSMER e BRUNE, 1996).
Em fibroblastos cardiacos de ratos, a iNOS € a responsavel pela apoptose dependente de
NO (TIAN et al., 2002). Adicionalmente, OHTA et al., (1997) afirmam que a
superexpressdo de NO, na mucosa gastrica de animais com hipertensio portal, € a chave

para a maior susceptibilidade ao dano lesivo.

Entretanto, nossos resultados, obtidos apds o uso cronico do L-NAME, sugerem
que o NO ndo € o principal mediador envolvido na maior susceptibilidade ao dano lesivo
apresentada pela mucosa géstrica de animais cirréticos, e, pelo contrdrio, o NO exerce um
papel protetor na mucosa gastrica dos grupos de animais com hipertensdo portal pura e

sadios.

De acordo com PIQUET et al. (1989;1993), a perfusdo sanguinea da mucosa
gastrica é dependente da sintese de NO, pois ocorre uma reducao no fluxo sanguineo basal
quando ha um bloqueio da NOS. O NO interage com neuropeptidios de neurdnios aferentes
e regula o tonus vascular (TOPPERMAN e WHITTLE, 1992). A estimulagdo desses
neurdnios evoca uma hiperemia da mucosa devido a liberagdo do CGRP que ativa a
liberagdo do NO, o qual no fim media o efeito vasodilatador. Esta resposta hiperémica da

mucosa € relatada como um mecanismo de defesa contra agressdes (KONTUREK et al.,
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1994), sugerindo entdo que o NO estd envolvido em um sistema de emergéncia
desencadeado por um estimulo nocivo moderado, com objetivo de defender a mucosa de

mais ataques.

Embora seja sugerido que os niveis elevados de NO, na vasculatura periférica,
sejam os responsaveis pela hipotensdo sist€émica e pela circulacdo hiperdinamica, a
liberacdo do NO estd reduzida nos figados cirréticos, devido a alteracOes na funcgdo e
diminui¢do da expressdo da eNOS, em diferentes modelos experimentais de cirrose

(BAVEIJA et al., 2002a).

Nossos dados corroboram com os de IWAKIRI et al. (2002), os quais
induziram HP através da estenose calibrada da veia porta, em ratos que sofreram delecao
génica da eNOS e eNOS/INOS e, apesar da delecao génica, estes animais continuaram a
desenvolver circulagdo hiperdindmica. Além disso, a inibi¢do cronica do NO pelo
L-NAME atenuou, mas ndo corrigiu a circulacdo sistémica hiperdindmica em desvios

porto-cavais de ratos (BANDI et al., 1999).

Com relagdo a administragdo de indometacina, esta potencializou tanto o efeito
lesivo como a redugdo do fluxo sangiiineo obtidos pela inibi¢do prolongada de NO nos
grupos com HP. Entretanto, a adicdo de indometacina, apds o tratamento cronico com o
L-NAME, reduziu de forma significativa a drea de lesdo no grupo de animais controles,
sendo esse resultado o contrdrio do que era esperado. Esse foi um resultado interessante e
associado a um aumento da resposta microcirculatdria géstrica apds exposi¢do ao etanol.
E importante saber que a PGE, tem efeito bifasico dependendo da situagdo circunstancial:
acdo protetora e acdo deletéria sob condi¢des pré-inflamatérias onde outros mediadores
inflamatoérios estdo sendo liberados concomitantemente (HASE et al. 2003; MURATA
et al., 1997).

Recentes evidéncias sugerem que a interacdo dindmica, entre os diversos
mediadores enddgenos, resulta em um fendmeno no qual, quando um elemento € supresso,
outros elementos assumem a sua fungdo. Por exemplo, a administracdo prolongada de
aspirina, que conseqiiéntemente reduz a sintese géstrica de prostaglandinas, estd associada

com o aumento da expressdo de eNOS na mucosa gastrica (FISCHER et al., 1999).
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TREVISI et al. (2002) também demonstraram que a ET-1 ativa a cascata do 4acido
araquidonico, favorecendo a sintese de prostandides como o TXA, que possui uma potente
acdo vasoconstrictora e estd presente na circulacdo portal (XU et al., 2005). Além disso, a
propria ET-1, que também € uma potente vasoconstrictora, causa aumento na resisténcia

portal (MIGOH et al., 2000).

As prostaglandinas sdo liberadas do endotélio em resposta a um estimulo
humoral ou mecanico e podem afetar profundamente a resisténcia vascular periférica e
intra-hepética (BIRNEY et al., 2003). No figado, a COX-2 e a producao de prostaglandinas
téem sido implicadas na regeneracdo hepdtica, remodelamento da matrix hepética e
hipertensao portal (NUNEZ et al., 2003). A administracdo cronica de PGEl foi
citoprotetora para o figado e para a mucosa gastrica de ratos cirrdticos (BECK et al., 1993).
A expressdao de COX-2 e PGI; no tecido gastrico estd aumentada na hipertensdo portal
(WU et al., 2003). Entretanto, PGI,, como um mediador inflamatério moderado, danifica a
mucosa gastrica por expandir vasos e outros mecanismos na hipertensao portal. O contetido
de 6-keto-PGF1 alpha (um metabolito estdvel da prostaciclina) na regido do fundo na
mucosa gdstrica foi significativamente maior em pacientes cirréticos com GHP do que
naqueles sem GHP (OTHA et al., 1995). O tratamento com prostaciclina aumenta a lesao
gastrica induzida pelo etanol na mucosa gastrica hipertensiva portal (KISHIHARA et al.,
2002). Por isso, mudancgas induzidas pelos eicoisandides sobre a resposta estrutural e
funcional da vasculatura e do figado podem ser importantes fatores na contribui¢do do

desenvolvimento da GHP.

5.3- Participacao das endotelinas na patologia da GHP

De acordo com MORALES et al. (1992) a infusdao de ET-1 € mais téxica para a
microvasculatura géstrica do que a ET-3, mas tanto a ET-1 quanto a ET-3, dependendo da
dose administrada, potencializam de maneira similar, a area de lesdo induzida pela

aplicacdo topica de etanol na mucosa géstrica de ratos (WALLACE et al., 1989).
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Em nossos resultados, a administracio exdgena da ET-1 e do antagonista
seletivo de seu receptor ETA ndo alterou a drea de lesdo de mucosa géstrica induzida pela

aplicacdo topica de etanol no grupo de animais Ctrl e BDL.

THAKALI et al. (2004) mostraram que e a dessensibilizacdo a ET-1 ocorre via
a ativacdo do receptor ETA de artérias. Talvez isso possa explicar a falta de alteracdo na
area de lesdo de mucosa, do grupo de animais BDL e Ctrl, apds a administracdo exdgena de

ET-1 e do antagonista de receptor ETA.

Entretanto, a administracdo exdgena de endotelina ET-3 e o tratamento com o
antagonista seletivo de seu receptor ETB (BQ 788) promoveu uma redu¢do na drea de
lesdo, da mucosa gastrica dos ratos BDL e Ctrl, acompanhada por um aumento do fluxo

sangiiineo gastrico.

Existem dois subtipos de receptor ETB, o subtipo ETB; e o subtipo ETB; e dois
subtipos de receptor ETA, o subtipo ETA; e o subtipo ETA; (YONEYAMA et al., 1995).
O BQ 788 possui uma maior seletividade para o receptor ETB, do que para receptor ETB;

(YONEYAMA et al., 1995).

As células endoteliais expressam restritamente o receptor ETB, enquanto que as
células do miusculo liso vascular (CMLV) expressam tanto o receptor ETA quanto o ETB
(HONORE et al., 2005). Segundo SHYAMALA et al. (1994), o receptor ETB; € ausente
em ratos, bovinos e suinos, sendo expresso apenas em humanos. Por isso, poderiamos supor
que o bloqueio do receptor ETB, das CMLV, pelo BQ788, ocasionou o aumento do fluxo

sangiifneo géstrico por relaxar as veias que inervam o estomago.

As artérias expressam predominantemente o receptor ETA, enquanto que as
veias expressam tanto o receptor ETA quanto o receptor ETB (THAKALI et al., 2004); a
ET-3 possui um efeito ionotrépico positivo via ativacdo do receptor ETA (NOROTA e
ENDOH,1996) e altas doses de ET-3 ativa receptor ETA; em traqueia de coelhos e cobaias
(YONEYAMA et al. 1995). Entdo, podemos sugerir que a administragdo exdgena de ET-3
ativou o receptor ETA das artérias que inervam o estdmago, o qual estava dessensibilizado
apenas a ET-1, fazendo com que a mucosa gastrica dos animais BDL voltasse a responder

contra o estimulo lesivo do etanol.
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Adicionalmente, poderiamos sugerir que seria, possivelmente, o receptor ETB,
o subtipo de receptor ETB expresso nos neur6nios sensoriais. Dessa forma, a inibicao desse
receptor estaria bloqueando a liberacdo da potente vasodilatadora, a taquicinina substincia

P, mas seriam necessarios estudos futuros para tentar provar essa hipotese.

Diferentemente, administracdo exdgena das ET-1 e ET-3, bem como o
tratamento prévio com os antagonistas seletivos de seus receptores ETA ou ETB,,
promoveu uma reducao no fluxo sangiiineo e aumentou significativamente a area de lesdo

gdstrica nos ratos PVS.

Entretanto, no grupo de animais PVS, os receptores ETA e ETB,
principalmente o receptor ETA, estdo envolvidos na manutencdo do fluxo sangiiineo
elevado observado a mucosa gastrica deste grupo. Este fluxo sangiiineo elevado promoveu

uma protecao a mucosa gastrica deste grupo frente ao estimulo lesivo com o etanol.

KURIHARA et al. (1992) sugerem que redugdes no fluxo sangiiineo géstrico
sdao principalmente causadas pela ET-1 via ativacdo do receptor ETA, pois o uso do
antagonista seletivo de receptor ETA, BQ123, inibe esta reducdo; enquanto que a redugao
no fluxo do tecido hepatico é causada principalmente pela ET-3, mas ndo pela ativagido do

receptor ETA.

Virias linhas de evidéncia tém sugerido que os receptores ETB sdo os
responsdveis por mediar o extravasamento de plasma induzido pelo Bosentan
(um antagonista ndo seletivo de receptores de ETs) e pelo o efeito endégeno das ETs.
Um estudo anterior mostrou que um antagonista seletivo de receptor ETB, RO 46-8443,
mas ndo um antagonista seletivo de receptor ETA, BQ 123, foi capaz de prevenir o
extravasamento de proteina plasmética na dura mater (BRANDLI et al., 1995). Além disso,
o efeito do sarafoxin S6c, um agonista seletivo de receptor ETB, foi prevenido pelo
espantide, um antagonista seletivo de receptor de taquicininas, sugerindo que a ativacao do
receptor ETB ndo causa um aumento direto na permeabilidade, mas induz extravasamento
de proteina plasmatica através da liberacdo de substincia P de fibras perivasculares

(BRANDLI et al., 1995).
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Adicionalmente, as ETs podem evocar a liberaciao de SP pela despolarizacao de
neurdnios no corno dorsal da raiz espinhal (YOSHIZAWA et al., 1989) e do hipotdlamo
(CALVO et al, 1990); elas podem também aumentar a liberacao de SP e CGRP em culturas
de neurdnios sensoriais de ratos (DYMSHITZ e VASKO, 1994) e exercer outras acdes
pré-sindpticas (WIKLUND et al., 1988).

Recentes estudos farmacoldgicos sugerem que quando as ETs sdo liberadas em
tecidos periféricos, elas podem atuar diretamente sobre seus receptores ETA expressos em
neurdnios sensoriais € sobre seus receptores ETB expressos em células satélites do ganglio
da raiz dorsal ou em células de Schwann nio mielinizadas. Além disso, em alguns tecidos,
a expressao do receptor ETA pode desempenhar um papel na sinalizagdo aguda ou
neuropatica da dor, enquanto a expressdo do receptor ETB pode estar envolvida na
transmissao da dor inflamatdria cronica (POMONIS et al., 2001; GOKIN et al., 2001;
ZHOU et al., 2001; DOGULU et al., 2003).

5.4- Participac¢iao dos neuronios sensoriais na patologia da GHP

Alguns trabalhos sugerem que a hipertensao portal e a circulagdo hiperdinamica
podem ser prevenidas pelo tratamento neonatal com capsaicina (CASINI et al., 1990; LEE
et al., 1993; LI et al., 2003). Desde de que a GHP ¢ uma entidade subclinica da hipertensao

portal, a normalizacdo da hipertensdo portal poderia prevenir o seu desenvolvimento.

Em nossos resultados, o tratamento neonatal com capsaicina normalizou na
pressdo portal e a pressdo arterial dos animais cirréticos, inibiu a formacdo de ascite e
reduziu significativamente a drea de lesdo induzida pela aplicacdo tépica do etanol, apesar
de ndo ser observada uma significativa resposta hiperémica. Esse fato pode ser explicado
pelo fato de que alteracdes na permeabilidade vascular gistrica ndo necessariamente afetam

a integridade macroscépica da mucosa géstrica (CALATAYUD et al, 1998).

Paralelamente, o uso do antagonista seletivo de receptor NK1 de taquicininas,
promoveu uma melhora na resposta microcirculatoria géstrica dos animais BDL frente ao

estimulo do etanol que resultou em uma significativa redu¢do na drea de lesdo.
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E interessante dizer que os neurdnios aferentes primdrios exercem um efeito gastroprotetor
independente da resposta hiperémica. Sugere-se que este efeito ocorra via ativacdo do

receptor NKj de taquicininas e do receptor CGRP1 (HOLZER, 1998a).

Os resultados de fluxo sangiiineo e de lesdo de mucosa obtidos para o grupo de
animais BDL, apds o tratamento neonatal com capsaicina e o tratamento com o antagonista
seletivo de receptor NK1, assemelham-se aos resultados observados nos ratos BDL apds a
administracdo do antagonista seletivo de receptor ETB de endotelinas, corroborando com
os achados de BRANDLI et al (1995). Estes autores sugerem que as endotelinas,
especificamente ET-3 no SNC, interagem com seus receptores ETB no SNC
(espinha dorsal, cérebro e meninges) e SNSomatossensorial (neurdnios sensoriais) para
promover a liberacdo de taquicininas (especificamente, a substincia P) dos neurdnios
nociceptivos (MILNER et al., 2000). Estes neuropeptidios interagem com seus receptores
presentes nas fibras do SNA (hipotdlamo e medula) que controlam as func¢des do TGI

(POMONIS et al., 2001;YONEDA et al, 2001).

As endotelinas ET-1 e ET-2 possuem uma maior afinidade pelo receptor ETA
do que a ET-3, entretanto todas as trés ETs possuem uma afinidade similar ao receptor ETB
(THAKALI et al, 2004). A ativacdao do receptor ETA estimula a formacdo de AMPc,
enquanto a ativacao do receptor ETB inibe a formacao do AMPc e aumenta o turnover do
fosfoinositol e dos estoques de célcio intracelular (POMONIS et al., 2001). E interessante
dizer que o influxo do cdlcio extracelular ¢ um pré-requisito para a liberacdo de
neuropeptidios. Sem o célcio extracelular, os neuropeptidios ndo sdo liberados das
terminacdes nervosas dos neurdnios sensoriais quando estas terminagdes sao despolarizadas

(MAGGI, 1993). Entio, o aumento do influxo de ca+> induzido pelas ETs poderia
potencializar a liberagdo de neuropeptidios (DYMSHITZ e VASCO, 1994)

Por isso, podemos sugerir que as endotelinas podem estar liberando a
taquicinina SP das fibras sensoriais via ativacdo de seu receptor ETB expresso nestas fibras
(POMONIS et al, 2001, DOGULU et al., 2003). Esses neuropeptidios podem agir
indiretamente, ao interagirem com seus receptores especificos presentes nas fibras do SNA
que controlam as fun¢des do TGI; e/ou podem agir diretamente, ao se ligarem aos seus

receptores especificos presentes nas células endoteliais dos vasos sanguineos locais dos
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sistemas digestivo e hepdtico (BANG et al., 2003, 2004). Dessa forma, a liberacdo dos
neuropeptidios evocada pelas ETs, como também as proprias ETs, estariam atuando em
conjunto, induzindo o aumento da pressdo portal, vasodilatacdo sistémica, extravasamento

de proteinas plasmadticas, entre outros (Figura 53)

t"tsp 2.8
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Figura 53- Mecanismo de acdo proposto para a interacdo entre as endotelinas e os

neuropeptidios no controle hemodinamico do TGI durante a hipertensao portal

5.5- Participacao das endotoxinas na GHP

HELLER et al., (2000) descreveram que obtiveram 50% de mortalidade dos
animais BDL apd6s uma tnica administracdo de LPS na dose de 1.5 mg/Kg. Em nossos
resultados, a administragcdo de endotoxina nas doses (0.1, 0.3, 1.0 mg/Kg) induziu 100% de
mortalidade nos animais cirréticos. Isto ocorreu entre um periodo de 1-3 horas apds a
administracdo do LPS. Os animais, em sua maioria, apresentaram sangramento difuso

intenso pelas vias aéreas e urindrias. Vale a pena salientar que pode ocorrer a reconec¢ao do
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ducto biliar, e alguns animais ndo venham a se tornar cirroticos. Nossos experimentos, por
sua vez, foram realizados com animais considerados realmente cirréticos apds confirmagao

por inspegao clinica.

Segundo OTTESEN et al. (2001), o aumento da sensibilidade e mortalidade de
animais BDL ap6s a injecao de LPS pode ser devido ao fato que o LPS causa um aumento
na sintese de NO, bem como uma rdpida infiltragdo no figado por neutréfilos ativados que
formam superéxidos. Anios superéxidos reagem com o NO para formar peroxinitrititos e

outras espécies reativas de nitrogénio, que acarretam na S-nitrosagdo de tidis e nitratacao de

proteinas hepaticas (KOPPENOL et al.,1992; SCORZA et al., 1998).

Viérios estudos em ratos tratados com LPS t€m evidenciado que a
hiporreatividade a vasoconstrictores in vitro € a hipotensao resistente a vasopressores in
vivo sao relacionadas a uma superproducdo de NO pela iNOS (PIEPOT et al, 2002;
SANDERS et al, 1999). Evidéncias baseadas nos efeitos vasoconstrictores dos inibidores
de NO e os niveis elevados de metabdlitos de NO no sangue, sugerem um importante papel
para a producgdo excessiva de NO no choque séptico em humanos (STOCLET et al.,1999;
AVONTUUR et al.,1999).

Estudos em ratos exdotoxémicos demonstraram um aumento na mortalidade
quando todas as formas de NOS foram inibidas pelo L-NAME (HALLEMEESCH et al.,
2003; PERNET et al.,1999). Isto pode refletir na indispensabilidade do NO durante a
sepsis. Recentes evidéncias experimentais indicam que o NO € essencial durante a
endotoxemia devido seu efeito estimulador sobre a sintese e divisdo de proteinas
(VISSERS et al., 2004), e que a inibicdo da sintese de NO, em ratas gravidas, teve
conseqiiéncias teratogénicas (TIBONE e CLEMENTINI, 2004).

A administragdo de uma dose unica de LPS provocou um significativo aumento
dose-dependente na drea de lesdo de mucosa gastrica dos animais Ctrl e PVS apés o
estimulo lesivo com o etanol, como também ocasionou uma redu¢do no fluxo sangiiineo
gastrico. Entretanto, a administracdo cronica da endotoxina reduziu significativamente a
area de lesdo ocasionada pelo etanol nos grupos de animais Ctrl e PVS, e induziu uma

melhora na resposta do fluxo sanguineo gastrico. Vale salientar que foi observada uma leve
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redugdo na drea de lesdo de mucosa gastrica no grupo de animais PVS tratados com uma
unica dose de LPS (3mg/Kg), indicando, talvez, que esta dose de LPS ja comega a induzir

uma certa tolerancia ao estimulo lesivo do etanol.

De acordo com HINOHARA et al. (2003) a administracdo intraperitoneal de
endotoxina induz tolerancia a bloqueadores neuromusculares nao-despolarizantes em ratos.
Adicionalmente, FERRAZ et al. (1997b) observaram que a administracao intraperitoneal de
endotoxina induz tolerancia ao etanol em ratos sadios, por uma via dependente das
prostaglandinas. Eles sugerem que a endotoxina induz a expressdo da COX-1 e da COX-2,
mas que a producdo de PGs ocorreria via COX-1. Os animais PVS possuem uma maior
expressdo da COX-1 em relacdo aos animais sadios (HOU et al., 1998) e talvez isso

explique o fato deste grupo ja comecar a apresentar uma leve tolerancia apds a dose unica

de LPS de 3mg/Kg.

Alguns trabalhos revelaram que a estimulacdo prévia da mucosa géastrica com
um agente irritante leve resulta em aumento da resisténcia a um segundo contato
subseqiiente de outro agente irritante, mecanismo esse, denominado de adaptacdo reativa
(OLIVERO e GRAHAN, 1992). O mecanismo nao estd bem certo, mas inclui um aumento
nos mecanismos compensatorios através do NO ou neurdnios entéricos que podem mediar a
resposta defensiva da mucosa (WALLACE e BELL, 1996; FISCHER et al., 1999) ou
corrigindo as taxas de proliferacio (BAUMGARTNER, 1986) ou perda celular
(HAWKEY, 2000).

Respostas adaptativas t€m sido reportadas, mas s@o menos evidentes do que
para o uso de antiinflamatérios ndo esteroidais e podem depender do intervalo da dose em
relacio a meia vida de eliminacdo da droga (SKELJO et al, 1996). Além disso,
TAKEUCHI et al. (2003) ressaltaram que apds a administracdo da indometacina, bem
como de endotoxinas, ocorre uma superexpressdo da COX-2 como um mecanismo
compensatdrio para repor a reducao das PGs, devido a inibi¢do da COX-1 pela endotoxina.
Esse mecanismo € proposto para explicar a falta de propriedade ulcerogénica dos inibidores

seletivos da COX-1.
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5.6- Papel do pH intragastrico na lesao induzida pelo etanol na GHP

Os resultados obtidos sugerem que um aumento no valor do pH da solugdo de
HCl produziu um aumento na resisténcia da mucosa gastrica a lesdo induzida pela
aplicacdo tdpica de etanol. De acordo com CHEUNG et al. (2001) a secrecao acida géstrica
estd diminuida em alguns pacientes com cirrose, e, particularmente naqueles com GHP, o
que resulta em um pH mais bdsico nessas mucosas, como ocorre em um subgrupo de

pacientes infectados pelo H. pylori (ANNIBALE et al., 2003).

Uma relacdo inversa entre a secre¢do dcida gastrica e a hipertensdo portal tem
sido encontrada experimentalmente e em alguns pacientes, mas nao hd associagdo com a
severidade da doencga e a etiologia da cirrose. A congestdo cronica da mucosa, secunddria a
hipertensao portal, provavelmente desempenha algum papel, mas vdrios fatores hormonais

nao conhecidos também afetam diretamente a secrecdo gastrica (FRASER et al , 1992).

Segundo TAKEONO et al. (2004), quando ha uma diminuicao gradativa do pH
de uma solucdo utilizada para estimular as células epiteliais géstricas, hda um aumento na
resisténcia e diminui¢do da permeabilidade trans-epitelial, que evita a passagem do 4cido
para a mucosa. Este efeito € bloqueado pela indometacina, mas ndo por inibidor seletivo de

COX-2, indicando que este efeito ¢ modulado pelas PGE, derivadas da COX-1.

A circulacdo hiperdinamica, observada na presenca de hipertensdo portal
experimental, ¢ acompanhada de producdo e liberacido excessiva de NO (KAVIANI et al.,
1997). Sabe-se ainda que tanto o NO exdgeno quanto o enddgeno sdo capazes de inibir a
liberagdo de histamina a partir de células cromafins-like (KATO et al, 1998).
Essa potencial reducdo na liberagdo de histamina pode resultar em elevacdo do pH da
mucosa secunddria a uma secrecdo dcida gastrica diminuida (FREITAS et al., 2004); uma
vez que o estimulo com histamina aumentou a secrecdo dcida de pacientes cirrdticos
(OSTROW et al, 1960). A secrecio de muco também estabiliza o gradiente de pH
pré-epitelial o qual € regulado por mecanismos neurohumorais que aumentam a secrecao de

bicarbonato e o fluxo sangiiineo (KAUNITZ e AKIBA, 2001).
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Paralelamente, os neurdnios sensoriais também exercem efeito sobre a
regulacdo da secrecdo gastrica por meio de dois mecanismos distintos. A mucosa géstrica
possui um grupo de fibras nervosas que sdo sensiveis ao dcido e liberam o CGRP, o qual
atua sobre o seu receptor CGRP1 para facilitar a liberacdo de somatostatina e interromper a
secrecdo de gastrina, inibindo dessa forma a liberacdo acida (GEPPETTI et al., 1991).
Um outro grupo de fibras sensoriais sao sensiveis a distencdo, e constituem o arco aferente

de reflexos secretérios e anti-secretérios autondomicos (HOLZER et al., 1998b).

5.7- Analises imunolégicas e Biologia Molecular
5.7.1-Concentracao de Endotelinas e PGE; na MGHP

OTHA et al. (1997; 2000) sugerem que existe uma superproducdo de ET-1 na
mucosa gastrica de animais PVS quando comparado aos controles, e que essa
superexpressdo de ET-1 desempenha um importante papel no aumento da susceptibilidade

da mucosa gastrica de animais com HP a injuria.

Nossos resultados indicam que a ET-1 existe em uma propor¢do cerca de trés
vezes maior do que ET-3 na mucosa gastrica de todos os grupos estudados. Em nossos
resultados, observamos que os grupos de animais BDL apresentam cerca de 20-30% a mais
de ET-1 e ET-3 do que os animais Ctrl e PVS, os quais nao diferem entre si. Além disso, a
inibicdo prolongada da NOS causou um leve aumento na concentracdo de ET-1 e ET-3
apenas para o grupo de animais BDL e reduziu a concentragdo no grupo PVS. Porém, a
inibicdo da sintese dos prostandides ocasionou uma reducdo na concentracdo de ambas as

ETs na mucosa gastrica de animais BDL ed e ET-1 no grupo Ctrl.

Com relagdo ao grupo de animais BDL-capsaicinizados, a concentracdo de
ET-1 € significantemente menor neste grupo do que no grupo de animais BDL, indicando
que, provavelmente, a ET-1 € um dos principais mediadores que modulam as func¢des da
mucosa gastrica na HP. Entretanto, ndo foi observada diferenca quanto a concentracdo de
ET-3 entre os grupos de animais BDL e BDL-capsaicina, o que sugere que a ET-3 ndo

desempenha um papel maléfico para a mucosa géstrica hipertensiva portal.
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A dosagem de PGE, através de Elisa mostrou que nao ha diferenca significativa
entre as concentracoes de PGE, na mucosa géstrica estimulada com etanol dos grupos de
animais Ctrl e com HP. Além disso, o tratamento cronico com o L-NAME nao alterou a
concentracdo de PGE, desses grupos. Entretanto, a administracdo aguda de indometacina
nos grupos de animais tratados cronicamente com L-NAME significativamente (p<0,001)
reduziu a concentracdo de PGE,.

As células endoteliais tém a capacidade de produzir e liberar mediadores
vasoativos, incluindo aqueles com propriedades vasodilatadoras como a prostaciclina e NO
e vasoconstritoras como a endotelina-1, que produz vasoconstricgdo via receptor ETA e
parcialmente via receptor ETB, presentes nas células do musculo liso vascular. Por outro
lado, as endotelinas podem produzir vasodilatagdo via receptores ETB através da liberagcao
de NO e prostaciclinas (De GOTTARDI et al., 2000).

CHAN et al. (2004) sugerem que o NO end6geno desempenha um importante
papel na modulacdo dos efeitos da ET-1, em colaterais porto-sist€émicas de animais
cirréticos. Adicionalmente, a liberacdo de prostaglandinas (YOUSUFZAI e ABDEL-
LATIF, 1997, TREVISI et al., 2002) e de NO (HIRATA et al, 1993; TSUKAHARA et al.,
1994) apo6s ativacdo de receptores de endotelina foi amplamente relatada na literatura. Por
i1ss0, nossos resultados obtidos apds o tratamento cronico com o L-NAME sugerem que o
NO sozinho ndo modula a concentra¢do das PGE; nem das ETs. Por sua vez, os resultados
das concentragdes de ETs obtidos apés o tratamento cronico com o0
L-NAME + indometacina revelam que o NO talvez module a concentragdo das ETs ao
atuar sinergicamente com as PGs; ou, por sua vez, a indometacina pode por si prépria
produzir algum efeito sobre a sintese das ETs, ja que ela induz a expressdao das isoformas

de COX-2 e iNOS (TAKEUCHI et al., 2003).

5.7.2- RT-PCR das isoformas de COX, NOS e ETs na MGHP durante a inibicao
cronica do NO

Em ratos com ligadura da veia portal (PVL), a expressao da linha basal da

COX-1 foi significativamente acentuada, mas os niveis de expressdo de COX-2 ndo foram

detectados por toda a progressdao da HP, pelo menos dentro da artéria mesentérica superior

da aorta toracica desses animais (HOU et al., 1998).
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A mucosa gastrica estimulada com etanol dos grupos PVS também apresentou
niveis mais elevados da expressdao da COX-1, além da eNOS. Possivelmente, existe uma
maior producdo de prostaglandinas vasodilatadoras neste grupo e NO, o que poderia
explicar a presenca de um fluxo sangiiineo mais elevado e a maior resisténcia a lesdo
induzida pelo etanol. A mucosa gastrica dos animais BDL também apresentou uma elevada
expressdo da COX-1, apesar dessa mucosa ser mais susceptivel a injuria. Porém, foi
observada também uma maior expressao da iNOS neste ultimo grupo. Além disso, também
foi observada a expressdo da COX-2 na mucosa estimulada com etanol dos trés grupos

estudados.

Nao foi observada diferenca significativa na expressao de ET-1 na mucosa
gastrica estimulada com etanol dos trés grupos estudados, entretanto, o grupo de animais

controle apresentou uma maior expressao da ET-3.

O tratamento cronico com L-NAME reduziu a expressdo da COX-1 nos grupos
com HP inibiu a expressdo da iNOS no grupo PVS e reduziu a expressdo da COX-2 e ET-3

no grupo de animais Ctrl, mas potencializou a expressdao da COX-2 no grupo BDL.

O L-NAME ¢ um inibidor ndo seletivo da NOS que inibe irreversivelmente a
eNOS, mas reversivelmente a iNOS (BOER et al, 2000). Ele exerce um efeito inibitério
sobre a expressdo de endotelinas em vasos sangiiineos (SVENTEK et al., 1996) sem alterar
os niveis plasmaticos destas (NAKAMURA et al., 1997) o que explicaria nossos resultados

para ETs ap0s a inibi¢ao cronica do NO.

Existem evidéncias suportando a cooperacao entre COX/NOS ao nivel do TGI.
Em células epiteliais do célon, uma importante inducdo da COX-2 foi observada quando a
producao do NO foi estimulada. Estes resultados sugerem que o NO modula a expressao da
COX-2 e a sintese de PGs derivadas desta enzima (MARTIN et al., 2001). Por isso, em
nossos resultados, observamos que, apds o tratamento cronico com o L-NAME, houve uma
alteracdo na expressao da COX-1 no grupo de animias com HP e da COX-2 no grupo de

animais Ctrl.
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Em algumas condi¢des, o NO pode estimular a sintese de PGs via COX, porque
similarmente a guanilato ciclase (GC), a enzima COX também possui um grupo heme-Fe+
como sitio ativo, o que a faz um alvo em potencial para 0 NO (MARTIN et al., 2001).
Além disso, alguns trabalhos asseguram que o NO e PGI, ou PGE, atuam sinergicamente
amplificando respostas fisioldgicas ou patologicas (SALVEMINI et al., 1993). As enzimas
constitutivas COX-1 e eNOS sintetizam produtos que atuam sinergicamente em condicdes
fisiolégicas. Por outro lado, as proteinas indiziveis COX-2 e iNOS sdo expressadas

concomitantemente em tecidos inflamados (SALVEMINI et al., 1993).

O tratamento com indometacina reduziu a expressio da eNOS na mucosa
gastrica do grupo de animais PVS, mas potencializou a expressao a COX-2 nos trés grupos
estudados, e a expressdo da iNOS nos grupos com HP e das ET-1 no grupo Ctrl e BDL, o
que podet alaborar para o aumento na drea de lesdo observado nos grupos com HP apds este
tratamento. Além disso, a indometacina aumentou a expressdo da ET-3 no grupo de
animais Ctrl e isto pode contribuir para a reducdo na drea de lesdo e no aumento do fluxo

sangiiineo géstrico observado neste grupo.

A indometacina inibe ndo seletivamente as isoformas da COX, porém possui
uma poténcia maior sobre a COX-1. Ela também potencializa a expressdo da COX-2 e
iNOS (TAKEUCHI et al., 2003), potencializa expressio da enzima conversora de
endotelina (SLOMIANY e SLOMIANY, 2001), a contracdo do musculo liso gastrico
induzida pelas endotelinas (SHIMOMURA et al., 1994) e bloqueia os efeitos do L-NAME
(OYEKAN e MCGIFF, 1998).

Paralelamente, SPINELLA et al (2004) afirmaram que a ET-1 aumenta a
expressdo da COX-1 e COX-2, promove a atividade da COX-2 e a produgdo de PGE,, via
ETA receptor em células de carcinomas ovarianos de humanos, sendo esse efeito

relacionado com a progressao do cancer e da quimioresisténcia.

Adicionalmente, as PGE, derivadas da via da COX-1 s@o responsdveis pela
reducdo da motilidade intestinal, como também por inibir a atividade da iNOS,
similarmente ao aminoguanidine (antagonista seletivo da iNOS). Essa superexpressdo da

COX-2 induzida pela indometacina € reportada como sendo a responsavel pela produgao
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compensatdria de PGs durante a inibicao da COX-1 pelos AINES. Dessa forma, o aumento
das PGs induzido pela COX-2 devido a inibi¢do da COX-1, pelos AINES ndo seletivos,
contribui para a integridade da mucosa intestinal (TAKEUCHI et al., 2003). Tais achados
corroboram com as alteracdes observadas na expressdo das isoformas de COX-2, eNOS,

iNOS e ETs observados em nossos resultados apds o tratamento com a indometacina.

5.7.3- RT- PCR das isoformas de COX, NOS e ETs na MGHP de animais cirréticos

capsaicinizados

Os nossos resultados mostraram que a mucosa gastrica, estimulada com etanol,
dos animais BDL-capsaicinizados possui uma expressao significativamente (***p<0,001)
aumentada da eNOS e da COX-3. Entretanto, a mucosa gastrica, estimulada com etanol,
dos animais BDL sem tratamento possui uma expressdo significativamente (*p<0,05)
aumentada da iNOS e ET-1, e significativamente (*p<0,05) reduzida da ET-3 em relacao
ao grupo de animais BDL-capsaicinizados. Além disso, ndao observamos diferencas
significativas para a isoforma de COX-1 entre os grupos de animais BDL e

BDL- capsaicinizado.

Virias horas sdo requeridas para a expressao da iNOS apds a administracdo do
LPS, e leva 2h para a formacao do mRNA e 4h para a proteina iNOS. A atividade dessa
proteina estd sempre associada a producio de grandes quantidades de NO (SZABO,1995;
KIKERBOEN et al., 1999) e elevadas concentragdes séricas do nitrito (NO2-) e nitrato
(NO3-; KILBOURN et al., 1992; STHUER e MARLETTA, 1985). Os principais tipos
celulares que expressam iNOs sdo os macrofagos e neutrdfilos. Entretanto, com fortes
sinais para a inducgdo, células endotéliais podem expressar iNOS, como no caso da colite

experimental (ZHANG et al., 1998).

Entretanto, em estados moderados de inflamacdo como a gastrite, iNOS ¢é
encontrada somente em infiltrados de células imunes (MANNICK et al., 1996). Em
modelos experimentais de inflamacao, iNOS também tem sido identificada em neurdnios
(MILLER et al., 1995). A formagdo da grandes quantidades de NO pela iNOS explica a
citotoxidade de macréfagos ativados, e € considerada lesiva para a mucosa géstrica

(BROWN et al., 1993).
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A hiperprodugdo de NO (na periferia) ou hipoprodugao (intra-hepaticamente) é
a causa (inducdo da iNOS, estimulo da eNOS) ou a conseqiiéncia (deficiéncia da eNOS
intra-hepética) da sindrome hiperdinamica. Esta incerteza resulta da significancia indefinida
da ativacdo suave e transitéria do eixo citocina-endotoxina para indugcdo da iNOS e os
dados contraditdrios sobre a atividade especifica das iNOS e eNOS (PATERMANN et al.,
1999; SARELA et al., 1999). A contribuicdo de cada isoforma de NOS na patogénese da
sindrome hiperdindmica depende provavelmente do modelo de PTH em estudos animais e
da etiologia e gravidade da cirrose em estudos em humanos (CAHILL et al., 2001), mas
uma coisa € certa até o presente momento, 0 NO possui um papel muito importante no
metabolismo de proteinas intestinais para todo o corpo, tanto em condicdes fisiologicas
normais como durante a sépsis (VISSERS et al., 2004) e sua auséncia estd sendo relatada
como teratogénica (TIBONE e CLEMENTINI, 2004). Além disso, tem sido reportado que
a administracdo exdgena de NO reduz a expressdo de ET-1 (BLUMBERG et al., 2001) e
que o NO atua no controle da pressdo arterial ao regular a ET-1 (SVENTEK et al., 1996).
Por sua vez a ET-1 inibe a expressdao da iNOS em adipdcitos (MERIAL-KIENY et al.,
2003).

5.8- Alteracoes histologicas

No presente trabalho, os animais submetidos a ligadura de ducto biliar comum e
utilizados nos diferentes protocolos experimentais apresentaram as alteracdes histolégicas
compativeis com as alteracdes observadas na cirrose biliar desenvolvida em humanos, o

que torna os resultados bastante confidveis.

Todos os animais cirréticos, exceto o grupo de animias BDL-capsaicinizados, e
os cirrdticos que foram tratados cronicamente com L-NAME apresentaram congestdao
moderada a intensa dos vasos da lamina prépria, ectasia de linfaticos em algumas dreas,
edema e congestdo dos vasos da submucosa, sendo essas alteracdes semelhantes ds
alteracOes vistas na GHP de humanos. Esses resultados sugerem que o NO ndo contribui

para as alteracdes histolégicas observadas na GHP.
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Os animais BDL-capsaicinizados, a semelhanca dos animais controles,
apresentaram mucosa gastrica integra e sem alteragdes histoldgicas dignas de nota, o que
indica a provdvel participagio de um ou mais componentes neurogénicos no

desenvolvimento das alteragdes histolégicas observadas na GHP.
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6- CONCLUSOES
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1- A mucosa gastrica de animais cirréticos € mais susceptivel a lesdao induzida
pelo etanol, um fendmeno modulado pela presenca da hipertensdo portal,

disfuncao do figado e pH intragéstrico.

2- O tratamento cronico com LPS induz tolerdncia ao estimulo nocivo do
etanol, na mucosa géstrica de animais sadios ou com hipertensdao portal
pura, provavelmente através de mecanismo de adaptacao reativa. Entretanto,

€ extremamente nocivo quando hd o comprometimento do figado.

N

3- A inibi¢do cronica do NO aumenta a susceptibilidade gdstrica a injdria
induzida pelo etanol, indicando que o NO € o principal mediador para a
manutencdo da integridade da mucosa gdstrica em animais sadios e com
hipertensao portal pura. Em adicdo, a presenca da disfun¢do do figado
contribui para a diminui¢io da resisténcia da mucosa gdstrica a injiria, um
fendmeno modulado por prostaglandinas e potencialmente por outros

mediadores vasoativos.

4- Os resultados desta Tese demonstram que as ETs, principalmente ET-1, e os
neuropeptidios sdo a chave para o desenvolvimento da hipertensao portal ao
atuarem de maneira integrada. O uso dos antagonistas seletivos de receptor
ETB de endotelinas e/ ou de antagonistas seletivos de receptor NK1 de
taquicininas poderia ser uma importante ferramenta terapé€utica no combate
ao desenvolvimento da hipertensdo portal, conseqiientemente, da gastropatia
hipertensiva portal, entre outras doencas, decorrentes do aumento da pressao

portal.
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APENDICE 1- Producio Cientifica no Doutorado
1-Trabalhos apresentados em congressos nacionais (Poster)

Titulo:Ethanol-Induced Gastric Damage Is Modulated By Primary Sensory

Neurons In Cirrhotic Rats

Evento: XXXVI Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica

Experimental (SBFTE 2004)
Local: Aguas de Lindéia- SP
Data: 17-20 de outubro de 2004

Titulo: Resistance of the Portal Hypertensive Gastric Mucosa to Ethanol-

induced Damage During Chronic NO Inhibition.
Evento: Nitric oxide, cytokines and inflammation 2004
Local: Rio de Janeiro — RJ
Data: 6-9 de junho de 2004

Titulo: Modulagao da Resisténcia da Mucosa Gastrica Hipertensiva Portal a

Lesoes Induzidas por Etanol e AINEs.
Evento: XII Congresso Médico Académico da Unicamp (CoMau)
Local: UNICAMP - Campinas - SP
Data: 4- 8 de outubro de 2003

Titulo: Ethanol-induced Gastric Damage in Portal Hypertension: Role of Liver

Dysfunction and Intragastric pH.

Evento: XXXV Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica

Experimental (SBFTE 2003)
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Local: Aguas de Lind6ia- SP

Data: 24-28 de setembro de 2003

2-Trabalhos apresentados em congressos nacionais (Oral)

Titulo: Resisténcia da Mucosa Géstrica Hipertensiva Portal a Lesao Induzida

pelo Etanol durante a Inibi¢do Cronica do NO.

Lesoes

Evento: VI Semana Brasileira do Aparelho Digestivo
Local: Recife- PE
Data: 17-21 de outubro de 2004

Titulo: Lesao Gastrica Induzida pelo Etanol: Papel da Disfun¢ao do Figado e do

Intragéstrico

Evento: VI Semana Brasileira do Aparelho Digestivo
Local: Recife- PE

Data: 17-21 de outubro de 2004

Titulo: Modulacao da Resisténcia da Mucosa Gastrica Hipertensiva Portal as

Induzidas por Endotoxina e Etanol
Evento: VI Semana Brasileira do Aparelho Digestivo
Local: Recife- PE

Data: 17-21 de outubro de 2004
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Titulo: Neurdnios Sensoriais Primarios Modulam a Lesdo Gastrica Induzida

pelo Etanol em Ratos Cirrdticos
Evento: VI Semana Brasileira do Aparelho Digestivo
Local: Recife- PE

Data: 17-21 de outubro de 2004

3-Trabalhos apresentados em congressos internacionais (Poster)

Titulo: Ethanol-Induced Gastric Damage Is Modulated By Primary Sensory

Neurons in
Cirrhotic Rats
Evento: Digestive Disease Week 2005 (DDW 2005)
Local: Chicago, EUA.
Data: 14-19 de Maio de 2005

Titulo: Resistance of the Portal Hypertensive Gastric Mucosa to Ethanol-

induced Damage During Chronic NO Inhibition.
Evento: Meeting of the European Union of Pharmacology (EPHAR) 2004
Local: Porto — Portugal

Data: 14-17 de julho de 2004
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4-Trabalhos apresentados em congressos internacionais (oral)

Titulo: Resistance of the Portal Hypertensive Gastric Mucosa to Ethanol-

induced Damage During Chronic NO Inhibition.
Evento: Meeting of the European Union of Pharmacology (EPHAR) 2004
Local: Porto — Portugal

Data: 14-17 de julho de 2004

5-Trabalhos publicados em periddicos internacionais (resumo)

Camara, PRS, Ferraz, GIN, Franco-Penteado, CF, Antunes, E, Velloso, LA,

Ferraz, JGP. Ethanol-Induced Gastric Damage Is Modulated By Primary Sensory Neurons

in

Cirrhotic Rats. Gastroenterology, 128; 4 (supp 2): A 669, 2005.

6-Trabalhos publicados em periddicos internacionais (completo)

Camara, PRS, Ferraz, GJN, Franco-Penteado, CF, Antunes, E, Meirelles, L,

Sbragia, L, Velloso, LA, Ferraz, JGP. Resistance of portal hypertensive gastric mucosa to
ethanol induced gastric damage is modulated by sensory afferent neurons, NO and

prostaglandins. American Journal of Hepathology (Submitted)

Camara, PRS, Ferraz, GIN, Teixeira, SA, Muscara, MN, Souza, CT, Velloso,

LA, Ferraz, JGP. Effects of sensorial denervation by newborn capsaicin treatment on
Ethanol-induced gastric damage in cirrhotic rats: a role for Endothelin and substance P.

American Journal of Physiology (Submitted).
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APENDICE 2- Protocolo da Comisséo de Etica na Experimentaciio Animal

Universidade Estadual de Campinas
| o~
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de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela

Comiss&o de Etica na Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de
03 05 ; 2002, ”

CERTIFICATE

Is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on ..03/.05/.2002 .
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