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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

EFEITOS DOS COMPOSTOS DE SELENIO E ZINCO NAS LESOES

GASTROINTESTINAIS INDUZIDAS POR ETANOL EM RATOS
Autor: RAFAEL PORTO INEU
Orientadora: MARIA ESTER PEREIRA
Local e data da defesa: Santa Maria, 30 de Margo de 2012

A Ulcera géstrica € uma doenca que afeta um grande nimero de pessoas no mundo,
sendo consequéncia do estilo de vida, dos habitos alimentares, do alcoolismo e
tabagismo associados ou ndo ao estresse. Essas lesfes estdo intimamente
associadas a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Sabe-se que
elementos como o selénio e o zinco apresentam grande eficiéncia em eliminar as
EROs, evitando assim uma série de danos causados pela formacdo das mesmas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar o efeito da administracdo oral do
disseleneto de difenila (PhSe), e do cloreto de zinco (ZnCl;) no modelo experimental
de lesédo gastrointestinal induzido oralmente por etanol 70% em ratos, avaliando o
envolvimento do estresse oxidativo. Foram avaliados a producdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), os niveis de espécies reativas (RS), o
contetdo de &cido ascérbico e de grupos tidis (SH) totais e ndo protéicos, a
atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT), bem como os
danos teciduais através de analises micro/macroscopicas e histopatolégicas do
tecido gastrointestinal. O modelo de inducéo de lesdes gastrointestinais por etanol é
bastante utilizado por diversos autores, pois causa diversas alteracbes no tecido
gastrico; formacdo exacerbada de EROs, desequilibrio nas defesas antioxidantes e
modificacdo na atividade de diversas enzimas responsaveis pela detoxificacdo das
EROs. Nesse trabalho, o etanol 70% foi administrado aos ratos por via oral a fim de
induzir lesGes gastricas e aumentar o estresse oxidativo no tecido gastrointestinal.
Os resultados mostram que nas analises macro e microscopicas de estdbmago o
(PhSe),, em baixas doses (0,01 a 1,0 mg/kg), reverteu e protegeu o tecido gastrico
frente as lesdes. O pré- e o pos-tratamento com (PhSe), apresentaram efeitos
benéficos contra a peroxidacao lipidica através da medida dos niveis de TBARS os
quais diminuiram, bem como um aumento no conteudo de &cido ascérbico e
aumento na atividade da SOD de estdbmago de ratos quando comparados ao etanol.
O mesmo ocorreu para 0 ZnCl, que na dose de 27 mg/kg demonstrou ser eficaz na
protecado e reversao das injurias gastrointestinais causadas pelo etanol, uma vez que
restaurou os parametros bioquimicos analisados a niveis normais. Na analise
macroscopica, o ZnCl, apresentou resultados positivos na protecdo e na re-
epitelizacdo do tecido gastrico frente as lesdes. O ZnCl, protegeu e reverteu
significativamente os niveis de TBARS e de RS gastrointestinais que foram
aumentados pelo etanol, também preveniu e restaurou o decréscimo nos niveis de



grupos SH totais de estdmago e intestino. Entretanto, o ZnCl, somente protegeu a
diminuicdo no contedudo de &cido ascorbico gastrointestinal. O decréscimo na
atividade da CAT de estdbmago e de intestino foi prevenido e restaurado pelo zinco
frente as lesbes. Portanto, este trabalho trata de um campo promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos e de novas terapéuticas e podera nos levar a
uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo envolvidos no processo
antioxidante gastrica, bem como contribuir no avanco das pesquisas contra lesdes
gastrointestinais.

Palavras chave: Ulcera, Antioxidante, Estresse Oxidativo, Selénio, Zinco, Enzimas.
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Gastric ulcer is a world widespread illness that affectes a great number of people and
it is correlated to life style, food intake, alcohol and smoke in association or not to
stress behavior. The lesions are in association with oxygen reactive species (ROS)
production. It is been know that some elements, selenium and zinc, shows great
effect scavenger in detoxification of ROS production, avoiding many damages
caused by ROS. Based on these considerations, the present study intend to
investigate the effect of oral administration of diphenyl diselenide (PhSe), and zinc
chloride (ZnCly) in an experimental model of gastric lesion induced by oral
administration of ethanol 70% in rats and, particularly the involvement of oxidative
stress. For this propose we measured TBARS production, reactive species (RS)
levels, ascorbic acid content, total e non-protein thiol groups, superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) activities from stomach and intestine of rats exposed to
ethanol additionally, damage in tissues were measure by micro and macroscopic
histopathology analyses. The model of gastrointestinal lesions induced by ethanol is
widely used by many authors because it is a model that causes various changes in
gastric tissue, exacerbated ROS formation, imbalance in antioxidant defenses and
modification of the activity of several enzymes involved in ROS detoxification. In this
study, oral ethanol 70% was administered in rats to cause gastric lesions and to
enhance oxidative stress. Stomach’s micro and macroscopic analyses showed that
(PhSe), at low doses (0.01 and 1.0 mg/kg) protected and reverted gastric lesions and
attenuated the oxidation alterations caused by ethanol. Similar results could be
verified when ZnCl, (27 mg/kg) was administered orally. ZnCl, demonstrated to be
efficient in to protect and reverse the injuries against gastrointestinal damage caused
by ethanol. These elements restored the biochemical parameters to normal values.
Macroscopic analyses revealed that both elements, selenium and zinc, could protect
and re-epithelialize the stomach. Pre- and post-treatment with (PhSe), showed
benefic effects against lipid peroxidation measured by TBARS production, wich
diminished, even as an enhancement of ascorbic acid content and stomach SOD
activity when compared to ethanol. It was also verified for ZnCl, (27 mg/kg), an ability
to protect and to reverse against gastrointestinal damages caused by ethanol, even
though this element was able to restore biochemical parameters to control values.
Macroscopic analyses showed that ZnCl, had positive results in prevent and re-
epithelialize the mucosa against lesions. ZnCl, significantly protected and reversed
gastrointestinal TBARS and RS production that were enhanced by ethanol as well as



prevented and reversed for total SH groups. However, ZnCl, only protected the
diminished in gastrointestinal ascorbic acid content and prevented and restored the
decreased of stomach and intestine CAT activity. Therefore, this study is a promising
field to development of new drugs and new therapies and also can take to a better
understanding of mechanism of action involved in the gastric antioxidant process,
even though to enhance the research about elements effects in gastrointestinal
ulcers.

Keywords: Ulcers, Antioxidant, Oxidative Stress, Selenium, Zinc, Enzymes
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APRESENTACAO

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacdo de
Monografias, Dissertacfes e Teses — MDT da UFSM, Sétima Edicdo (72 Ed) do ano
de 2010. Os resultados estado apresentados sob a forma de artigo e manuscrito os
quais se encontram no item “DESENVOLVIMENTO”. As sec¢bes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdes e Referéncias Bibliograficas encontram-se no
artigo e no manusctrito e representam a integra desse estudo. Os itens DISCUSSAO
e CONCLUSOES, encontrados no final desta tese, apresentam interpretacdes e
comentarios gerais a respeito dos resultados demonstrados no artigo e no
manuscrito contido neste trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-
se somente as citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAO
desta tese.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera gastrica € uma doenca com etiologia multifatorial ainda ndo bem
determinada. Por décadas o excesso de secrecdo de acido foi considerado a causa
da ulceracdo na mucosa gastrica. Assim, a terapia da Ulcera se baseou em drogas
anticolinérgicas, antihistaminicos H2, antiacidos e inibidores da bomba de protons
(IBP) (WALLACE & GRANGER, 1996). Pela complexidade da patogenia da Ulcera
gastrica, um modelo experimental comumente utilizado é o de lesGes gastricas
induzidas por etanol (ROBERT, 1979). Esse modelo indica que o dano gastrico
produzido € uma consequéncia da interacdo de muitos fatores, podendo cada fator,
individualmente, ser considerado um objetivo terapéutico potencial. Alguns fatores
envolvidos no dano gastrico induzido pelo etanol sdo a diminuicdo da producédo do
muco, o0 aumento da geracédo de radicais livres, a diminuicdo da producdo de grupos
SH enddgenos, o aumento da liberacdo de histamina, aumento do efluxo de sodio e
potassio, aumento do influxo de calcio, aumento da producdo de leucotrienos,
diminuicdo da producdo de prostaglandinas, a diminuicdo do fluxo sanguineo
gastrico, aumento da isquemia e da permeabilidade vascular gastrica (GLAVIN &
SZABO, 1992).

Atualmente um grande numero de produtos naturais, de compostos
sintéticos e farmacos vem sendo estudados a fim de avaliar seus efeitos contra as
alteracbes causadas pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
Entretanto, o uso de elementos traco dentre eles o selénio e o zinco ainda € um
campo promissor a ser estudado. Incluindo-se a isso, verificamos a necessidade de
estudar os possiveis efeitos desses elementos frente a lesdes gastrointestinais

causadas pela administracao oral de etanol em ratos.

1.1 Trato gastrointestinal

s

O sistema digestério € constituido por um tubo muscular com epitélio
especializado que compreende desde a cavidade bucal, faringe, eséfago, estbmago,
intestino delgado e grosso até o anus. Além disso, existem 6rgdos anexos, tais

como: glandulas salivares, figado e pancreas, os quais secretam substancias que
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auxiliam no processo digestivo dos alimentos. O trato gastrointestinal (TGlI),
auxiliados pelos 6rgédos anexos, tém a funcao de receber, digerir, absorver e eliminar
substancias ingeridas, e sdo todos controlados pelos sistemas nervoso e hormonal
(GUYTON & HALL, 1997; MERCHANT, 2007).

O TGI possui um sistema nervoso proprio, denominado Sistema Nervoso
Entérico (SNE), contendo cerca de 100 milhdes de neurbnios. O SNE inicia no
es6fago e estende-se ao anus controlando os movimentos e as secrecdes
gastrintestinais. E formado pelo plexo mioentérico ou plexo de Auerbach (plexo
externo situado entre as camadas musculares longitudinal e circular) e pelo plexo de
Meissner ou submucoso (plexo interno localizado na submucosa), constituindo a
inervagdo intrinseca do 6rgdo (GUYTON & HALL, 1997; RANG et al., 2004;
PASRICHA, 2006). O plexo mioentérico € responsavel pelo controle motor
(peristaltismo) e o plexo submucoso é responsavel pela regulacdo da secrecédo, do
transporte de liquidos e pelo fluxo sangliineo (PASRICHA, 2006). As células
nervosas de ambos os plexos recebem estimulos do sistema nervoso central (SNC),
através de fibras do sistema nervoso simpatico e parassimpatico (inervacéo
extrinseca), e de outros neurdnios entéricos (incluindo neurbnios sensoriais e
interneurdnios). Essa comunicacdo neuronal existente permite a realizacdo das
funcdes motoras e secretoras do TGl (GUYTON & HALL, 1997; PASRICHA, 2006).

As fibras vagais eferentes sao fibras pré-ganglionares parassimpaticas, tendo
como alvo o géanglio mioentérico, pelo qual o controle central da motilidade e
secrecdo gastrica sdo regulados (GERSHON et al., 1994). As fibras vagais aferentes
sdo fibras pos-ganglionares simpaticas que possuem extensas projecdes para a
mucosa gastrica e artérias, e sdo de particular interesse na protecdo da mucosa
gastrica (HOLZER, 1998).

O estdmago é dividido anatomicamente em fundo, corpo e antro (Figura 1). O
fundo esta situado na regido superior e tangencia a juncéo esofagogastrica; o corpo
corresponde a maior parte do 6rgao; e o antro esta situado na regido proximal ao
canal pilérico (DANGELO & FATTINI, 2007).
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Figura 1 — Representacédo anatdomica do estdbmago (Fonte:

www.infoescola.com/sistema-digestivo/estomago).

A parede do estdbmago apresenta varias camadas teciduais, compreendendo
a camada serosa, a muscular longitudinal, a muscular circular, a submucosa e a
mucosa (Figura 2). A serosa é a camada tecidual que reveste a maior parte do
orgdo, exceto em uma pequena porcdo da parte posterior do estbmago; a
submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo e contém uma rica rede
vascular e um plexo nervoso - conhecido como plexo submucoso; e a mucosa é a

camada da parte interna do estdbmago que abriga numerosas glandulas gastricas
(DANGELO & FATTINI, 2007).
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Figura 2 — Representacdo das camadas da parede gastrica. (Fonte:

www.gastronet.com.br/gastrite.htm).
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No estbmago podem ser encontradas as glandulas oxinticas e as pil6ricas,
que secretam diversas substancias responsaveis pelos processos digestivos e
homeostéaticos do estdbmago. As glandulas oxinticas estédo localizadas na superficie
interna do corpo e fundo do estdmago, e sdo compostas por células mucosas,
células pépticas ou principais (secrecao do pepsinogénio, o qual, quando em contato
com o &cido cloridrico, é convertido em pepsina atuando como enzima proteolitica),
células parietais (secretam o acido cloridrico), células D (secretam somatostatina) e
células enterocromoafins-similes (ECL) (secretam histamina). As glandulas piloricas
estdo localizadas no antro e possuem ceélulas mucosas, células G (quando
estimuladas liberam o hormonio gastrina, que tem papel importante na secrecao
acida gastrica) e também células D (SCHUBERT & PEURA, 2008). Além disso, a
superficie do estdbmago € recoberta por células mucosas superficiais que sao
especializadas em secretar grandes quantidades de muco extremamente viscoso e
alcalino. Esse muco cobre toda a parede do estdbmago, chegando a ter mais de um
milimetro de espessura, proporcionando uma barreira fisica de protecdo contra as
secrecbes Aacidas que sdo produzidas pelas células parietais (SCHUBERT &
PEURA, 2008).

Essas estruturas gastricas citadas desempenham funcdes especificas que
promovem a manutencdo da homeostasia do 6rgdo, como a secrecao de acido
cloridrico, pepsinogénio, muco, bicarbonato e prostaglandinas (PGs). Além disso,
outras substancias como o 6xido nitrico (NO) e enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase - SOD, catalase — CAT e glutationa peroxidase - GPx) e glutationa
reduzida (GSH) também estdo relacionadas com a manutencdo da integridade

gastrica.

1.2 Fatores que regulam a secrecao acida

O acido cloridrico é secretado nas células parietais mediante a acdo da H'K" -
adenosina trifosfatase (H'K*/ATPase — bomba de prétons). O acido gastrico facilita a
digestédo de proteinas e absorcédo de ferro, calcio e vitamina B12, além de prevenir o
desenvolvimento bacteriano e outras infeccdes entéricas (SCHUBERT & PEURA,

2008). A enzima H'K'/ATPase consiste de duas subunidades. Uma das
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subunidades contém o sitio catalitico da enzima, responsavel pela troca i6nica do H*
intracelular pelo K* luminal, e a outra subunidade é responsavel pela estabilidade
estrutural e funcional da enzima, protegendo a enzima de possivel degradacéo
(SCHUBERT, 2005; SCHUBERT & PEURA, 2008). A troca idnica (H*/K") promovida
pela bomba de prétons € acompanhada pela saida de ions CI', da célula parietal, via
canais de cloro localizados na membrana apical da célula parietal. Os ions H" e CI
ligam-se formando o &cido cloridrico, que atingira o lumen gastrico (SCHUBERT &
PEURA, 2008).

Em um estado de repouso a célula parietal contém abundantes vesiculas
tubulares intracelulares que estocam a H'K'/ATPase. No momento que ocorre o
estimulo (elevacdo da concentracdo de calcio intracelular, AMPc, ou ambos), uma
cascata de eventos intracelulares desencadeia a fusdo das vesiculas tubulares na
membrana apical da célula parietal, promovendo ativacdo da bomba de protons,
iniciando o processo de secrecdo do acido gastrico. Na medida em que o estimulo
encerra-se, as bombas s&o recicladas e retornam ao compartimento vesicular
intracelular (SCHUBERT, 2005).

A secrecédo do acido gastrico é regulada pela via neuronal, parocrina e endécrina
(KONTUREK et al., 2004). Neurbnios aferentes e eferentes providenciam uma
comunicacao bidirecional entre 0 SNC e o0 estdbmago além de uma grande variedade
de neuropeptideos, que agem centralmente e perifericamente para regular a
secrec¢ao acida gastrica (SCHUBERT, 2005).

Os principais estimulantes da secrecdo do &cido sdo a acetilcolina (ACh),
liberada de neurdnios pos-ganglionares entéricos; a gastrina, liberada de células G
do antro gastrico; e a histamina, liberada das ECL. O principal inibidor da secrecéo
do acido gastrico € a somatostatina liberada das células D da mucosa oxintica e

pildrica.

Na via neuronal, o SNC modula a atividade do SNE através da ACh, que
estimula a secrecéo de acido gastrico em resposta a antecipacao ao alimento (odor,
visdo, salivagao), o que caracteriza a “fase cefalica” da secregao acida gastrica. As
fibras eferentes que se originam nos nucleos motores dorsais, vao até o estbmago
através do nervo vago e fazem sinapses com células ganglionares do SNE. A ACh é

liberada pelos neurbnios pos-ganglionares e estimula diretamente a secrecdo do
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acido por atuar em receptores muscarinicos Mjs; localizados na membrana
basolateral da célula parietal. Além disso, h4 um estimulo indireto a liberacdo de
histamina pelas ECL, bem como a liberacdo de gastrina pelas células G na regido
antral do estbmago (SCHUBERT, 2005).

Existe outra forma de regulacdo da secrecdo de acido gastrico, a qual se da
mediante mediadores, tais como: histamina, gastrina e somatostatina. A histamina é
estocada principalmente em células ECL que comumente se localizam em estreita
proximidade com as células parietais. Uma vez que a histamina € liberada, ocorre a
estimulacdo da secrecdo do acido gastrico diretamente pela ligacdo em receptores
H2 na célula parietal, levando a uma cascata de eventos intracelulares, resultando
no aumento dos niveis de AMPc e ativacdo da PKA. A ativacdo da via dependente
de AMPc estimula a bomba de prétons na célula parietal, resultando na secrecéo de
acido (JAIN et al., 2007). Além disso, a histamina modula a secrecdo do acido de
maneira indireta, por atuar em receptores H3 na célula D do antro gastrico, inibindo
a secrecao de somatostatina (substancia que inibe a secrecéo do acido por suprimir
a liberacdo de gastrina, mediante retroalimentacdo negativa); e atuar nas células G
estimulando a liberacdo de gastrina (VUYYURU et al., 1995; ROULEAU et al., 2004).

A célula G do antro gastrico produz a gastrina, que também pode ser produzida
em pequenas quantidades no intestino delgado, célon e pancreas. Este horménio é
o principal mediador da secrecdo &cida estimulada pela alimentacdo e age
principalmente liberando histamina das células ECL no corpo e fundo do estdmago.
Quando liberada da célula G, liga-se em receptores de gastrina/colecistocinina do
tipo 2 (CCK-2) localizados na célula parietal, promovendo aumento dos niveis de
célcio intracelular que estimularda a bomba de protons (H'/K*-ATPase),
desencadeando a formacao de acido. Esses receptores estdo presentes nas células
ECL, aos quais a gastrina pode ligar-se promovendo a liberagcédo de histamina (ALY
et al., 2004; BEALES, 2004).

Entretanto, a somatostatina sintetizada a partir da molécula precursora pré-pro-
somatostatina, presente nas células D da glandula oxintica e pil6rica, inibem a
secrecdo acida por agir diretamente na célula parietal; e indiretamente por inibir a
secrecdo de histamina e gastrina. Quando ocorre reducdo excessiva do pH do

7

limen géstrico, a secre¢cdo de somatostatina € estimulada, que por outro lado,
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atenua a liberacdo de histamina, gastrina e consequentemente a formacgao de acido
cloridrico (SCHUBERT, 2005).

A regulacdo fisiologica da secrecdo acida gastrica € a principal terapia no
tratamento de disturbios gastricos visto que a secrecdo do acido gastrico é
responsavel pelo processo digestivo e por proteger o organismo contra possivel
contaminagcdo bacteriana. Considerando que a integridade da mucosa gastrica
depende da acdo, em perfeita harmonia, dos fatores de protecdo como as defesas
antioxidantes, a barreira de muco e a agcédo das prostaglandinas, evitando que as
secrecbes de substancias responsaveis pela digestdo lesionem o proprio tecido,
qualquer fator de agressdo ou medicamento que altere esse status no estdbmago,

facilitaria ou estimularia a formacao de lesdes no epitélio do estbmago.

1.3Integridade da mucosa gastrica

A barreira muco-bicarbonato é formada pelo gel mucoso, bicarbonato e
fosfolipidios surfactantes, os quais cobrem a superficie da mucosa retendo o
bicarbonato secretado pelas células superficiais epiteliais para que o microambiente
permaneca neutro, prevenindo a penetracdo da pepsina e a digestao proteolitica da
superficie epitelial (LAINE et al., 2008).

O muco é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estbmago até o
célon, formando um gel aderente entre a mucosa e o lumen, protegendo a mucosa
contra agentes nocivos. E secretado pelas células epiteliais da mucosa e contém
95% de agua e 5% de mucina (glicoproteina). A secrecdo de muco é estimulada por
horménios gastrointestinais, como gastrina e secretina, bem como por
prostaglandina E2 (PGE2) e agentes colinérgicos. Substancias ulcerogénicas, como
antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) e sais de bile, causam dissipa¢do do gel
mucoso e da camada de fosfolipidios, causando a lesdo da mucosa (LAINE et al.,
2008).

O bicarbonato ajuda a manter uma zona de pH neutro na mucosa oferecendo
uma barreira protetora contra a difusdo do acido. Sabe-se que a PGE2 estimula a

secrecdo de bicarbonato no estdmago, via ativacdo dos receptores EP1; e no
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duodeno, via ativacdo de receptores EP3 e EP4 em ratos (AOIl et al., 2004,
NAKASHIMA et al., 2004). Muitos investigadores relatam que a acidificacdo desses
tecidos provoca a secrecao de bicarbonato com concomitante aumento dos niveis
de PGE2 (SUGAMOTO et al.,, 2001; KAGAWA et al., 2003; NAKASHIMA et al.,
2004).

As PGs sdo derivadas de &cidos graxos de 20 carbonos e sdo encontradas
em praticamente todos os tecidos e 6rgaos, desempenhando uma grande variedade
de funcdes fisiologicas e patoldgicas. Elas sdo sintetizadas a partir de diferentes
precursores, sendo um deles, o acido araquidonico (AA), que € convertido a
endoperoxidos instaveis, PG-G2 e PG-H2 pela acdo da ciclooxigenase (COX). Trés
isoformas de COX foram descritas: COX-1 expressa constitutivamente; COX-2
induzivel (SMITH & DEWITT, 1996); e COX-3, uma variante da COX-1
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002). As PGs derivadas do AA sdo denominadas
PGs da série-2, incluindo a PGE2 e a prostaciclina (PGI2), que sdo extremamente
importantes no trato gastrointestinal (CALDER, 2001). Isomerases e sintases
efetuam a transformacdo da PGH2 em prostandides terminais, como PGI2 e PGEZ2.
Uma vez liberados, esses prostandides exercem suas funcdes biolégicas pela

interacdo com receptores especificos na superficie celular (NARUMIYA, 1994).

A geracdo continua de PGE2 e PGI2 é crucial para a manutencdo da
integridade da mucosa, além de proteger contra agentes ulcerogénicos e
necrotizantes. As PGs inibem a secrecao de acido; estimulam a secrecao de muco,
bicarbonato e fosfolipidios; aumentam o fluxo sanguineo da mucosa; e aceleram a
restituicdo epitelial e cicatrizagdo da mucosa. Além disso, inibem a ativacdo de
mastocitos e leucocitos, bem como a aderéncia de plaguetas no endotélio vascular
(LAINE et al.,, 2008). A PGE2 tem efeito estimulatorio sobre a secre¢cdo de
bicarbonato no estémago via receptores EP1, enquanto no duodeno, tal acdo ocorre
via receptores EP3 (TAKEUCHI et al., 1999). Destaca-se, ainda, como um potente

secretagogo de mucina em células epiteliais gastricas de ratos (TANI et al., 1997).

Outro agente importante na protecdo e manutencgéo da integridade gastrica €
0 Oxido nitrico (NO). Esse gas volatil € formado a partir da L-arginina, cuja reacao de
oxidacdo € catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS). Existem trés

diferentes isoformas de NOS, das quais, duas sdo constitutivamente expressas
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(6xido nitrico sintase neuronal - NNOS ou NOS-1; e 6xido nitrico sintase endotelial -
eNOS ou NOS-3), e uma terceira que € induzida (6xido nitrico sintase induzida -
INOS ou NOS-2). Quando gerado, o NO liga-se ao grupo heme da guanilil ciclase
soluvel (GCs), que catalisa a conversdao de GTP para GMPc, aumentando por
conseguinte a concentragdo de GMPc intracelular. Por sua vez, esse segundo
mensageiro liga-se aos dominios especificos de moléculas efetoras, incluindo
proteinas quinases, canais i6nicos e fosfodiesterases, desencadeando as
subsequentes respostas celulares. No trato gastrointestinal, as isoformas
constitutivas sdo expressas a niveis basais no SNE, bem como nas células
endoteliais vasculares. No trato gastrointestinal, o NO atua na manutencédo da
homeostase, sendo responsavel por multiplas fungbes fisiolégicas, bem como na
integridade do epitélio gastrico e da barreira de muco. Além disso, atua como
vasodilatador e, portanto, regula o fluxo sanguineo géstrico. Alguns trabalhos
demonstram que os doadores de NO promovem aumento da camada de muco em
ratos e estudos mais recentes, tém demonstrado que NO também protege o trato

gastrointestinal ao inibir a secrec¢ao de acido gastrico (LANAS, 2008).

1.4As ulceracfes pépticas

A Ulcera péptica € uma lesao caracterizada pela perda circunscrita de tecido que
ultrapassa os limites da camada muscular da mucosa e ocorre nas porcées expostas
a secrecdo acida. A ulcera pode desenvolver-se na porcéo inferior do eséfago, no
estbmago e no duodeno. A Ulcera péptica gastroduodenal € uma doenca
heterogénea, com mudltiplos fatores envolvidos na sua génese, afetando
aproximadamente 5 a 10% da populacéo, representando uma das doencas crénicas
mais comuns. Apesar dos grandes avang¢os no conhecimento da doenca ulcerosa
péptica, a sua etiopatogenia ndo é totalmente conhecida. Dentre as hipoteses mais
aceitas como causa dessa patologia, sdo: fatores genéticos, fatores enddégenos
(disturbios fisiopatolégicos) e fatores exdgenos (estresse, tabagismo, dieta
alimentar, uso de AINEs, etanol e infeccdo por Helicobacter pylori (CARVALHO,
2000). Em contra partida, o organismo possui potentes mecanismos de defesa

(barreira muco-bicarbonato, fosfolipidios da superficie epitelial de revestimento,
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camada lipoproteica da membrana, fluxo sanguineo, sintese de PGs, NO e sistema
antioxidante) que protegem a mucosa de possiveis lesdes (YUAN et al. 2006).

Atualmente € bem conhecido que o uso prolongado de AINEs induz ulceras
pépticas. O efeito sisttmico mais importante dos AINEs, em termos de induzir
ulceracdo gastrica refere-se a sua habilidade de suprimir a sintese de PGs
(WALLACE, 2008). De fato, varios estudos tém demonstrado que o uso de AINEs
convencionais, ou inibidores seletivos de COX-2, provocam ulceracéo
gastrointestinal tanto em animais quanto em humanos. (WALLACE, 2001).

Outro fator de grande importancia no desenvolvimento de Ulceras géastricas é o
consumo de alcool pela populacdo, que pode produzir erosdo gastrica aguda
hemorragica. A ingestdo excessiva pode resultar em gastrite caracterizada por
edema, hemorragia subepitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de células
inflamatdrias na mucosa géstrica (JAHOVIC et al., 2007; MATSUHASHI et al., 2007).
Além disso, em modelos experimentais o etanol tem efeito ulcerogénico e
necrotizante que resulta em dano direto da mucosa. Em cultura de células, o etanol
pode retardar a restauracdo do epitélio gastrico por provocar danos no citoesqueleto
dessas células (MATSUHASHI et al., 2007). O etanol também induz liberacdo de
endotelinas, degranulacdo de mastdcitos, inibicdo da sintese de PGs e consequente
reducdo da producdo de muco, além de provocar dano no endotélio vascular da
mucosa gastrica, desorganizacdo da microcirculacdo e isquemia, resultando na
producdo de EROs (PAN et al., 2008).

O TGI tem a capacidade de produzir grandes quantidades de EROs pelos
processos de oxidacdo na mucosa, dentre 0os quais podemos citar: xantina oxidase,
amina oxidase, aldeido oxidase bem como a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida oxidase (NADPH oxidase) encontrada em leucécitos residentes

(macréfagos, neutrdfilos e eosinofilos).

Portanto, a integridade da mucosa gastrointestinal depende de um equilibrio
entre os fatores agressivos e os fatores protetores, sendo que a Ulcera € o resultado

final de uma série de alteracdes fisiologicas.
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1.5Farmacoterapéutica da ulcera

Antigamente a maioria das Ulceras pépticas era controlada cirurgicamente,
resultando em altas taxas de mortalidade. Em meados da década de 70, a
supresséao farmacoldgica da secrecdo acida gastrica foi efetivada com a introducao
dos antagonistas de receptores H2 histaminérgicos (cimetidina e ranitidina) e, até
1990, foram os farmacos mais prescritos no mundo inteiro. Atualmente, existem
quatro antagonistas H2 utilizados clinicamente: cimetidina, ranitidina, famotidina e
nizatidina. Estes promovem a reducdo da secrecdo do acido ao competir
reversivelmente com a histamina pela sua ligacdo aos receptores H2 nas células
parietais, diminuindo os niveis de AMPc. Mais tarde, com o desenvolvimento dos
inibidores irreversiveis da bomba de protons H'/K'ATPase (IBP) houve uma
acentuada reducéo no uso dos antagonistas de receptores H2 histaminérgicos. Os
IBP (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol) sé&o
medicamentos extremamente eficazes na inibicdo da secrecdo do acido gastrico,
resultando em melhoras significativas nas taxas de cicatrizacdo das Ulceras
gastrointestinais. Porém, podem apresentar alguns efeitos adversos, dentre eles,
destacam-se o desenvolvimento da hipergastrinemia (resultante da menor liberacéo
de somatostatina a partir das células D, que ocorre subsequentemente a supressao
da secrecdo &cida) e o aumento do risco de infeccdo bacteriana (como pela
Helicobacter pylori), ressaltando-se que esses dois problemas podem levar a

formacéo de cancer gastrico (YUAN et al., 2006).

1.6 Espécies reativas de oxigénio

Define-se como radical livre toda espécie que possui um ou mais elétrons
desemparelhados. As EROs sédo produzidas normalmente durante o metabolismo
celular. As EROs incluem radicais livres, como radicais hidroxil (OH") e &nion
superdéxido (O2"), bem como peréxido de hidrogénio (H,O,) entre outros. Os radicais
livres possuem uma grande reatividade, causando lipoperoxidacdo e oxidagOes de

proteinas e DNA.
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As membranas celulares, que contém grande quantidade de &acidos graxos
polinsaturados podem sofrer danos mediados por radicais livres. A lipoperoxidacgéo é
iniciada por algum desses radicais, que ao reagir com os lipidios insaturados das
biomembranas resulta na formacdo de hidro ou lipoperoxidos. Estes ultimos sdo
altamente reativos e podem seguir uma cascata oxidativa, com severas
consequéncias a integridade da membrana, liberando no meio, produtos da
degradacédo de &cidos graxos tais como, o malondialdeido (MDA). A quantificacédo
de tal composto tem sido utilizada para avaliar a extensdo do dano oxidativo. Esta
quantificacdo pode ser feita pela reacdo com o &cido tiobarbitdrico (TBA), a qual tem
sido usada amplamente como uma medida de lipoperoxidagdo (OHKAWA et al.,
1979).

Os antioxidantes sdo substancias que direta ou indiretamente protegem o0s
sistemas celulares dos efeitos toxicos produzidos por radicais oxidativos
(HALLIWELL, 1995). Existem diversos compostos com acao biolégica e enzimas
com importante fungdo antioxidante, entre eles: vitamina C, glutationa, glutationa
peroxidase, superéxido dismutase e catalase (KRISHNA et al., 1996; EVANS et al.,
1997; JOURD'HEUIL et al., 1998; MCKENZIE et al., 1998; HALLIWELL, 1999).

O acido ascoérbico (vitamina C) € um antioxidante hidrossoluvel, citosdlico,
gue age como redutor biolégico na remocdo de radicais O,", H,O, e oxigénio
singlete. O acido ascorbico também é importante na reducao do radical alfa-tocoferil
até alfa-tocoferol (NAMIKI, 1990). Durante sua fun¢&o antioxidante o ascorbato sofre
uma oxidacdo até acido dehidroascorbico (forma oxidada da vitamina C) com a
formacado intermediaria do radical ascorbil, que é relativamente pouco reativo. O
acido ascorbico é um dos antioxidantes mais importantes em tecidos de mamiferos
(BANHEGYI et al., 1997) e tendo sido demonstrado que ele é eficiente na redugéo
da toxicidade de varios xenobidticos, tais como chumbo e organofosfatos (FOX,
1975; CHAKRABORTY et al., 1978).

A SOD é uma metaloproteina que dismuta o O,* para H,O, e oxigénio
molecular (O,) (FRIDOVICH, 1986; MCCORD & FRIDOVICH, 1988). A catalase
(CAT) € uma das mais eficientes enzimas conhecidas, pois ndo pode ser saturada

biologicamente pelo H,O, e por apresentar alta eficiéncia (LLEDIAS et al., 1998). A
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CAT utiliza o H,0, oriundo da atividade da superdéxido dismutase (SOD)

transformando o H,O, em agua e oxigénio molecular.

A glutationa peroxidase (GPx), uma selenoenzima, que catalisa a reducao de
hidroperoxidos utilizando-se de grupos tidlicos (principalmente glutationa) como
doador de elétrons (agente redutor), protegendo dos danos oxidativos (MATES,
2000). Como j4 visto, a formacao dos peroxidos € um importante passo na formacao
de EROs e conseqlente propagacdo da lipoperoxidacdo. Além da GPx, outras
selenoenzimas contendo selenocisteina ou selenometionina podem manter uma
linha de defesa dependente de glutationa contra processos oxidativos, como por

exemplo a peroxinitrito redutase (SIES et al., 1997).

As EROs podem ser téxicas e determinantes do tempo de vida celular. Ja
esta demonstrado que os metabodlitos das EROs estdo associados com muitos
processos degenerativos (JANSSEN et al., 1998; MELOV et al., 1998). Os radicais
livres podem modificar os grupos sulfidrilicos e mediante esta modificacdo pode ser
reversivel, enquanto a oxidacdo das membranas ndo é reversivel. Esta reversao
pode ser promovida enzimaticamente (CAT, SOD e GPx), ou de forma nao
enzimatica, pela acdo da vitamina C ou de ti6is enddégenos como a glutationa
(PRUIJN et al., 1991).

Dentre alguns tecidos destacamos o estbmago onde, devido a producédo
exacerbada de radicais livres, levam a danos na mucosa gastrica predispondo o
tecido a ulcera. (TOH & GUTH, 1985). Alguns estudos clinicos e experimentais
relatam que fatores como o consumo de etanol (MIZUI et al., 1987; PIHAN et al.,
1987), AINEs como &cido acetilsalicilico e indometacina (TAKEUCHI et al., 1991;
VAANANEN et al., 1991; NAITO et al.,, 1998), bem como o estresse, a isquemia e
reperfusdo (YOSHIKAWA et al., 1987) e infestacdo com a bactéria Helicobacter
pylori (DAVIES et al., 1994) levam a um aumento e ao acumulo de H,O, provocando
o surgimento de EROs, as quais agridem o tecido, destruindo as membranas
lipidicas das células, levando a lesdo na mucosa gastrica (YOSHIKAWA et al.,
1987).

Atualmente alguns agentes antioxidantes naturais ou sintéticos tém sido
estudados a fim de evitar ou retardar os efeitos do estresse oxidativo, bem como o

papel das EROs e consequentemente o processo de estresse oxidativo nas lesdes
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gastrointestinais. Desse modo, alguns compostos tém sido testados com essa
finalidade e apresentam certa eficiéncia.

1.7Selénio

O selénio € um elemento traco essencial na dieta, no entanto, concentracfes
ligeiramente superiores as requeridas apresentam efeitos toxicos. Este elemento
quimico foi descoberto em 1817 pelo sueco Jons. J. Berzelius enquanto investigava

uma doenca que acometia trabalhadores em uma fabrica de acido sulfurico.

Ja no século Xlll, Marco Polo relatou que cavalos na regido de Succuir, no oeste
da China apresentavam perda de cascos e pélos apos a ingestao de certas plantas
venenosas. Seis séculos apos os relatos de Marco Polo, foram descritos 0s mesmos
sintomas em animais que se alimentaram da vegetacdo nativa préxima ao Rio
Missouri, entre o Sul de Dakota e Nebraska, Estados Unidos. A descoberta do
agente etioldgico destes efeitos toxicos data do ano de 1928, quando Dr. Kurt
Franke estudou estas plantas e seus grdos, concluindo que se tratava do selénio.
Posteriormente verificou-se que a dose toxica (400 ug) de selénio € de 100 vezes a
ingestédo diaria recomendada (55 - 70 ug) (WHO, 1987).

A toxicidade do selénio foi descrita em 1941 (PAINTER, 1941) e na década de
60 jA se especulava sobre os efeitos do selénio, onde seu excesso causaria
inativacao das enzimas sulfidrilicas (TSEN & COLLIER, 1959; SCHWARZ, 1961).

A toxicidade do selénio depende de sua forma quimica. O selénio elementar e os
sais organicos sdo menos toxicos enquanto que o acido selenoso (H,SeO3) parece
ser a forma mais toxica. A toxicidade do selenito € em parte atribuida a sua reducao
até seleneto, pela glutationa, produzindo EROs (YAN & SPALLHOLZ, 1993).

Apesar, do mecanismo pelo qual este elemento exerce sua toxicidade né&o
encontrar-se totalmente elucidado, varios estudos sugerem que os efeitos toxicos do
mesmo estdo associados a habilidade em catalisar a oxidacao de tiois enddgenos e
com a génese de radicais livres (SEKO et al., 1989; SPALLHOLZ, 1994; BARBOSA
et al., 1998; NOGUEIRA et al., 2004; NOGUEIRA & ROCHA, 2011).
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O selénio apresenta uma variedade de efeitos protetores para humanos e
animais contra determinadas doencas (COMBS & GRAY, 1998; NAVARRO-
ALARCON & LOPEZ-MARTINEZ, 2000). O selénio foi inicialmente descrito como
micronutriente essencial ao fim da década de 50, quando foram observadas
desordens causadas pela sua deficiéncia em ovinos, bovinos, suinos e aves
(EGGERT et al., 1957; MUTH et al., 1958; HARTLEY & GRANT, 1961; CALVERT et
al., 1962). A deficiéncia de selénio tem sido apontada como causa de algumas
patologias humanas como problemas musculares, alteracdes digestivas e distUrbios
reumaticos (NEVE, 1996; ORTUNO et al., 1996).

O selénio possui varias funcdes biologicas. A mais conhecida € sua acéo
antioxidante, por formar selenocisteina, no centro ativo da enzima glutationa
peroxidase (GPx) (FLOHE et al., 1973; ROTRUCK et al., 1973), que € responsavel
pela remocéo de perdxidos. Inicialmente a selenocisteina presente no sitio ativo da
enzima reage com um hidroperéxido organico para formar acido selenénico, a seguir
ocorre uma reducgéo sequencial (duas etapas) da enzima com oxidacéo da glutationa
(GSH) (SIES, 1993). Devido a essa funcdo na GPx, o selénio provavelmente
interage com qualquer nutriente que afete o balanco anti e pré-oxidante celular
(LEVANDER & BURK, 1994; ALARCON & MARTINEZ, 2000). Mais recentemente
foram descobertas outras selenoproteinas como a iodotironina 5’-deiodinase
(FOSTER & SUMAR, 1997), glutationa peroxidase de hidroperéxidos de fosfolipidios
(URSINI et al., 1982), e a tioredoxina redutase (MAY et al., 1998).

O selénio compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre. Esta
similaridade permite que o selénio substitua o enxofre, promovendo interagfes
selénio-enxofre nos sistemas bioldgicos. Por outro lado, as diferencas nas
propriedades fisico-quimicas entre selénio e enxofre constituem a base de seus
papéis bioldgicos especificos (STADTMAN, 1980). Os selendis (R-SeH) sdo as
formas correspondentes aos tiois (R-SH), onde ocorre a substituicdo do atomo de
enxofre pelo atomo de selénio (KLAYMAN & GUNTHER, 1973).

Sabe-se que moléculas contendo selénio, como por exemplo o disseleneto de
difenila (PhSe), s&o nucleodfilos, apresentando caracteristicas antioxidantes
(ARTEEL & SIES, 2001). A atividade antioxidante exibida pelo elemento selénio

parece ser responsavel pela sua eficacia no tratamento de doencas que tem o
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estresse oxidativo como processo central no seu desenvolvimento. Além da
propriedade antioxidante, determinados compostos de selénio exibem agéo
antidlcera, antinociceptiva, neuroprotetora, anti-inflamatéria, anticarcinogénica,
hepatoprotetora e acdo mimética a insulina (NOGUEIRA et al., 2004; INEU et al.,
2008; NOGUEIRA & ROCHA, 2011).

A incorporacdo de selénio no organismo, especialmente como cofator de
enzimas do sistema antioxidante, depende, além da quantidade absorvida, da sua
converséo a uma forma biologicamente ativa (FOSTER & SUMAR, 1997).

As formas inorganicas de selénio (selenito e selenato) s&o imediatamente
destinadas a sintese de selenoproteinas e o excesso é excretado (ALARCON &
MARTINEZ, 2000). Correlacionando diferentes fontes de selénio in vitro, Leist et al.
(1999) encontraram que o selenito de sodio (Na,SeO3) e selenocistina N-etil-
carbamato sdo doadores de selénio de alta biodisponibilidade, promovendo aumento
na captacao de selénio, inducéo de enzimas dependentes de GSH e protecdo contra
lipoperoxidacdo. Por outro lado, estes autores observaram que o selénio fornecido
pela selenometionina foi incorporado pelos hepatécitos, mas nédo teve efeito
citoprotetor. A selenometionina é uma forma organica de selénio que pode ser
incorporada ao acaso em proteinas quando a quantidade de metionina disponivel no
organismo estiver baixa, ou ser catabolizada liberando o selénio. A selenocisteina
ndo é estocada, e sim diretamente catabolizada com liberagdo do selénio. A
selenocisteina pode também ser incorporada em selenoproteinas (LEVANDER &
BURK, 1994). Consequentemente os niveis de GPx sdo principalmente regulados
pelos niveis de selenocisteina ou de formas inorganicas de selénio (BURK, 1986;
HASSAN et al., 1990; EKHOLM et al., 1991; LANE et al., 1991).

A biodisponibilidade do selénio é bastante variavel, dependendo de sua forma
guimica. Experimentos in vivo demonstraram uma maior biodisponibilidade do
selénio oriundo de fontes organicas (carne bovina) do que do selenito ou selenato
(SHI & SPALLHOLZ, 1994). No entanto, a maioria dos estudos indica que a
biodisponibilidade do selénio de fontes organicas (carnes, peixes, produtos lacteos,
etc) é menor do que na forma de selenito (CANTOR et al., 1982; LEVANDER, 1983;
DIAZ et al., 1994)
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Dentre alguns compostos com propriedades antioxidantes, destacamos o
ebselen, que € um composto organico de selénio que inibe a secrecao das células
acidas parietais pela interferéncia com grupos sulfidrilicos na bomba de prétons
gastrica, H'/K* ATPase (BEIL et al., 1990; UNLUCERCI et al., 1999). Além disso, o
ebselen é conhecido por possuir acdo do tipo glutationa peroxidase (GPX),
propriedades antiinflamatorias e antioxidantes (PARNHAM & GRAF, 1987), bem
como atividade antitlcera (UNLUCERCI et al., 1999).

O disseleneto de difenila (PhSe), é um organocalcogénio empregado como
intermediario em sintese organica (ZENI et al., 2003). A partir da década de 30, os
organocalcogénios tém sido alvo de interesse para 0s quimicos organicos em virtude
da descoberta de aplicacdes sintéticas (COMASSETO, 1983), sendo importantes
intermediarios e reagentes muito utilizados em sintese organica (PAULMIER, 1986;
BRAGA et al., 1996) e de propriedades biologicas (PARNHAM & GRAF, 1987;
KANDA et al., 1999). Conseqiientemente, o risco de contamina¢do ocupacional por
organocalcogénios tem motivado estudos toxicolégicos. Outro aspecto relevante € a
tentativa crescente de desenvolvimento de compostos organocalcogénios que
possuam atividades biolégicas e aplicacbes farmacologicas (NOGUEIRA et al.,
2003; NOGUEIRA & ROCHA, 2011).

Conforme alguns estudos, o (PhSe), possui atividade antiinflamatoria e
antinociceptiva, quando administrado de forma aguda em ratos e camundongos
(NOGUEIRA et al.,, 2003). Recentemente, tem sido descrito que este composto
organico de selénio apresenta propriedades antitlcera (SAVEGNAGO et al., 2006;
INEU et al., 2008) e hepato-protetora (BORGES et al., 2005). Além disto, diversos
trabalhos tém demonstrado que o (PhSe), possui efeito protetor contra a
lipoperoxidacdo em ratos e camundongos (MEOTTI et al., 2004; SANTOS et al.,
2005). De fato, Nogueira et al. (2004) sugerem que, pelo fato de o (PhSe), possuir
atividades semelhantes as da GPXx, este composto é um bom candidato a ser um
agente antioxidante. Partes destes efeitos protetores estdo ligadas com a
capacidade dos mesmos em decompor peréxidos na presenca de tiois e de reduzir a

peroxidacao lipidica em diversos modelos experimentais.

Em doses farmacolégicas o (PhSe), apresenta baixa toxicidade tanto para ratos
como para camundongos (PEROTTONI et al., 2005; FACHINETTO et al., 2006). No
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entanto, a DL50 do disseleneto de difenila (via intraperitoneal [1200 umol/kg] e
subcutanea) para estes animais € maior que a do ebselen (400 umol/kg i.p.)
(MEOTTI et al., 2003). Por outro lado, o tratamento crénico ou agudo com (PhSe)s,
acarreta na inibicdo da atividade da enzima 5-ALA-D e na deplecdo de grupos tiois

de moléculas enddgenas de baixo peso molecular (MACIEL et al., 2003).

Alguns estudos relatam, que quando administrado de forma crénica, o (PhSe),
pode causar danos cerebrais em camundongos e ratos (MACIEL et al., 2000;
JACQUES-SILVA et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2003). Além disso, o (PhSe), pode
causar inibicdo da Na*, K*-ATPase cerebral de ratos (BORGES et al., 2005) e afetar
o sistema glutamatérgico em plaguetas humanas (BORGES et al., 2004) e de ratos
(NOGUEIRA et al., 2001). Dados da literatura também indicam que o (PhSe), possui
efeito teratogénico, causando méa formacdo 0ssea e outras anomalias em fetos de

ratas tratadas com este composto (FAVERO et al., 2005).

1.8Zinco

O zinco é classificado como metal essencial e tem varias fungcbes bioldgicas
comprovadas. Primariamente, destacam-se suas funcdes catalitica, estrutural e
regulatéria (MARET, 2005; MATHIE et al., 2006; CHAN et al., 2003). O zinco é um
elemento imprescindivel a uma variedade de fun¢des bioquimicas e fisiol6gicas, nas
quais estdo envolvidas varias enzimas e proteinas que o requerem (VALLEE, 1995;
ROFE et al., 2000; ZATTA et al., 2003; TAKEDA et al., 2005). E um elemento
essencial para o crescimento e desenvolvimento, pois é fundamental para a
proliferacédo e diferenciacéo celular. Além disso, € necessario para o sistema imune,
metabolismo intermediario, metabolismo e reparacdo do DNA, reproducdo e
apoptose (MARET & SANDSTEAD, 2006).

O zinco é encontrado no plasma em concentragdes aproximadas de 15uM
estando ligado a albumina. Em tecidos, estdo preferencialmente ligados as
metalotioneinas (MTs). Dentre os tecidos, o cérebro apresenta a maior quantidade
de zinco (100-150uM) (MATHIE et al., 2006). Altas concentracdes de zinco inibem a

atividade da GPx em ratos causando um processo de estresse oxidativo (ISZARD et
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al., 1995). Por outro lado, a sua deficiéncia causa um aumento na atividade da
enzima glutationa-S-transferase (GST) e na peroxidacao lipidica em soro, figado e
cérebro de ratos (YOUSEF et al., 2002). Esses dois processos levam a um estado

de estresse oxidativo com comprometimento das funcdes celulares.

A homeostase do zinco € realizada por meio de proteinas sensoras e
transportadoras de membranas, as quais regulam o influxo e o efluxo de zinco
celular e vesicular, e por outras proteinas como tioneinas e metalotioneinas (MT).
Essa Ultima esta envolvida na regulacao da transferéncia do zinco entre organelas e
na manutencdo da concentracdo do elemento disponivel dentro de uma faixa de
variacao especifica (ROFE et al., 2000; MARET, 2005).

O zinco induz a sintese de proteinas ligantes de metal e MT (PEDERSEN et al.,
1998). Entre os metais, é classificado como o melhor indutor de MT (BRACKEN &
KLAASSEN, 1987). H& um consideravel numero de publicacdes relatando os efeitos
benéficos do zinco em relacdo as varias alteracdes indesejaveis provocadas por
alguns agentes como o alcool (ZHOU et al., 2005), mercurio (ZALUPS & CHERIAN,
1992; PEIXOTO et al., 2003; PEIXOTO & PEREIRA, 2007; FRANCISCATO et al.,
2009; FRANCISCATO et al., 2011), cadmio (BRZOSKA & MONIUSZKO-JAKONIUK,
2001), cobre (BREWER et al., 1998), organofosforados (GOEL et al., 2006), e por
algumas patologias, como o diabetes (QURAISHI et al., 2005), aterosclerose (REN
et al., 2006), gastrite (TRAN et al., 2005) e a cirrose (BIANCHI et al., 2000). Tran et
al. (2005) demonstraram que 0 zinco apresenta uma grande importancia no
tratamento contra a gastrite em camundongos, relacionando o papel protetor das
MTs.

As MTs sao consideradas agentes antioxidantes porgue os complexos (clusters)
zinco-enxofre sdo sensiveis as alteracbes no estado redox celular e os sitios
oxidados induzem a transferéncia do zinco, que esta ligado a MT, para locais de
menor afinidade de outras proteinas. Com isso, as MTs podem ser importantes ao
fornecerem zinco para os mecanismos de reparacdo gastrica (MARET & VALLEE,
1998).

Trabalhos recentes demonstram que 0 zinco é considerado um agente protetor
contra a toxicidade do mercurio. Ao ser utilizado preventivamente, protege a

diminuicdo no ganho de peso corporal, evita a inibicdo da enzima &-ALA-D renal e
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hepética (PEIXOTO et al., 2003), bem como evita a insuficiéncia renal causada pela
exposicdo ao mercurio (PEIXOTO & PEREIRA, 2007).

A homeostase do zinco é um fator importante para a integridade da mucosa
gastrica uma vez que 0 zinco evita a progressdo de lesGes gastrointestinais
mediante a detoxificacdo de radicais livres e pela interrupcdo do processo
inflamatdrio, agindo, portanto como um agente antioxidante e anti-inflamatério. Uma
reducdo do conteudo de zinco na mucosa gastrica pode ser observada em pacientes
afetados por colite ulcerativa o qual esta associado a um aumento de intermediarios
reativos de oxigénio (FAA et al., 2008). Estudos tém mostrado que o zinco na forma
complexada apresenta atividade antitlcera (SHARMA et al., 2003) e em associacao
a carnosina € um farmaco comumente usado no tratamento de lesfes gastricas no
Japédo com atividade antitlcera (ODASHIMA et al., 2006).

Considerando que os habitos de vida da populacdo como, por exemplo, o alto
consumo de etanol associados com a formacéo exacerbada de EROs sendo essas
intimamente relacionadas com a possivel formacdo de lesdes gastricas, estudamos
os efeitos de dois elementos, selénio e zinco representados por (PhSe), e ZnCl,
respectivamente, no modelo experimental de lesfes gastrointestinais induzidas
oralmente por etanol 70% em ratos, uma vez que selénio e zinco sédo elementos que
apresentam potente acdo antioxidante e que auxiliam na manutencdo do bom

funcionamento celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral estudar os possiveis efeitos dos
compostos de selénio e de zinco, representados respectivamente por (PhSe), e
ZnCly, no modelo de lesdes gastrointestinais induzidas pela administracdo oral de

etanol 70% em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Este trabalho tem por objetivos especificos investigar:

Os efeitos do pré- e pés-tratamento com selénio nas alteracdes gastricas
induzidas por etanol através da andlise macroscoépica, histopatologica e pelo indice

de lesdo;

Os efeitos do pré- e pos-tratamento com zinco nas alteracbes
gastrointestinais induzidas por etanol através da analise macroscopica e pelo indice

de lesdo;

Os niveis de peroxidacéao lipidica e EROs bem como de grupos tidis e acido
ascoérbico em estbmago e intestino de ratos expostos as lesdes gastricas induzidas

por etanol e pré- ou pds-tratados com selénio ou zinco;

As atividades de enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT de ratos

expostos a inducao da lesdo e pré- ou pos-tratados com selénio ou zinco.
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The aim of the present study was to evaluate if diphenyl diselenide administered by oral route was effec-
tive in restoring gastric lesions induced by ethanol. The possible involvement of oxidative stress in diphe-
ny!l diselenide antiulcer effect was also evaluated. Different doses of diphenyl diselenide (dissolved in
soya bean oil, 1 mL/kg) were administered orally 1h before (pre-treatment study) or 1 h after ethanol
(70%, vjv, 2 mL kg, post-treatment study). Ulcer lesions were quantified 1 h after ethanol administration
(pre-treatment protocol) or 1 h after diphenyl diselenide study (post-treatment protocol). Diphenyl disel-
enide (0.1-10 mg/kg or 0.32-32 pmol/kg), when administered previously or posteriorly prevented and
reversed respectively, the development of gastric lesions induced by ethanol in rats. A number of markers
of oxidative stress were examined in rat stomach including thiobarbituric acid reactive species (TBARS),
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), non-protein thiol groups (NPSH) and ascorbic acid. In addi-
tion to attenuating the gastric lesions, low doses of dipheny! diselenide prevented (pre-treatment) or
reversed ( post-treatment) the ethanol-induced changes in TBARS, SOD activity and ascorbic acid content.
In conclusion, the present data reveal that diphenyl diselenide, administered by oral route, possesses an
antiulcer effect by modulating antioxidant mechanisms.
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1. Introduction

Gastric and duodenal ulcers affect a considerable number of
people in the world and some authors consider gastric ulcer as
the new “plague” of the 21st century (O’Malley, 2003). Infection
with Helicobacter pylori plays an important role in the development
of gastric ulcers (Correa and Houghton, 2007) and its association
with other factors such as ethanol, stress, smoking, nutritional
deficiencies and frequent ingestion of nonsteroidal-antiinflamma-
tory drugs (NSAIDs) have contributed to the increase in the gastric
ulcer incidence (Belaiche et al., 2002).

The mechanisms which trigger gastric lesions have been stud-
ied in various experimental models (Matsuda et al, 1998;
Rodriguez et al, 2005; Sanchez et al., 2006). Ethanol has been
shown to produce gastric damage by impairing gastric defensive
factors, such as mucus and mucosa circulation (Szabo et al.,
1992). Moreover, oxygen radicals and lipid peroxidation are

Abbreviations: CAT, catalase; CuSO,, copper sulfate; NPSH, non-protein thiol
groups; NSAIDs, nonsteroidal-antiinflammatory drugs; ROS, reactive oxygen spe-
cies; H2S04, sulphuric acid; SOD, superoxide dismutase; TBARS, thiobarbituric acid
reactive species.

* Corresponding author. Tel.: +55 55 3220 8140; fax: +55 55 3220 8978.

E-mail address: jbtrocha@yahoo.com.br (].B.T. Rocha).

0278-6915/S - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fct.2008.06.007

thought to be involved in the ethanol-induced gastric damage. As
a consequence of their extreme chemical reactivity, reactive oxy-
gen species (ROS) can cause severe changes at the cellular level
which can culminate in cell death. At the molecular level, they at-
tack essential cell constituents, such as proteins, lipids and nucleic
acids, which can cause the loss of their biological function and for-
mation of toxic compounds (Kaharaman et al., 2003).

The maintenance and repair of gastric mucosa are dynamic pro-
cesses associated with proliferation and migration of epithelial
cells and connective tissue to maintain/regain mucosal architec-
ture (Johnson, 1994). It involves a complex host of mechanisms
which work in tandem (1) to protect the gastric mucosa from dam-
age and (2) to trigger repair mechanisms of the underlying mucosal
defects by proliferating and migrating epithelial cells and connec-
tive tissue, resulting in reconstruction of the mucosal architecture
(Holzer, 2001).

Cimetidine is one of the most potent histaminic H,-receptor
antagonists for inhibiting excessive histamine-induced acid
secretion and is currently used worldwide to treat peptic ulcers.
Lambat and colleagues reported that cimetidine reduces the gener-
ation of superoxide anion formed in the nitroblue-tetrazolium
assay. In addition, cimetidine (1 mM) was able to reduce the
iron-induced rise in lipid peroxidation in rat brain homogenates,
proving that cimetidine has antioxidant properties (Lambat et al.,
2002).



42

3024 RP. Ineu et al./Food and Chemical Toxicology 46 (2008) 3023-3029

Reports have shown that selenium-containing organic mole-
cules are generally more potent antioxidants than “classical”
antioxidants, and this fact serves as an impetus for an increased
interest in the rational design of synthetic organoselenium com-
pounds (Parnham and Graf, 1991; Nogueira et al., 2004). The pro-
totype of this class of compounds is ebselen, an antioxidant agent
with thiol-peroxidase and thioredoxin reductase-like activity that
has been used with relative success in the treatment of acute hu-
man brain pathologies such as ischemia and stroke (Saito et al.,
1998; Kondoh et al., 1999; Imai et al., 2003).

Diphenyl diselenide is an organoselenium compound that
shares with ebselen a thiol peroxidase-like activity and other anti-
oxidant properties (Wilson et al., 1989; Chaudiere et al., 1992;
Rossato et al., 2002a; Meotti et al.,, 2004; Santos et al., 2005a,b;
Barbosa et al, 2006). At antiinflammatory and antinociceptive
doses, this compound has no overt toxicity in different tissues in
mice, rats or rabbits (Nogueira et al., 2001; Zasso et al., 2005; de
Bem et al., 2006, 2007). Furthermore, diphenyl diselenide has a pro-
tective role in a variety of experimental models associated with the
overproduction of free radicals (Rossato et al., 2002b; Ghislene et
al., 2003; Borges et al., 2005a; Barbosa et al.,, 2006). Our group has
also demonstrated that diphenyl diselenide, when injected intra-
peritoneally, protects against ethanol and indomethacin-induced
gastric lesions in rats. One of the mechanisms related to diphenyl
diselenide protective effect is its antisecretory activity (Savegnago
et al., 2006), which can be related to its ability of inhibiting different
types of transport ATPases (Borges et al., 2005b; Kade et al., 2007).

The aim of the present study was to evaluate if diphenyl disel-
enide, administered by the oral route, could reverse gastric lesions
induced by ethanol. The main hypothesis tested here was whether
diphenyl diselenide might be efficient in attenuating ethanol-in-
duced gastric lesions, and whether its effect might be associated
with its ability to reduce oxidative stress.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male adult Wistar rats (215 + 20 g) from our own breeding colony were used.
Each cage contained two animals, on a 12-h light: 12-h dark cycle, at a room tem-
perature of 22-24 °C, and with free access to food and water. The animals were used
according to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental
Animal Resources, the Federal University of Santa Maria RS, Brazil.

2.2. Materials

Diphenyl diselenide was prepared by the method previously described by Paul-
mier (1986). Analysis of the "H NMR and '*C NMR spectra showed that the com-
pound possessed analytical and spectroscopic data in full agreement with its
assigned structure. The chemical purity of diphenyl diselenide (99.9%) was deter-
mined by GC/HPLC. The organoselenium compound was dissolved in soy oil. All
other reagents were of analytical grade and obtained from standard commercial
suppliers.

2.3. Ex vivo and in vivo experiments

2.3.1. Ethanol-induced gastric lesions

The gastric lesions were induced with ethanol according to the method de-
scribed by Robert (1979), because it is more aggressive method to cause gastric
mucosal lesions than indometacin. The lesions were induced in 36 h fasted rats.
For this purpose the rats were kept in a cage equipped with a gate apparatus that
hindered the animals feeding. The non-treated group received just the vehicle (soya
bean oil, 1 mL/kg, p.o.) and did not receive ethanol. Diphenyl diselenide was admin-
istered orally at different doses (0.01-10.0 mg/kg, 1 mL/kg) 1 h before (pre-treat-
ment protocol) or after (post-treatment protocol) oral administration of 70%
ethanol (v(v, 2 mL/kg, p.o.) (treated groups). Data referring to group treated only
with diphenyl diselenide are omitted because this compound did not induce gastric
lesions. Still, since there was no difference between the ethanol (data not shown)
and ethanol + soya bean oil groups, data derived from the ethanol group are also
not shown in the results section. The diphenyl diselenide + ethanol group was com-
pared to vehicle (oil) and to ethanol + vehicle (oil) groups because the organocom-
pound was dissolved in soya bean oil (vehicle; control group). Cimetidine was used

as a positive control for ulcer healing and was administered 1 h after ethanol. This
drug is a classical anti-histaminic H,-receptor antagonist acting reducing gastric
acid production.

In the pre-treatment protocol, 1h after the administration of ethanol rats
were sacrificed by decapitation. In the post-treatment protocol, animals were
sacrificed 1 h after diphenyl diselenide administration. The stomachs were then
immediately removed to determine the gastric lesion index and biochemical
parameters.

2.3.2. The gastric lesion index

The stomachs were removed, opened along the greater curvature and fixed to
determine the gastric lesion index. The ulcerative lesion index of each animal
was calculated according to Gamberini et al. (1991) and using scored as follows:
loss of mucosal folding, mucosal discoloration, edema or hemorrhage (score 1
each); ulcers/cm? less than 1 mm (score — number of ulcer X 2); ulcers more than
1 mm/cm? (score - number X 3); perforated ulcers (score - number X 4). The obser-
ver of gastric lesions was blinded to the treatments.

2.4. Histopathology

The stomachs were fixed in 10% formalin. For light microscopy examination, tis-
sues were embedded in paraffin sections (5 pm) and stained with hematoxylin and
eosin.

2.5. Oxidative stress

The role of oxidative stress in gastric lesions and the efficacy of diphenyl disel-
enide in attenuating both ROS generation and the extent of the lesions were evalu-
ated. For this end, only animals from the 1 mg/kg diphenyl diselenide (pre- or post-
treated) + ethanol groups and their respective control groups were used.

2.5.1. Lipid peroxidation
The extent of gastric lipid peroxidation was determined using the method de-
scribed by Ohkawa et al. (1979).

2.5.2. Superoxide dismutase

Superoxide dismutase activity was assayed spectrophotometrically as previ-
ously described by Misra and Fridovich (1973). This method is based on the capac-
ity of SOD to inhibit the autoxidation of epinephrine to adrenochrome. The color
reaction was measured at 480 nm (Spectrophotometer U-2001 Hitachi - Japan).
One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme required to inhibit the
rate of epinephrine autoxidation by 50% at 26 °C.

2.5.3. Ascorbic acid determination

Ascorbic acid determination was performed as previously described by Jacques-
Silva et al. (2001). Stomach protein content was precipitated in 10 volumes of cold
4% trichloroacetic acid solution. An aliquot of the sample in a final volume of 1 mL
of the solution was incubated for 3 h at 38 °C, and subsequently 1 mL H,S0, 65% (v/
v) was added to the medium. The reaction product was determined using a color
reagent containing 4.5 mg/mL dinitrophenyl hydrazine and CuSO4 (0.075 mg/mL)
at 520 nm (Spectrophotometer U-2001 Hitachi - Japan).

2.5.4. Catalase activity

The stomach was homogenized in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 (1/10, w/v) and cen-
trifuged at 2400g for 15 min. The supernatant was assayed spectrophotometrically
(Spectrophotometer U-2001 Hitachi - Japan) by the method of Aebi et al. (1995),
which involves monitoring the disappearance of H.0. in the presence of cell
homogenate at 240 nm.

2.5.5. Non-protein thiol groups

Stomach NPSH was determined as previously described by Ellman (1959).
The protein fraction was precipitated with 200 pL of 10% trichloroacetic acid
followed by centrifugation. The colorimetric assay was carried out in 1 M phosphate
buffer, pH 7.4. A standard curve using glutathione was constructed in order to
calculate the NPSH in the tissue samples (Spectrophotometer U-2001 Hitachi -

Japan).

2.6. Protein

Protein was measured by the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum
albumin as the standard protein source.

2.7. Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by LSD tests when appropri-
ate. Differences between groups were considered to be significant at least when
p <0.05 (Statistica for Windows, Version 4.5 StatSoft, Inc.).
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3. Results
3.1. Effect of diphenyl diselenide on ethanol-induced gastric lesions

Oral administration of 70% ethanol consistently induced dam-
age in the rat glandular stomach (Fig. 1B), when compared to
non-treated group (Fig. 1A). Post-treatment of rats with a single
dose of diphenyl diselenide (0.01 mg/kg) did not reduce gastric le-
sions (Table 1). However, pre-treatment with diphenyl diselenide
at doses equal (Table 1) or above to 0.01 mg/kg prevented against
the development of gastric lesions when compared ethanol treated
group (Table 1, Figs. 1 and 2). It is of note that when dipheny! disel-
enide was given before the ethanol, the dose of 0.01 mg/kg caused
a protection that was numerically lower than that of 0.1 mg/kg, but
this value was not statistically significant different from 0.1 mg/kg,
indicating a possible sharp dose-response curve in the range be-
tween 0.01 and 0.1 mg. In ethanol administered rats, post-treat-
ment with diphenyl diselenide at doses greater then 0.01 mg/kg
reversed gastric lesions when compared to the ethanol group. Di-
phenyl diselenide administered orally at 1.0, 5.0 and 10.0 mg/kg
reversed about of 80% the development of gastric lesions induced
by 70% ethanol in rats (Table 1, Figs. 1D and 2D). Here the lack of
a dose-response can be also a consequence of the sharpness of
the response (in this case, between 0.1 and 1 mg/kg of (PhSe),).

3.2. Histopathology

Histopathological examination of stomachs from the ethanol
treated rats revealed a severe swelling in the cell structure and a
disorganizing cell process (architecture, shape, thickness) (1), as
well as confluent necrosis on margin zone (2) (Fig. 2B), when com-
pared with non-treated rats (Fig. 2A). Degenerative changes were
not observed in the diphenyl diselenide (pre-treatment) + ethanol
treated rats (Fig. 2C), diphenyl diselenide (post-treatment) + etha-
nol treated rats (Fig. 2D) or the cimetidine + ethanol treated rats
(Fig. 2E).

3.3. Lipid peroxidation

TBARS content in stomach from rats exposed to ethanol was
about 3.5-times higher than that from non-treated rats (vehicle,
soya bean oil). Diphenyl diselenide or cimetidine significantly
(p<0.05) attenuated the ethanol-induced increases in TBARS
(Fig. 3).

3.4. Ascorbic acid

Ethanol significantly (p < 0.05) reduced (75%) ascorbic acid lev-
els. In a similar way to the results observed with pre-treatment

Fig. 1. Gross appearances of stomach from non-treated (A), ethanol + soya bean oil (B), ethanol: + pre-treated (C) or + post-treated (D) with 1 mg/kg diphenyl diselenide,

or + 50 mg/kg cimetidine (E).
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Table 1

Effect of diphenyl diselenide on ethanol-induced gastric lesions

Groups (mg/kg) Ulcer index n Inhibition%
Non-treated 1.71£0.2° 7 -
Etoh 17.20+ 1.4 e -
Etoh + cimetidine 50 4.80£0.9 5 72.09
Se 0.01 + etoh 6.30+1.0° 5 6337
Se 0.1 +etoh 48011 5 72.09
Se 1.0 + etoh 2.00+0.0° 5 8837
Se 5.0 + etoh 31005 5 8197
Se 10 + etoh 320406 S 81.39
Etoh + se 0.01 1630+ 1.8 5 523
Etoh +se 0.1 14.80+2.0 & 13.95
Etoh +se 1.0 240405 5 86.04
Etoh + se 5.0 2.80+06 S 83.72
Etoh +se 10 220404 5 87.20

Data are reported as means + SEM of five to seven animals per group. One-Way/
ANOVA LSD test and ‘p < 0.05 as compared with all groups without asterisks.

with diphenyl diselenide, where the organocompound prevented
the reduction in ascorbic acid, post-treatment with diselenide or
cimetidine reversed ascorbic acid levels to values found in non-
treated rats (Fig. 4).

3.5. Superoxide dismutase

Treatment with ethanol significantly (p <0.05) reduced SOD
(57%) activity. In a similar way to the results observed with diphe-
nyl diselenide pre-treatment, where the organocompound pre-
vented the reduction in SOD activity, post-treatment with
diselenide or cimetidine reversed SOD activity to normal values
found in non-treated rats. Diphenyl diselenide and cimetidine

R.P. Ineu et al./Food and Chemical Toxicology 46 (2008) 3023-3029

were associated with a 2.3-fold increased in SOD activity in rela-
tion to ethanol group (Fig. 5).

3.6. Catalase activity and non-protein thiol groups

Catalase activity decreased and NPSH was not altered by etha-
nol administration (data not shown). Diphenyl diselenide did not
alter catalase activity or NPSH levels, and did not modify the cata-
lase activity inhibition induced by ethanol (data not shown).

4. Discussion

The results of the present study reveal that oral administration
of diphenyl diselenide effectively reverse gastric lesions induced by
orally-administered ethanol. Here we were not able to obtain a
dose-response curve for the protective effect of diphenyl disele-
nide, which may be related to an abrupt change in response with
minimal variation in diselenide doses. In fact, when diselenide
was given prior to ethanol an almost maximal response was ob-
tained at a dose of 0.01 mg/kg and when it was administered after
ethanol maximal protective effect was obtained with 1 mg/kg.
Dipheny! diselenide also reverse the glandular cellular structure
formation as well as the alterations in TBARS levels, SOD activity
and ascorbic acid content. An obvious advantage of the oral route
of diphenyl diselenide administration is in its greater patient con-
venience, compliance, and comfort.

Our results demonstrate that gastric injuries induced by ethanol
are in the form of hemorrhagic mucosal lesions, which are not only
confined to the rugae of the glandular segment. There was also evi-
dence of intraluminal bleeding in animals from the ethanol group.
Diphenyl diselenide, at low doses, caused a marked reduction in

Fig. 2. Histological evaluation (40X) of stomach from non-treated (A), ethanol + soya bean oil (B), ethanol: + pre-treated (C) or + post-treated (D) with 1 mg/kg diphenyl
diselenide, or + 50 mg/kg cimetidine (E). The ethanol group presents a swelling and a disorganizing cell process (1), confluent necrosis on margin zone (2) caused by ethanol.
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Fig. 4. Effects of diphenyl diselenide on ascorbic acid content in stomach of rats. Data are reported as means + of five ani

“p <0.05 as compared with all groups.

ulcer score and in intraluminal bleeding, indicating its therapeutic
efficacy in preventing and reversing the ethanol-induced ulcerative
effects (compare Fig. 1C-D to B and Fig. 2C-D to B). It is important
to point out that diphenyl diselenide antiulcer effects are similar to
those inherent to cimetidine (compare Fig. 1C-D to E and Fig. 2C-D
to E), a drug used in promoting the healing of active stomach and
duodenal ulcers, and in reducing ulcer pain.

Re-epithelialization is crucial in the recovery of the gastric mu-
cosa upon ulceration. Ulcer healing is a complex and tightly regu-
lated process of filling the mucosal defect with proliferating and
migrating epithelial and connective tissue cells (Tarnawski et al.,
2001). Growth factors, such as epidermal growth factor, basic
fibroblast growth factor, platelet derived growth factor, and other
cytokines produced locally by regenerating cells, control re-

epithelialization and the reconstruction of glandular structures
(Tarnawski et al., 2001).

Ethanol produces gastric lesions by direct action on the mucosa
(Szabo et al., 1987), impairment of gastric defensive factors and
enhancement of lipid peroxidation products (Soll et al., 1990). Cor-
roborating these observations, our data are consistent with the fact
that exposure to ethanol causes a marked increase in gastric TBARS
levels and a persistent state of oxidative stress. Diphenyl diselenide
significantly diminishes the gastric increase of TBARS production
caused by ethanol. In contrast, Savegnago et al. (2006) did not find
involvement of lipid peroxidation in diphenyl diselenide antiulcer
effect, when the chalcogen was administered intraperitoneally 1 h
before the induction of grastric lession with ethanol. These results
emphasize the importance of the administration route, likely
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Fig. 5. Effects of diphenyl diselenide on superoxide dismutase activity in stomach of rats. One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme required to inhibit the
rate of epinephrine auto oxidation by 50% at 26 °C. Data are reported as means + SEM of five animals per group. One-Way/ANOVA LSD test and 'p < 0.05 as compared with all

groups.

establish that the antioxidant effect of diphenyl diselenide is re-
lated to a higher local concentration in stomach when adminis-
tered orally.

Vitamin C is considered a marker of oxidative stress and re-
duced levels of it are consistent with enhanced oxidative stress
(de Bem et al., 2006). We report here that ascorbic acid content
are reduced by ethanol administration and normalized by diphenyl
diselenide to levels indistinguishable from controls. These results
are consistent with diphenyl diselenide’s ability to reduced oxida-
tive stress by ameliorating ascorbic acid content (Barbosa et al.,
2006). Although the mechanism via which diselenide prevented
and reversed the ethanol-induced decrease in ascorbic acid is un-
known, it is possible to consider that this effect is related to the
antioxidant activity of the chalcogen. Thus, we suppose that diphe-
nyl diselenide spare part of the antioxidant defenses and indirectly
spare ascorbic acid levels.

Another interesting finding of the present study is that ethanol-
induced inhibition SOD activity was fully reverted by oral adminis-
tration of diphenyl diselenide, reinforcing the antioxidant effect of
this organoselenium compound. In fact, SOD, an enzymatic antiox-
idant defense, converts superoxide to hydrogen peroxide. Indeed,
we have previously demonstrated that antioxidant defenses, such
as SOD activity and ascorbic acid levels, which were significantly de-
creased in streptozotocin-treated rats, were reversed to normal lev-
els after treatment with diphenyl diselenide (Barbosa et al., 2006).

Taken together, these results indicate that diphenyl diselenide,
administered orally, can both prevent and reverse gastric lesions
by decreasing lipid peroxidation levels, increasing ascorbic acid
content and SOD activity all of which were altered by oral ethanol
treatment. Diphenyl diselenide did not prevent or reverse the eth-
anol-induced inhibition of catalase activity, refuting the involve-
ment of this antioxidant enzyme in the mechanisms of diphenyl
diselenide’s antiulcerative effects. Our findings also demonstrated
that diphenyl diselenide, which at high concentrations can cause
oxidation of thiols (Meotti et al., 2004), does not alter mucosa
non-protein sulfhydryl groups. This result indicates that the reac-
tivity with cellular thiols is not in and of itself the mediator of di-
phenyl diselenide protection.

In conclusion, the present data reveal that diphenyl diselenide,
administered by oral route, possesses an antiulcer effect acting by

antioxidant mechanisms. Part of the antioxidant effect of diphenyl
diselenide can be linked to a weak peroxidase activity and it is pos-
sible that other diselenides and the selenocystamine might do the
same. Since diphenyl! diselenide has been reported as a promising
drug in view of its pharmacological properties, this study contrib-
utes in our understanding about its antiulcer activity.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the gastrointestinal lesions
caused by oral administration of ethanol 70% in rats and the possible effects of zinc
chloride against the injuries. Rats were divided into five groups as: saline, ethanol,
zn, zn+ethanol and ethanol+zn. Ethanol 70% (2 mL/kg) was administrated by gavage
in 36 hours fasted rats. Zinc chloride (27 mg/kg, ~13 mg/kg of zinc) was given by
gavage 1lh before or 1 hour after the administration of ethanol 70%. Oral
administration of ethanol consistently induced damage in the rat glandular stomach
and intestine. Zinc did not demonstrate effect per se and significantly reduced
gastrointestinal lesions when administered either before or after lesions induction.
Ethanol induced enhancement of thiobarbituric acid reactive substance and reactive
species levels, diminished the ascorbic acid and total protein SH content and
catalase activity in stomach and intestine of rats. Zinc treatment prevented and
reversed these alterations induced by ethanol. Non protein SH content was not
altered by any treatment. The results suggest that the gastrointestinal protective
effect of zinc in this experimental model could be due to its antioxidant effect.

Keywords:.stomach, intestine, lipid peroxidation, oxidative stress, ulcer index
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Introduction

The etiology of gastric damage caused by ethanol is still not fully understood
but it has been shown to produce gastric damage by impairing gastric defensive
factors such as mucus and mucosa circulation [1]. In addition, the gastric damage
caused by ethanol may be due to increase of oxygen radicals and lipid peroxidation
[2]. Reactive oxygen species (ROS) provoke severe changes at the cellular level
leading to cell death because of their extreme reactivity. They attack essential cell
constituents, leading to the formation of toxic compounds [3]. Both superoxide anion
radical (O,") and hydroxyl radical (°OH) are involved in tissue damage through
initiation of lipid peroxidation and disruption of the interstitial matrix [4]. Actually,
many studies with wide types of compounds are tested to avoid the effects of ROS
into the cells [5, 6, 7].

Zinc homeostasis is important for the integrity of gastric mucosal cells and is a
key factor for the preservation of structural integrity of the intestinal barrier [8]. A
reduction in zinc content of the mucosa is observed in patients affected by ulcerative
colitis, which is associated with an increase in reactive oxygen intermediates [9].
Several key enzymes in the epithelial cells of the intestinal mucosa, such as carbonic
anhydrase are metalloenzymes and require zinc for their action [10]. Also, zinc
complexes have been shown to have antiulcer activity. Zinc—carnosine is an antiulcer
drug commonly used in the treatment of gastric ulcers in Japan [11]. The zinc—
indomethacin and zinc—naproxen complex more significantly reduce the ulcerogenic
effects compared with the parent drug, without affecting its therapeutic action [12,
13]. Studies have revealed that a significant fraction of ingested alcohol is oxidized in
gastric mucosa cells by a zinc-dependent enzyme, alcohol dehydrogenase [2]. This
metabolic step is known as the first-pass metabolism of ethanol and is considered a
gastrointestinal barrier against the systemic toxicity of ethanol [14].

The aim of the present study was to evaluate the gastrointestinal protective
effects of zinc chloride (ZnCl,) against the lesions caused by oral administration of
ethanol in rats and the possible antioxidant effects of ZnCl, against damage induced
by ethanol in stomach and intestine of rats. In line with all these previous results
about zinc, this is a first time that the gastrointestinal benefits effects of ZnCl, against

lesions caused by ethanol in rats is checked.
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Materials and Methods

Animals

A total of 42 male adult Wistar rats (225 + 10 g) from our own breeding colony
were used (6 animals per group). Each cage contained four animals, on a 12-h light:
12-h dark cycle, at a room temperature of 22—-24 °C, and with free access to food and
water. The animals were used according to the guidelines of the Committee on Care
and Use of Experimental Animal Resources, the Federal University of Santa Maria
RS, Brazil (096/2011).

Materials

Reagents used were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) and
standard commercial suppliers. The commercial kit for biochemical dosages was
obtained from Labtest Diagnostica S.A., Brazil.

In vivo and ex vivo experiments

Ethanol-induced gastric lesions and zinc treatment

The gastric lesions were induced with ethanol according to the method
described by Robert (1979) [15]. The lesions were induced in 36 hours fasted rats.
For this purpose the rats were kept in a cage equipped with a gate apparatus that
hindered the animals feeding, allowing only water. Ethanol (etOH) 70% was diluted in
distilled water and administrated by gavage (v/v, 2 mL/kg, p.0.). The ZnCl; at dose of
27 mg/kg (1mL/kg) (~13 mg/kg of Zn**) [16] was dissolved in saline 150 mM and
administered (p.o.) 1 h before or 1 h after etOH administration. The animal groups
were following:

Group 1 — saline + saline

Group 2 — etOH + saline

Group 3 — zinc + saline

Group 4 - zinc + etOH

Group 5 — etOH + zinc

In the zinc pre-treatment protocol, 1 h after the administration of ethanol, rats
were sacrificed by decapitation. In the zinc post-treatment protocol, animals were

sacrificed also by decapitation 1 h after Zn administration. The tissues were
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immediately removed to measure the biochemical parameters and stomachs were

used to determine the gastric lesion index.

The gastric lesion index

The stomachs were removed, opened along the greater curvature and fixed to
determine the gastric lesion index. The ulcerative lesion index of each animal was
calculated according to Gamberini et al. (1991) [17] and using scored as follows: loss
of mucosal folding, mucosal discoloration, edema or hemorrhage (score 1 each);
ulcers/cm? less than 1 mm (score = number of ulcer X 2); ulcers more than 1 mm/cm?
(score = number X 3); perforated ulcers (score = number X 4). The observer of

gastric lesions was blinded to the treatment.

Tissue preparation

After 1 h of the last exposure, rats were euthanized by decapitation for blood
and tissues collection. Serum was obtained by centrifugation at 2,000xg for 10 min
(hemolyzed serum was discarded). Stomach, kidney and intestine (three portions of
beginning, medium and end of intestine) were quickly removed, cleaned and
homogenized in 10 volumes of 50 mM Tris—HCI, pH 7.4. The homogenate was
centrifuged at 2,000xg at 4°C for 10 minutes and a low-speed supernatant fraction

(S1) was used for ex vivo assays.
Renal and Hepatic Metabolic parameters

Serum enzymes AST (aspartate aminotransferase) and ALT (alanine amino
transferase) were used as the biochemical markers for the early acute hepatic
damage and determined by the colorimetric method of Reitman and Frankel (1957)
[18]. Renal function was analyzed by determining serum urea (Mackay and Mackay,
1927) [19] and creatinine levels (Jaffe, 1986) [20] (LABTEST, Diagnostic S.A., Minas
Gerais, Brazil) by colorimetric method (Spectrophotometer U-2001 Hitachi).

Lipid peroxidation

The low supernatant fraction (S1) of stomach, intestine and kidney were used
for thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) assay according to Ohkawa et al.
(1979) [21]. Samples were incubated with 500 uL thiobarbituric acid (0.8%), 200 pL
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SDS (8.1%) and 500 uL acetic acid for 2 h at 95°C. The amount of TBARS produced
was measured at 532 nm (Spectrophotometer U-2001 Hitachi), using MDA as an

external standard.

Reactive Species measurement

Formation of reactive species (RS) was estimated according to a previous
report by Ali et al. (1992) [22] and adapted for stomach, intestine and kidney
homogenates. An aliquot of S1 was incubated with 10 pL of 2’,7’-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA; 10 upM). The RS levels were determined by a
spectrofluorimetric  method. The oxidation of DCFH-DA to fluorescent
dichlorofluorescein (DCF) is measured for the detection of intracellular RS. The DCF
fluorescence intensity emission was recorded at 525 and 488 nm of excitation 60
minutes after the addition of DCFH-DA to the medium.

Ascorbic acid determination

Ascorbic acid determination was performed as previously described by Carr et
al. (1983) [23] and Jacques-Silva et al. (2001) [24] with some modifications. Tissue
(stomach, intestine and kidney) S1 protein content was precipitated in 10 volumes of
cold 4% trichloroacetic acid solution and centrifuged. An aliquot of 300 uL of
precipitated S1 in a final volume of 1 mL of the solution was incubated for 3 h at 38
°C, and subsequently 1 mL H,SO,4 65% (v/v) was added to the medium. The reaction
product was determined using a color reagent containing 4.5 mg/mL dinitrophenyl
hydrazine (DNPH) and CuSO, (0.075 mg/mL) at 520 nm and calculated using a
standard curve (1.5-4.5 pmol/L ascorbic acid freshly prepared in sulfuric acid)

(Spectrophotometer U-2001 Hitachi — Japan).

Catalase activity

The supernatant (S1) (stomach, intestine and kidney) were assayed
(Spectrophotometer U-2001 Hitachi — Japan) by the method of Aebi et al. (1995) [25],
which involves monitoring the disappearance of H,;O, in the presence of cell
homogenate at 240 nm. Samples of S1 were added to a cuvette and the reaction
was started by the addition of 100 pL of freshly prepared 300 mM H,0O, in phosphate
buffer (50 mM, pH 7.0; total volume of incubation: 1 ml).
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Thiol groups

Thiol group from stomach, intestine and kidney were determined as previously
described by Ellman (1959) [26]. To determination of the total thiol groups the S1
was used and to determine non-protein thiol (NPSH) the protein fraction of S1 was
precipitated with 200 yL of 10% trichloroacetic acid followed by centrifugation. The
colorimetric assay was carried out in 1 M phosphate buffer, pH 7.4. A standard curve
using glutathione was constructed in order to calculate the SH in the tissue samples

(Spectrophotometer U-2001 Hitachi - Japan).

Protein determination
Protein was measured by the method of Bradford (1976) [27] using bovine

serum albumin as the standard protein source.

Statistical analysis
All values are expressed as media £ S.E.M. Data were analyzed by one-way
ANOVA, followed by posthoc Tukey’s tests when appropriate. Differences between

groups were considered to be significant at least when p < 0.05.

Results

Effect of zinc on ethanol-induced gastric lesions

Macroscopic appearance of hemorrhagic ulcers induced by gastric
administration of ethanol is shown in figure 1. Figure 1A shows the normal glandular
stomach of control group; figure 2B shows that oral administration of ethanol 70%
consistently induced damage in this structure. Figure 1C demonstrated no zinc
toxicity in the gastric mucosal. Both pre- and post-treatment of rats with a single dose
of ZnCl, reduced gastric lesions induced by ethanol (Figure 1D and 1E); however
zinc pre-exposure was more effective. These results are shown in Table 1 as ulcer
index; the one-way ANOVA revealed a significant (p<0.05) zinc protection (89%) and

reversion (79%) of gastric lesions induced by ethanol.

Renal and Hepatic Metabolic parameters
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Table 1 shows that renal (urea and creatinine) and hepatic (AST and ALT)
markers parameters were not significantly altered by ethanol and/or ZnCl, treatment.

<Insert figure 1 and table 1 here>

Lipid peroxidation

Figure 2 shows the TBARS content in stomach, intestine and kidney from rats
exposed to ethanol and pre- or post-treated with zinc. One-way ANOVA revealed that
ethanol caused a significant increase in TBARS production in stomach
[F(4,29)=19.26 (p<0.001)] and intestine [F(4,29)=23,47 (p<0.001)], but not in kidney.
Zinc pre-exposure prevented significantly this effect in both tissues and post-
treatment with zinc was completely efficient only in stomach (Figure 2A and 2B),
showing a partial effect in intestine.

<Insert figure 2 here>

RS measurement

As can be observed in figure 3, zinc was efficient to decrease the production
of spontaneously RS formation in stomach (figure 3A) [F(4,29)= 155.05 p<0.0001]
and intestine (figure 3B) [F(4,29)= 81.05 p<0.0001] after 60 minutes of addition the
DCFH-DA. Interestingly, pre-treatment with zinc showed a complete blockage against
ethanol induction. On the other hand, zinc was patrtially efficient into reverted the
effects of ethanol in stomach and intestine.

<Insert figure 3 here>

Ascorbic acid determination

One-way ANOVA revealed that ethanol significantly reduced the stomach
[F(4,29)= 26.01 p<0.001] and intestine [F(4,29)= 43.75 p<0.001] ascorbic acid levels
(Figure 4). Here, only the pre-treatment with zinc was significant able to protect this
alteration (Figure 4A and 4B). One more time, this parameter was not changed in
kidney (Figure 4C).

<Insert figure 4 here>

Catalase activity
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Figure 5 shows that CAT activity decreased significantly in the ethanol group
when compared to the control group in stomach [F(4,29)= 8.78 p<0.01], intestine
[F(4,29)= 14.35 p<0.001] and kidney [F(4,29)= 3,94 p<0.05]. Zinc treatment
increased significantly CAT activity in pre- and post-treatment animals in comparison
to ethanol in stomach, intestine and kidney.

<Insert figure 5 here>

Thiol content

There was not a statistical difference in NPSH for all groups in the three
tissues tested (data not shown). Adding, kidney total protein SH content did not
change (Figure 6C). Otherwise, one-way ANOVA demonstrated that ethanol caused
a significant decrease in the total protein SH content in stomach [F(4,29)= 34.69
p<0.001] and intestine [F(4,29)= 24,74 p<0.001]. Total protein SH content increased
significantly in pre- and post-treatment of zinc in stomach and intestine (Figure 6A
and 6B).

<Insert figure 6 here>

Discussion

Various factors, such as the impairment of the balance between aggressive
(increased acid secretions) and protective factors, stress, trauma, sepsis,
hemorrhagic shock, burns, pulmonary and liver diseases, Helicobacter pylori, use of
cigarettes and alcohol, and steroidal and non-steroidal drugs have been shown to
play a role in gastric ulcerogenesis [28]. This study clearly shows the ability of ZnCl,
to reduce ethanol-induced gastrointestinal lesions in rats. The mechanism of
gastrointestinal protective effect of zinc is far from clear. However, Tran et al. (2005)
[29] already demonstrated that short-term zinc supplementation attenuates
Helicobacter felis-induced gastritis in the mouse.

The macroscopic results showed marked gastric mucosal damage in rats 1 h
after oral ethanol administration (Figure 1). This led to elongated hemorrhagic
lesions, confined to the glandular portion with highest subjective ulcer-scoring. Both
pre- and post-treatment with zinc showed impressive mucosal healing demonstrated
that pre- being more potent than post-treatment (Table 1). It is been known that high
dose of some metals (mercury, lead, cadmium, aluminum, arsenic) are toxic to

various tissues, otherwise, in this study neither renal (urea and creatinine) nor
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hepatic (AST and ALT) markers parameters were altered by treatments (Table 1),
indicating that kidney and liver are not organs target in this model of intoxication with
ethanol or zinc. It is very important because in ideal model, only gastric system
should be altered. The manly proposal of this study was to verify the zinc effect in
gastrointestinal parameters, indeed concomitantly to this, it is already kwon that oral
zinc renal toxicity in rats is around 550 mg/kg [30] so, we verified that zinc had not
renal toxic effects in this dose tested (13 mg/kg).

Amongst various factors, oxidative stress has been implicated for the induction
and pathogenesis of the ethanol-mediated gastroduodenal injury [1, 2]. Extensive
research has proved that antioxidants might be effective not only in protecting
against gastric mucosal injury, but also inhibiting progression of gastric ulcer [5]. Our
results showed an increase of TBARS and RS productions along with a decrease of
total SH content, a depletion of ascorbic acid content and an inhibition of catalase
activity in gastrointestinal tissues, after oral ethanol administration. Previous study [5]
from our group demonstrated that the increase of stomach TBARS production
induced by ethanol is avoided by treatment with an organoselenium derivative
compound. In line with this, the present study shows that the pre- and post-treatment
with zinc chloride was able to prevent and revert the TBARS and RS formation in
stomach and intestine of rats with gastrointestinal lesions induced by ethanol (Figure
2 and Figure 3).

Some authors consider that ascorbic acid is a marker of oxidative stress and
reduced levels of it are in accordance with enhanced oxidative stress [31]. In this
study we verified that stomach and intestine ascorbic acid content were reduced by
oral ethanol administration and only the pre-treatment with zinc was able to
normalize to control levels (Figure 4). So, these results are in accordance with our
previous study [5] that demonstrated diphenyl diselenide also enhanced the stomach
ascorbic acid content in comparison with ethanol groups. Although the mechanism
involved in the zinc prevention on the ethanol-induced decreases in ascorbic acid in
stomach and intestine tissues is unknown, it is possible to consider that this effect is
related to the antioxidant activity of zinc.

The exact mechanism of gastric mucosa pathogenesis caused by ethanol is
not well understood. Recent studies have demonstrated that active oxygen species
might be involved in gastric mucosal damage. To confirm the role of free radicals in

the process of ulceration, various experiments have been conducted using enzymatic
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antioxidants such as SOD and catalase [32]. Our results showed that oral
administration of ethanol 70% caused a significant inhibition of gastrointestinal and
renal catalase activity and the pre- and post-treatment with zinc was able to avoid the
damage effect (Figure 5).

The induced lipid peroxidation might cause increased glutathione
consumption. The sulfhydryl compounds help in recycling endogenous antioxidant
vitamins, thereby, preventing lipid peroxidation. More importantly, they also protect
mucus by preventing rupture of the disulfide bridges that join the mucus subunits and
maintain its structural integrity. The decrease in endogenous thiol in ethanol-induced
gastric injury and its role in mucosal protection have been demonstrated earlier [33].
Both pre- and post-treatment with zinc provided nearly similar and significant
suppression of the oxidative damages to the biomacromolecules (Figure 6). This
might decrease the ulcer progression and promotes healing of gastric lesions
induced by acute intake of ethanol.

We believe that zinc decreases the gastrointestinal TBARS and RS production
due to its ability to restore the ascorbic acid content and total thiols groups, leading to
an increase of stomach and intestine catalase activity of rats induced by oral
administration of ethanol. Based in these all results together, we can conclude that
zinc chloride prevents the ethanol-induced gastrointestinal lesions in rats showing

great antioxidant properties.
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Legends for figures

Figure 1 - Gross appearances of stomach from groups: (A) saline, (B) ethanol, (C) zinc, (D)

zinc + ethanol, (E) ethanol + zinc.

Figure 2 — Lipid peroxidation (TBARS) of tissues from rats exposed to induction of lesions by
etOH and pre or post-treated with zinc (27 mg/kg). A) stomach; B) intestine; C) kidney. Data
are reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey’s test; different letters represent

significant statistical difference among groups (p<0.05), n=6.

Figure 3 — Reactive species (RS) of tissues from rats exposed to induction of lesions by
etOH and pre or post-treated with zinc (27 mg/kg). A) stomach; B) intestine; C) kidney. Data
are reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey’s test; different letters represent

significant statistical difference among groups (p<0.05), n=6.

Figure 4 — Vitamin C content of tissues from rats exposed to induction of lesions by etOH
and pre or post-treated with zinc (27 mg/kg). A) stomach; B) intestine; C) kidney. Data are
reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey’'s test; different letters represent
significant statistical difference among groups (p<0.05), n=6.

Figure 5 — Catalase activity of tissues from rats exposed to induction of lesions by etOH and
pre or post-treated with zinc (27 mg/kg). A) stomach; B) intestine; C) kidney. Data are
reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey’'s test; different letters represent

significant statistical difference among groups (p<0.05), n=6.

Figure 6 — Total thiol content of tissues from rats exposed to induction of lesions by etOH
and pre or post-treated with zinc (27 mg/kg). A) stomach; B) intestine; C) kidney. Data are
reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey’'s test; different letters represent

significant statistical difference among groups (p<0.05), n=6.
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Table 1 — Quantification of gastric lesions and serum biochemical parameters of rats

exposure to ethanol-induced gastric lesions and treated with zinc (27 mg/kg).

Groups Ulcer Inhibition AST ALT Urea Creatinine
index % (U/mL) (U/mL) (mg/dL) (mg/dL)

Saline 0.0% 100 81+5.1% 18+3.4°  34+1.7%* 0.81+0.10°

EtOH 14.0+0.4° - 84+4.8% 21+4.9%  35+3.2°  0.79%0.09%

Zn 0.5+0.2° 96 80+6.1° 16+1.5% 3615.5°  0.89+0.08%

Zn+EtOH 1.5+0.2% 89 86+1.5° 28+5.2%  37+1.4* 0.68%0.12%

EtOH+Zn 3.0+0.3° 78 83+2.1% 23+3.2% 39+2.3° 0.78%0.13%

Data are reported as means + S.E.M. One-Way/ANOVA Tukey's test; different letters

represent significant statistical difference among groups (p<0.05).
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Figure 1
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4 DISCUSSAO

Atualmente a hiper atividade gastrica e a Ulcera sdo muito comuns e atingem
um grande nimero de pessoas mundialmente (RAO et al., 2000). A patogénese das
ulceracdes estd amplamente aceita, mas seu mecanismo ainda néo esta muito bem
entendido. O aumento da secrecéo gastrica, da acdo da pepsina, das contracdes na
musculatura da parede gastrica, o desequilibrio nas defesas enddgenas e a reducéo
do muco, da secrecdo do bicarbonato e da irrigacdo sangiiinea representam alguns
fatores da ulceracdo gastrica (GALUNSKA et al., 2002).

Muitos fatores como o uso de alcool etilico (MIZUI et al., 1987), AINEs como a
indometacina e o acido acetilsalicilico (TAKEUCHI et al., 1991; VAANANEN et al.,
1991; NAITO et al., 1998), a isquemia-reperfusédo, o estresse (YOSHIKAWA et al.,
1987) e a infestacdo pela bactéria Helicobacter pylori (DAVIES et al.,, 1994)
provocam o acumulo de H,O, e causam o surgimento de EROs. Essas agridem o
tecido gastrico com a destruicdo das membranas celulares e causam lesdes
gastricas (YOSHIKAWA et al.,, 1987). Os mecanismos que induzem as lesbes
gastricas tém sido estudados em varios modelos experimentais de Ulcera como: 0
etanol (SZABO et al., 1992), o acido acetilsalicilico e o diclofenaco (LEYCK &
PARNHAM, 1990) e estresse (TABUCHI et al., 1995). O dano gastrico induzido pelo
etanol estd relacionado a um prejuizo nas defesas gastricas, por alteracdo na
producdo de muco e na circulagdo da mucosa, bem como a producdo de EROs
(SZABO et al., 1992).

Tem sido observado que o consumo de alcool pode gerar erosdo gastrica
hemorragica aguda em humanos, sendo que o uso crénico pode resultar em gastrite,
caracterizada por edema da mucosa, hemorragia subepitelial, esfoliacdo celular e
infiltragcéo de células inflamatorias (MATSUHASHI et al., 2007). Por ser um agente
necrotizante de acao direta na mucosa gastrica, o etanol induz lesdes gastricas
através do rompimento da barreira muco-bicarbonato, danos no endotélio vascular,
desordem da microcirculacdo e isquemia, com consequente producdo de radicais
livres, acarretando no aparecimento de lesbes gastricas hemorragicas. Além disso, o
etanol também induz liberacdo de endotelinas, degranulacdo de mastocitos e

inibicdo da sintese de prostaglandinas, resultando na redugéo da produc¢éo de muco
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(PAN et al., 2008). Também se encontra na literatura estudos que associam a
administracdo de etanol e 0 aumento de espécies reativas de oxigénio como ions
superoéxido e radicais hidroxila (REPETTO & LLESUY, 2002).

O modelo de lesdo gastrointestinal induzido oralmente por etanol 70% em
ratos tem sido utilizado como ferramenta para estudar efeitos gastroprotetores de
diferentes compostos, bem como dos mecanismos envolvidos na patologia da Ulcera
gastrica aguda. Apesar deste modelo ndo representar integralmente a patologia
humana, considerando que as lesbGes gastricas em roedores sdo superficiais,
multiplas e induzidas por diferentes mecanismos, este modelo continua sendo de

grande relevancia e amplamente utilizado em estudos experimentais.

No presente estudo foi observado que o tratamento oral tanto com o (PhSe),
gquanto com o ZnCl, foram capaz de proteger e reverter os danos na mucosa
gastrica de ratos contra as lesbes induzidas pelo etanol, sugerindo uma acao
citoprotetora exercida por esses compostos. Entretanto, ndo obtivemos um efeito
dose resposta para o (PhSe), na protecdo da lesdo uma vez que houve uma
mudanca abrupta na resposta com uma variacdo pequena na dose do composto.
Esse organocalcogénio, ao ser administrado 1h antes a inducdo da lesao,
apresentou uma resposta maxima na dose de 0,01 mg/kg, ja quando administrado 1
h apds o etanol, teve um efeito maximo na dose de 1,0 mg/kg (Tabela 1 do Artigo).
O mecanismo envolvido no efeito protetor do zinco em lesdes gastricas nao esta
totalmente elucidado; entretanto, quando o ZnCl, foi administrado por via oral,
observamos protecao e reversdo das lesGes gastrointestinais causadas pelo etanol
(Tabela 1 do Manuscrito). Esses resultados estdo de acordo com Tran et al (2005)
gue demonstraram que a suplementacdo com zinco por um curto periodo de tempo

atenua gastrites induzidas por Helicobacter felis em camundongos.

A cicatrizacdo da ulcera é um processo complexo que envolve migracdo e
proliferacdo celular, re-epitelizacdo, angiogénese e deposicdo da matriz celular,
sendo controlados por fatores de crescimento, fatores de transcricdo e citocinas
(WALLACE, 2001; TARNAWSKI, 2005). Os maiores fatores que estimulam a
proliferacédo, divisdo e migracao celular, bem como a re-epitelizacdo sao os fatores
de crescimento. Inicialmente esses fatores sdo produzidos localmente devido a

propria ulceracdo, ou seja, linhagens de células da mucosa comecam a expressar
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genes que produzirdo fatores de crescimento endotelial, de fibroblastos basicos e
endotelial vascular, entre outros. Tais fatores, uma vez produzidos no local, ativarao
a migracdo e proliferacdo de células epiteliais através de ac¢Oes autocrinas e/ou
paracrinas (TARNAWSKI, 2005). No presente trabalho, em um primeiro momento,
observamos que tanto o (PhSe), quanto o ZnCl, apresentaram, na analise
macroscopica, protecdo e reversado ou re-epitelizacdo da mucosa géstrica (Figura 1
do Artigo e do Manuscrito). Em ambos os casos observamos que o pré-tratamento
foi mais eficiente do que o tratamento apds 1 h da inducdo. Ja em uma andlise mais
detalhada mediante andlise microscopica, o etanol agrediu fortemente a mucosa
gastrica levando a formacdo de edemas e sangramentos na regido intraluminal com
perdas estruturais. Mais uma vez o (PhSe), foi capaz de prevenir e reverter ou re-
epitalizar a mucosa agredida por etanol (Figura 2 do Artigo). Acreditamos que esses
efeitos benéficos ocorreram devido ao estimulo dos elementos no mecanismo de

reparo tecidual mediante fatores de crescimento celular.

Dentre varios fatores, o estresse oxidativo esta associado a inducdo e a
patogénese de danos gastrointestinais causados pelo etanol. Alguns trabalhos
demonstram que antioxidantes ndo sé protegem contra danos na mucosa gastrica,
mas também sdo capazes de inibir a progressao de ulceracdes (ROBERT, 1979). No
presente estudo, a exposicdo ao etanol causou um significante aumento na
producdo de TBARS e RS da mucosa gastrica levando a uma peroxidacao lipidica e
iniciando um estado de estresse oxidativo celular. Savegnago et al (2006)
demonstraram que o (PhSe), néo apresentou efeito antioxidante contra a
peroxidacao lipidica gastrica quando administrado pela via intraperitoneal 1 h ap6s a
inducdo da lesédo por etanol. Entretanto, no presente trabalho, observamos uma
diminuicdo significativa da peroxidagdo lipidica gastrica pelo (PhSe),, quando
administrado por via oral, enfatizando a importancia da via de administragdo do
farmaco (Figura 3 do Artigo). De mesma maneira, nossos resultados mostram que
tanto o pré- quanto o pos-tratamento com ZnCl, foram capaz de diminuir
significativamente os niveis de TBARS e RS em estdmago e intestino de ratos que

receberam etanol (Figuras 2 e 3 do Manuscrito).

A fim de averiguar o mecanismo pelo qual os elementos selénio e zinco agem
na protecao e reversdo do dano na mucosa gastrointestinal, investigamos os efeitos

nas alteracdes do estado oxidativo no estbmago e/ou intestino de ratos tratados com
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selénio ou zinco e submetidos a lesdes gastrointestinais induzidas por etanol. Como
um dos parametros de oxidacédo lipidica, dosamos os niveis de acido ascorbico o
qual estando em quantidades diminuidas favorece o estado de estresse oxidativo
(DE BEM et al., 2006). No presente trabalho, verificamos que o etanol causa uma
reducdo significativa nos niveis de acido ascorbico gastrointestinais e que tanto a
pré- quanto a pos-administracdo de (PhSe), normalizaram aos niveis basais (Figura
4 do Artigo). Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios de Barbosa et
al (2006) que demonstraram os efeitos antioxidantes do (PhSe),. Entretanto,
somente o pré-tratamento com ZnCl,, e ndo o pos-tratamento, manteve os niveis de

acido ascorbico iguais aos do controle (Figura 4 do Manuscrito).

Estudos recentes tém investigado o papel de EROs e de enzimas
antioxidantes em distrbios microvasculares relacionados a lesdo da mucosa
gastrica em diferentes modelos experimentais, incluindo lesdo gastrica induzida por
AINEs, &cido acético e pela ingestédo de alcool (ODABASOGLU et al., 2006; DEVI et
al., 2007; FERREIRA et al., 2008; MOTAWI et al., 2008). A fim de confirmar o papel
dos radicais livres no processo de ulceragcdo, alguns experimentos tém sido
conduzidos utilizando enzimas antioxidantes dentre elas a SOD e a CAT.
Confirmando os dados ja demonstrados na literatura, nessa tese observamos
diminuicdo da atividade das enzimas SOD e CAT em estbmagos submetidos a lesdo
géstrica induzida por etanol, bem como uma diminuicdo nos niveis de grupos SH.
Entretanto, no presente estudo (artigo) verificamos que a administracdo de (PhSe),
aumentou a atividade da SOD frente a inducgéo, reforcando mais uma vez o efeito

antioxidante do composto (Figura 5 do Artigo).

A SOD é uma metaloproteina que dismuta o O,* para H,O, e oxigénio
molecular (O,) (FRIDOVICH, 1986; MCCORD & FRIDOVICH, 1988). O H,0, néo é
um radical livre, porém participa do processo de formacdo da °OH, que é
extremamente reativo e responsavel por gerar lesdo em alguns sistemas organicos
(NORDBERG & ARNER, 2001). O H,0, formado é convertido em agua e O; pela
atividade da CAT e também pela atividade de outra enzima antioxidante, a glutationa
peroxidase (GPx), cujo substrato € a GSH (KIRKMAN et al, 1999).
Interessantemente, nossos resultados demonstram que o etanol reduz a atividade
da SOD e da CAT. Entretanto, o (PhSe), nao foi eficiente em prevenir ou reverter a

diminuicdo na atividade da CAT em estdmago de ratos expostos ao etanol (Artigo).
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Por esse resultado implica que o (PhSe), ndo apresenta um efeito antioxidante
através da atividade dessa enzima. Ja para o tratamento com zinco houve um
aumento na atividade da CAT de estdbmago e de intestino de animais expostos ao
etanol (Figura 5 do Manuscrito), demonstrando a participacdo desse elemento na

atividade da enzima.

Os grupos sulfidrilicos auxiliam na recuperacdo de vitaminas antioxidantes
enddgenas prevenindo com isso a peroxidagdo lipidica. Eles também evitam a
ruptura das pontes dissulfeto que unem as subunidades no muco, mantendo a
integridade estrutural. A inducdo da peroxidacdo lipidica causa um aumento do
consumo de glutationa e sob condicdes de estresse oxidativo, como no modelo de
Ulcera induzida por etanol, as EROs séo reduzidas pelo GSH com a concomitante
formacao de glutationa oxidada (GSSG). Além da sua acdo como um antioxidante
guimico, o GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como um co-
fator da GPx na reducdo de peroxidos, que também resulta na formacdo de GSSG
(CNUBBEN et al., 2001). Meaotti et al (2004) demonstraram que o (PhSe), em altas
concentracbes pode oxidar grupos sulfidrilicos. Entretanto, no presente estudo, o
(PhSe), ndo alterou os SH disponiveis, indicando esse ndo ser um caminho de
detoxificacdo desse composto por essa via de administracdo e nas doses testadas.
Nos animais tratados com o etanol verificamos uma diminuicdo nos niveis de tidis
totais protéicos de estbmago e intestino, mas tanto a pré quanto a p6s-exposicao ao

zinco aumentaram esses parametros (Figura 6 do Manuscrito).

Baseado nos resultados apresentados nesse trabalho podemos afirmar que o
(PhSe),, administrado por via oral, pode prevenir e reverter as lesdes gastricas
induzidas pelo etanol através da diminuicdo da peroxidacédo lipidica (TBARS)
mediante o aumento do contetddo de acido ascorbico e da atividade da SOD em
estbmago de ratos. Adicionamos a isso os efeitos benéficos do ZnCl, frente aos
danos gastrointestinais causados pela exposicdo ao etanol, uma vez que esse
composto preveniu e reverteu, através de sua acao antioxidante, os danos
gastrointestinais causados pelo etanol. Porém, mais estudos com elementos selénio
e zinco bem como outros modelos de inducéo de lesdes gastrointestinais devem ser
feitos para melhor elucidar o mecanismo envolvido nos processos de protecdo e

reversao dos danos gastrointestinais.
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5 CONCLUSAO

O etanol quando administrado por via oral na concentracdo de 70% induziu

danos na mucosa gastrointestinal de ratos previamente em jejum;

O (PhSe), e 0 ZnCl, apresentaram atividade gastroprotetora nesse modelo de
leséo gastrica aguda induzida por etanol;

O (PhSe), promoveu significante regeneracdo e recuperacao histopatolégica

do epitélio da mucosa gastrica;

O ZnCl, apresentou efeitos preventivos e curativos frente as alteracfes

macroscopicas gastrointestinais;

Tanto o (PhSe), quanto o ZnCl, apresentaram capacidade em sequestrar

radicais livres, demonstrando potencial efeito antioxidante;

Tanto o (PhSe), quanto o ZnCl, promoveram o restabelecimento de sistemas
enzimaticos antioxidantes (SOD, CAT) que se apresentavam alterados apds a

inducao das lesées;

Por fim concluimos que o selénio e 0 zinco, representados pelos compostos
(PhSe), e ZnCl,, apresentam uma grande capacidade de prevenir e reverter lesdes
gastrointestinais através de potentes efeitos antioxidantes apresentados pelos

mesmaos.
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6 PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados apresentados nessa tese acreditamos que ha um
grande campo a ser pesquisado em relacdo a busca por mecanismos de protecao
contra lesbes gastrointestinais. Apos o0 término desse longo periodo de estudo,
pretendo me estabilizar em uma instituicdo de ensino e dar continuidade a essa linha
de pesquisa formando recursos humanos capacitados a desenvolverem mais

pesquisas nessa area. Alguns itens a serem pesquisados:

e Avaliar a atividade das diferentes isoformas de enzima
SOD no tecido gastrointestinal;

e Medir a acdo das metalotioneinas no tecido
gastrointestinal de ratos submetido ao modelo de inducéo
de leséo por etanol e tratados com compostos de selénio
e zinco;

e Verificar um possivel efeito de outros compostos
derivados e substituidos de selénio e zinco frente a esse
modelo utilizado;

e Realizar medidas de expressdo génica de proteinas
envolvidas na protecdo das lesbes gastrointestinais e
correlaciona-las com as proteinas de animais tratados

com selénio e zinco.
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