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RESUMO 
 
 

INTRODUÇÃO: A amifostina (WR-2721) tem sido largamente estudada como 
agente citoprotetor em diferentes órgãos e contra os mais diversos agressores do organismo 
humano. Recentemente, um efeito gastroprotetor deste fármaco foi observado em modelo de 
lesão gástrica induzida por indometacina (MOTA et al., 2007). OBJETIVOS: Este trabalho 
investigou o efeito da amifostina na lesão gástrica por etanol e o papel dos neurônios 
sensoriais aferentes, grupos sulfidrílicos não-protéicos, óxido nítrico, canais de potássio 
sensíveis ao ATP e ciclooxigenase-2 nesse processo. MÉTODOS: Ratos Wistar foram 
tratados com amifostina (22,5, 45, 90 ou 180 mg/kg, v.o. ou s.c.). Após 30 minutos, os 
animais receberam etanol absoluto (5 ml/kg v.o.). Decorridos 60 minutos da administração de 
etanol, os animais foram sacrificados. Foram realizados estudos macroscópicos e histológicos, 
bem como dosagem de grupos sulfidrílicos não-protéicos e de hemoglobina em fragmentos de 
estômago. Outros grupos foram pré-tratados com L-NAME (10 mg/kg i.p.), glibenclamida (10 
mg/kg v.o.), celecoxibe (10 mg/kg v.o.) ou salina. Após 30 minutos os ratos receberam 
amifostina (90 mg/kg v.o. ou s.c.) e depois de mais 30 minutos etanol absoluto (5 ml/kg), com 
sacrifício ocorrendo 60 minutos depois. Um grupo de animais foi desensibilizado com 
capsaicina (125 mg/kg s.c.) entre 10 a 14 dias antes do protocolo de tratamento com 
amifostina. RESULTADOS: A amifostina preveniu de forma significativa o dano 
macroscópico causado por etanol no estômago nas doses de 45, 90 e 180 mg/kg quando 
administrada por via oral e 90 e 180 mg/kg quando utilizada por via subcutânea. Os 
parâmetros histológicos, edema, hemorragia e perda de células epiteliais, também foram 
reduzidos (p<0,05) com o uso de amifostina. Os animais que receberam apenas etanol 
apresentaram níveis reduzidos de GSH no estômago. A amifostina reverteu esse efeito através 
de um estímulo à produção de novo de GSH ou pela prevenção do consumo destes grupos. A 
gastroproteção da amifostina na lesão induzida pelo etanol foi revertida pela administração 
prévia de doses neurotóxicas de capsaicina, mas não pelo uso de L-NAME, glibenclamida ou 
celecoxibe. CONCLUSÕES: A amifostina protege a mucosa gástrica contra a injúria induzida 
pelo etanol através de um aumento dos níveis de GSH e estimulação de neurônios sensoriais 
aferentes no estômago. Esse efeito parece ser independente da ativação de canais de potássio 
sensíveis ao ATP e da atividade de óxido nítrico sintase e ciclooxigenase-2.  
 
 
Palavras-chave: Amifostina, Etanol, Grupos Sulfidrílicos Não-Protéicos, Neurônios 
Sensoriais Aferentes, Lesão Gástrica, Defesa Gástrica.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 

INTRODUCTION: Amifostine (WR-2721) has been widely tested as a cytoprotective agent 
against a number of aggressors in different organs. Recently, a gastroprotective effect was 
observed for this drug in a model of indomethacin-induced gastric injury (MOTA et al., 
2007). OBJECTIVES: We investigated the effect of amifostine on ethanol-induced gastric 
injury and the role played by afferent sensory nerves, non-protein sulfhydryl groups, nitric 
oxide, ATP-sensitive potassium channels and cyclooxygenase-2 in the mechanism. 
METHODS: Wistar rats were treated with amifostine (22.5, 45, 90 or 180 mg/kg, p.o. or s.c.). 
Thirty minutes after amifostine administration, the animals were given 100% ethanol (5 ml/kg 
p.o.). Sixty minutes after ethanol administration the animals were euthanized. Macroscopic 
and histological studies were carried out and stomach fragments were retrieved and submitted 
to analysis for non-protein sulfhydryl groups and hemoglobin. Some animals were pretreated 
with L-NAME (10 mg/kg i.p.), glibenclamide (10 mg/kg p.o.), celecoxib (10 mg/kg p.o.) or 
saline solution. Thirty minutes after pretreatment the animals were given amifostine (90 
mg/kg p.o. or s.c.) and, after another 30 minutes, 100% ethanol (5 ml/kg). The animals were 
euthanized 60 minutes later. Other rats were desensitized with capsaicin (125 mg/kg s.c.) 10-
14 days before amifostine treatment. RESULTS: Amifostine treatment significantly reduced 
ethanol-induced macroscopic stomach injury at 45, 90 and 180 mg/kg p.o. and at 90 and 180 
mg/kg s.c. The histological parameters (edema, hemorrhage and epithelial cell loss) were also 
reduced (p<0.05) when the animals were treated with amifostine. Animals receiving ethanol 
only presented reduced GSH levels in the stomach. Amifostine reverted this effect either by 
stimulating de novo GSH production or by preventing the consumption of GSH. Amifostine-
promoted gastroprotection against ethanol-induced stomach injury was reversed by 
pretreatment with neurotoxic doses of capsaicin, but not by L-NAME, glibenclamide or 
celecoxib. CONCLUSIONS: Amifostine protects against ethanol-induced gastric injury by 
increasing GSH levels and stimulating the afferent sensory nerves in the stomach 
independently of ATP-sensitive potassium channels activation, nitric oxide synthase and 
cyclooxygenase-2 activity. 
 
 
Keywords: Amifostine, Ethanol, Non-Protein Sulfhydryl Groups, Afferent Sensory Nerves, 
Gastric Injury, Gastric Defense.     
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1. INTRODUÇÃO 

 

O consumo de etanol, principal componente das bebidas alcoólicas, acompanha a 

humanidade desde a era pré-histórica. Resíduos de etanol foram encontrados recentemente em 

uma olaria de aproximadamente 9.000 anos, implicando que as bebidas alcoólicas são 

utilizadas desde o povo neolítico (ROACH, 2005). Hoje, muitos efeitos do etanol no 

organismo são conhecidos, sendo a maioria deles maléficos quando o uso é exagerado. A 

maioria dos países regula ou restringe a venda e o consumo desta droga; por exemplo, no 

Brazil, Austrália e Canadá apenas pessoas acima de 18 anos têm permissão para comprar 

bebidas alcoólicas. No Japão, a idade legal para comprar e consumir bebidas alcoólicas é de 

20 anos.  

 

 O impacto do etanol na sociedade é tamanho que a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) tem designado subdivisões para o estudo da epidemiologia do seu consumo. 

Esse mesmo órgão divulgou na 60ª Assembléia Mundial de Saúde em Genebra que o 

consumo de etanol era responsável por 4,4% de todos os problemas de saúde no mundo, 

representando a quinta causa de morte prematura (WORLD AND HEALTH 

ORGANIZATION, 2002). O CDC (Centers for Disease Control and Prevention), agência do 

Departamento de Saúde dos Estados Unidos, apontou o consumo de etanol como responsável 

por aproximadamente 79.000 mortes a cada ano entre 2001 e 2005 naquele país. Diversos 

órgãos relacionados com a saúde pública têm direcionado esforços para promover a redução 

destes números. Da mesma forma, pesquisadores do mundo inteiro estudam os efeitos do 

etanol no organismo humano e procuram meios de prevenir e tratar as patologias ocasionadas 

por esta substância.    

 

 Apesar de possuir ações em diversos sistemas do organismo humano, os efeitos 

do etanol são mais conhecidos nos sistemas nervoso e gastrointestinal. No sistema nervoso 

central, seu efeito vai desde uma breve euforia até coma e morte dependendo da quantidade 

ingerida. O uso de etanol está também relacionado à síndrome de Wernicke-Korsakoff, 

conseqüência da deficiência de tiamina, vitamina B1 (BUTTERWORTH, 1995). No trato 

gastrointestinal, o etanol provoca exacerbação do refluxo gastroesofágico, carcinoma de 

células escamosas do esôfago (TUYNS et al., 1979; BROWN et al., 1997; HORI et al., 

1997), gastrite aguda (MINCIS et al., 1995), cirrose (LIEBER, 1997), pancreatite crônica 
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(PITCHUMONI, 2001), diarréia e má absorção de nutrientes (BODE & BODE, 1997), além 

de muitos outros efeitos. 

 

1.1. Lesão gástrica por etanol 

 

 O etanol é uma causa comum de lesão gástrica em humanos. É conhecido como 

uma substância tóxica que causa injúria à mucosa gástrica. Sua ingestão excessiva pode 

resultar em gastrite aguda, caracterizada por edema de mucosa, hemorragias subepiteliais, 

esfoliação celular e infiltração de células inflamatórias (GUSLANDI, 1987). O etanol 

absoluto promove rapidamente a formação de bolhas enantemáticas na mucosa gástrica, 

devido a uma reação inflamatória aguda que provoca um aumento na permeabilidade vascular 

(SZABO et al., 1985). 

 

No estômago, o etanol aumenta a secreção de ácido gástrico, um efeito 

possivelmente mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa é uma das principais 

proteções contra o ácido gástrico, e o etanol em altas concentrações aumenta a permeabilidade 

epitelial como conseqüência de mudanças no potencial celular, causando re-difusão de íons 

H+ (DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969). O etanol causa também depleção do muco 

protetor, possivelmente por mobilizar os mucopolissacarídeos da mucosa para o lúmen, 

reduzindo a capacidade secretória de muco do estômago, contribuindo, assim, para a 

formação de úlceras (CHO et al., 1983.; ISHIHARA et al., 1988). A liberação de muco em 

resposta a aplicação de agentes irritantes possui um papel importante no reparo do epitélio e 

no processo de sua restituição. Alguns autores demonstraram que o óxido nítrico e as 

prostaglandinas são capazes de aumentar a secreção de muco no estômago (BROWN et al., 

1992). 

  

Um importante efeito deletério do etanol no estômago é depleção dos grupos 

sulfidrílicos não-protéicos, que são necessários para a estabilização das membranas celulares, 

bem como para a eliminação de radicais livres. O etanol também influencia a atividade da 

musculatura, provoca estase gástrica, congestão capilar e aumento da permeabilidade 

vascular, aumentando o risco de hemorragia e ulceração, associados a lesões macroscópicas e 

microscópicas na mucosa (MACMATH, 1990; SANTOS & RAO, 2001).  
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Como conseqüência dos danos aos microvasos, o etanol promove a liberação de 

mediadores inflamatórios e vasoconstrição de artérias na submucosa, podendo resultar em 

isquemia, além de promover também a liberação de endotelina e degranulação de mastócitos. 

Eventualmente, esses eventos levam à formação de mais necrose na mucosa. 

Fisiopatologicamente, a lesão gástrica por etanol é mediada ou modulada por diversos fatores 

tais como a ciclooxigenase, lipoxigenase, citocinas, tromboxanos e radicais livres derivados 

do oxigênio (SAIKA et al., 2000; TARNAWSKI et al., 1998) Foi verificado também que o 

etanol causa um aumento na transmigração neutrofílica, de forma dose-dependente, com 

conseqüente dano celular no epitélio gástrico (KVIETYS et al., 1990; SZABO et al., 1985). 

 

Com base nos conhecimentos produzidos, SIEGMUND et al. (2002) propuseram 

um esquema para representar os efeitos agudos e crônicos do etanol na mucosa gástrica 

(figura 1). 

ETANOL 
(agudo/crônico) 

 
 
 
 

 Desordens na            Disfunção na       Proliferação 
                Motilidade          Barreira Mucosal                            Celular 

 
 
 

  H+ 
 
 
 

                 Neutrófilos     Estresse   Glutationa                 Isquemia 
                                                         Oxidativo                                                            

 
 
 
  

      INFLAMAÇÃO 
 
 
    

Lesão na Mucosa, Hemorragia 
 
Figura 1: Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e crônico de etanol no 
estômago (SIEGMUND et al., 2002). 
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1.2. Mecanismos de defesa gástrica 

 

A secreção de ácido e pepsina, o refluxo de bile e conteúdo duodenal, a ingestão 

de drogas, particularmente os antiinflamatórios não esteroidais e o consumo de etanol entre 

outros, são ameaças constantes à integridade da mucosa gástrica (AASE, 1989; 

RICHARDSON, 1985). Estes estímulos lesivos determinam o aparecimento de uma reação 

inflamatória coordenada por vários mediadores liberados por células do epitélio e da lâmina 

própria, tendo como conseqüências a reparação ou o aparecimento de lesões na mucosa. A 

defesa da mucosa gástrica é a combinação de fatores responsáveis pela capacidade da mucosa 

em resistir a várias injúrias, como pH, osmolaridade, produtos bacterianos, bile e etanol. 

Alguns dos importantes mecanismos de defesa propostos são: secreção de muco e 

bicarbonato, proliferação e restituição celular, fluxo sangüíneo adequado e presença de óxido 

nítrico, prostaglandinas e compostos sulfidrílicos não-protéicos (CHEUNG, 1984; HUI et al., 

1991; MILLER, 1983). Pode-se agrupar estes mecanismos em pelo menos cinco níveis de 

defesa da mucosa gástrica. O primeiro nível é composto pelo muco e bicarbonato; o segundo 

nível é composto pela barreira formada pelo epitélio; o terceiro nível é constituído pela 

microcirculação; o quarto nível pelo sistema imunológico das mucosas e o quinto nível pela 

capacidade de reparação. A perda do equilíbrio entre as agressões e a defesa da mucosa, tanto 

pelo aumento das agressões como pela diminuição das defesas, determina o aparecimento das 

lesões inflamatórias no estômago, como a gastrite, mucosite, úlcera gástrica e as erosões 

gástricas. Estas condições clínicas são prevalentes no nosso meio, sendo importante a 

compreensão de suas fisiopatologias.  

 

 Dentre os vários mecanismos de defesa da mucosa gástrica pode-se destacar a 

presença dos grupos sulfidrílicos não-protéicos, a ativação de neurônios sensoriais aferentes, a 

ativação da síntese de prostaglandinas pelas COXs, a presença do óxido nítrico pela ativação 

da NOS constitutiva e a ativação dos canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP). 

 

1.2.1. Grupos sulfidrílicos não-protéicos e defesa da mucosa gástrica 

 

 A glutationa (GSH) é um tripeptídeo formado por cisteína, glutamato e glicina. 

Sua molécula possui uma ligação peptídica não muito comum entre o grupo amina da cisteína 

e o grupo carboxila do glutamato. A glutationa é um antioxidante hidrossolúvel reconhecido 

como o mais importante componente endógeno do pool dos grupos sulfidrílicos não-protéicos 
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do nosso organismo (PARK et al., 2000; GONZALES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004), 

e atua protegendo as células contra toxinas como os radicais livres (STRUZYŃSKA et al., 

2005). 

 

 A síntese de GSH ocorre em duas etapas: primeiro, gama-glutamilcisteína é 

sintetizada a partir de glutamato e cisteína pela ação da enzima glutamilcisteína sintetase. 

Essa reação é a etapa limitante da síntese de GSH. Segundo, glicina é adicionada ao terminal 

C da glutamilcisteína pela ação da enzima glutationa sintetase (figura 2) (SMITH et al., 

1996). Embora todas as células do corpo humano sejam capazes de sintetizar GSH, a síntese 

hepática de GSH parece ser essencial à vida. Camundongos, geneticamente modificados, com 

ausência de síntese hepática de GSH têm sobrevida de apenas um mês após o nascimento 

(CHEN et al., 2007).  

 

 Nas células, a glutationa existe em dois estados, reduzido (GSH) e oxidado 

(GSSH). No estado reduzido, o grupamento tiol da cisteína é capaz de doar um equivalente 

redutor (H+ + e-) para moléculas instáveis como os radicais livres. Ao doar elétrons, a 

glutationa torna-se reativa e prontamente reage com outra glutationa reativa formando 

dissulfetos de glutationa, sua forma oxidada (GSSH). Posteriormente, o GSH pode ser 

regenerado a partir de GSSH pela ação da enzima glutationa redutase (figura 2). Nas células 

normais, 90% do pool de glutationa estão no estado reduzido e só 10% encontram-se oxidado. 

Um aumento na razão GSSH/GSH é considerado indicativo de stress oxidativo. Além de 

atuar inativando radicais livres, a glutationa funciona como substrato da glutationa 

peroxidase, metabolizando H2O2 e outros hidroperóxidos no citosol e nas mitocôndrias 

(REED & FARISS, 1984). 

 

A participação da glutationa nos mecanismos de defesa gástrica tem sido motivo 

de pesquisas já há algum tempo. Miller et al. (1985) e Mizui et al. (1986) mostraram que o 

GSH está presente em altas concentrações no estômago, quando comparado com outros 

órgãos, sugerindo seu papel gastroprotetor como um composto antioxidante endógeno. O 

etanol depleta os níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos contidos no tecido gástrico, e a 

restauração destes parece ser importante na gastroproteção (TRIER et al., 1987; SZABO et 

al., 1981). O GSH inibe o dano gástrico induzido por etanol, através da inativação de espécies 

reativas de oxigênio e produtos de peroxidação lipídica (SZABO et al., 1992). Em adição, 

pesquisadores também têm relatado o aumento de GSH como mecanismo gastroprotetor de 
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algumas substâncias. Compostos sulfidrílicos, como o dimercaprol e a cisteamina, possuem 

atividade citoprotetora no tecido gástrico (SZABO et al., 1981). O aumento nos grupos 

sulfidrílicos não-protéicos é um dos responsáveis pelo efeito protetor da amifostina na 

gastropatia induzida por indometacina (MOTA et al., 2007).      

 

 
 
Figura 2: Estado reduzido (GSH) e oxidado (GSSH) da glutationa. Doação de elétrons e 
inativação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Adaptado de CHAKRAVARTHI et al., 
2006. 
 

1.2.2. Neurônios sensoriais aferentes e defesa da mucosa gástrica 

 

 A pimenta vermelha, também conhecida como chili ou páprica, é comumente 

utilizada como especiaria na culinária mundial. A capsaicina (8-metil-N-Vanilil-6-nonamida) 

é um dos principais componentes desta planta do gênero Capsicum (MAGA, 1975; ROZIN, 

1990). Uma vez que a capsaicina é naturalmente consumida pelos seres humanos, seus efeitos 

na mucosa gástrica são de particular interesse aos gastroenterologistas. Os estudos iniciais 

sobre o efeito da capsaicina na úlcera gastrointestinal mostraram resultados conflitantes. Em 

animais, a capsaicina exacerbou a lesão gástrica em modelos experimentais de úlcera (LEE, 

1963; MAKARA et al., 1965). A direta instilação de solução aquosa de capsaicina a 3% em 

estômago humano de voluntários, por gastroscopia, causou danos à mucosa gástrica 

(VIRANUVATTI, 1972). Foi então que Szolcsányi & Barthó (1981) mostraram que 



26 

neurônios sensoriais sensíveis a capsaicina (CSSN) estavam envolvidos nos mecanismos de 

defesa local contra a ulceração e que a capsaicina possuía efeitos benéficos contra úlcera 

gástrica. Suas observações foram posteriormente confirmadas por um grande número de 

investigadores (ABDEL-SALAM et al., 1995; HOLZER & LIPPE, 1988; HOLZER & 

SAMETZ, 1986; MERCHANT et al., 1994). 

 

 A importância do papel dos neurônios sensoriais sensíveis a capsaicina veio de 

estudos que mostraram que a administração sistêmica de capsaicina (GRAY et al., 1994; 

HOLZER & LIPPE, 1988; SZOLCSÁNYI & BARTHÓ, 1981) ou a administração dentro do 

estômago de capsaicina em concentrações elevadas (ABDEL-SALAM et al., 1995; 

SZOLCSÁNYI, 1990) resultaram em exacerbação do efeito lesivo de agentes ulcerogênicos. 

Por outro lado, a administração em baixas concentrações estimulou terminações periféricas de 

nervos sensoriais sensíveis a capsaicina e protegeu a mucosa gástrica contra injúrias diversas 

(ABDEL-SALAM et al., 1997; HOLZER et al., 1990; MERCHANT et al., 1994).  

 

 A compreensão da via neuronal de defesa gástrica tem evoluído bastante nos 

últimos anos. A identificação do alvo molecular da capsaicina pela clonagem do receptor 

vanilóide (VR1) em ratos e humanos (CATERINA et al., 1997; HAYES et al., 2000) e a 

geração de camundongos nocauteados para o gene relativo a esse receptor (CATERINA et al., 

2000; DAVIS et al., 2000) permitiram grandes avanços no estudo do papel desta via na 

gastroproteção. O receptor vanilóide tipo 1 (VR1), chamado de acordo com a nova 

nomenclatura de canal de potencial transiente tipo vanilóide subtipo 1 (TRPV1), está expresso 

numa subpopulação de nervos sensoriais sensíveis a capsaicina que respondem a estímulos 

nocivos mecânicos, térmicos e químicos. Durantes anos, pesquisadores concordaram com a 

idéia de que a expressão de TRPV1 era restrita a um subtipo específico de nervos sensoriais 

primários conhecidos como fibras finas C não mielinizadas (BUCK & BURKS, 1986). 

Posteriormente, a sensibilidade à capsaicina foi estendida também a neurônios Aδ e neurônios 

vagais na raiz do gânglio dorsal (HOLZER, 1991).  

 

 A expressão de TRPV1 no estômago e trato gastrointestinal já foi demonstrada em 

ratos (NOZAWA et al., 2001; PATTERSON et al., 2003) e em humanos (FAUSSONE-

PELLEGRINI et al., 2005). A estimulação desses receptores sensoriais gástricos leva a 

liberação de substância P (KWOK & MCINTOSH, 1990), somatostatina e peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (INUI et al., 1991; REN et al., 1993), mas inibe a 
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secreção de gastrina (REN et al., 1993). O mecanismo pelo qual a capsaicina exerce seu efeito 

antiulcerogênico envolve primariamente um aumento do fluxo sangüíneo para a mucosa 

gástrica através da liberação de peptídeos vasodilatadores como o CGRP (ABDEL-SALAM 

et al., 1996; HOLZER et al., 1991; TACHÉ et al., 1991). Aihara et al., (2005 e 2006) 

demonstraram que fibras nervosas sensoriais que expressam o receptor TRPV1 são ativadas 

quando a barreira de muco protetora é rompida e ácido entra em contato com a lâmina 

própria. Essa ativação libera CGRP e óxido nítrico e leva a uma pronta hiperemia da mucosa 

facilitando outros mecanismos de defesa como secreção de bicarbonato e inibição da secreção 

de ácido gástrico. Ichikawa et al., 2006 demonstraram que o CGRP e o óxido nítrico 

estimulam a síntese de mucina na mucosa do corpo gástrico. Okajima & Harada (2006) 

concluíram que o estímulo das vias aferentes tem papel antiinflamatório ao liberar CGRP, 

uma vez que esse peptídeo aumenta a formação de prostaciclina (PGI2) e diminui a liberação 

de TNF-α. 

   

1.2.3. Prostaglandinas e defesa da mucosa gástrica 

 

 O nome prostaglandina deriva de próstata. Estes compostos foram assim 

denominados devido a sua descoberta no líquido seminal em 1935 por um fisiologista sueco 

chamado Ulf von Euler. Na verdade, as prostaglandinas presentes no líquido seminal são 

produzidas nas vesículas seminais. Posteriormente, descobriu-se que muitos outros tecidos 

secretam essas substâncias para uma grande variedade de efeitos (Rang et al., 2007). 

 

 As prostaglandinas (PGs) são encontradas virtualmente em todos os órgãos e 

tecidos humanos. Elas são sintetizadas nas células a partir de ácidos graxos essenciais como 

ácido gama-linolênico, ácido araquidônico e ácido eicosapentaenóico. A formação das PGs 

inicia-se com a ativação da fosfolipase A2 que pode ser provocada por estímulos fisiológicos 

(angiotensina, bradicinina, noradrenalina) ou por estímulos patológicos (lesão tecidual). A 

fosfolipase A2 atua sobre fosfolipídeos transformando-os em ácido araquidônico que por sua 

vez pode percorrer duas vias: a via da ciclooxigenase (COX), com formação de PGs e 

tromboxano, ou a via da lipoxigenase, com formação de leucotrienos (Rang et al., 2007). 

 

As PGs possuem diversas ações sobre o organismo humano, como vasodilatação, 

contração uterina, broncoconstricção e broncodilatação, inibição da agregação plaquetária, 

efeito pirogênico, etc. No estômago, as prostaglandinas exercem papel gastroprotetor e anti-
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secretório (ROBERT et al., 1979). Entre os mecanismos envolvidos nesta gastroproteção 

estão: o aumento da secreção de muco e bicarbonato (WILSON et al., 1986), o aumento do 

fluxo sangüíneo na mucosa gástrica (COLTON et al., 1978), a modulação da secreção 

gástrica e a inibição da liberação de mediadores inflamatórios por mastócitos (BATISTA et 

al., 2004). Alguns estudos mostraram o efeito das prostaglandinas na lesão induzida por 

etanol. O aparecimento de lesão gástrica induzida por etanol é inibido pela liberação de 

prostaglandinas endógenas na superfície da mucosa gástrica (HOLLANDER et al., 1984). É 

conhecido que a prostaglandina E2 (PGE2) possui uma ação protetora contra a lesão gástrica 

provocada pelo etanol (GLAVIN et al., 1996).   

 

 As prostaglandinas são resultantes de uma série de reações sobre o ácido 

araquidônico pelas ciclooxigenases (COX). Atualmente, sabe-se que há três isoformas desta 

enzima. A COX-1, também chamada de COX constitutiva, está presente na maioria dos 

tecidos e é responsável pela produção basal de PGs. A COX-2, chamada de COX induzida, 

produz PGs em estados patológicos como inflamação, dano tecidual e malignidade 

(WALLACE, 1997). A COX-3 tem sido identificada, mas sua exata função ainda está sendo 

avaliada. Essas isoformas apresentam algumas semelhanças: similar peso molecular, 65% da 

seqüência de aminoácidos homóloga e sítios catalíticos muito próximos. Contudo, são 

codificadas por genes diferentes e apresentam modelos de expressão também diferentes 

(HALTER et al., 2001).  

 

Acredita-se que a maior parte das prostaglandinas no tecido gástrico normal seja 

sintetizada pela ação da ciclooxigenase-1 (COX-1) (HALTER et al., 2001). Segundo Vane & 

Botting (1988), a COX-1 é responsável por manter a integridade da mucosa e o fluxo 

sangüíneo, enquanto a ciclooxigenase-2 (COX-2) está envolvida no processo inflamatório. No 

entanto, estudos recentes vêm demonstrando um papel relevante da COX-2 na defesa da 

mucosa gastrointestinal. Tegeder et al. (2000) mostraram a contribuição da COX-2 na síntese 

de prostaglandinas no estômago de ratos. Brzozowski et al. (1999) e Maricic et al. (1999) 

demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 pioraram a lesão gástrica por isquemia e 

reperfusão. Recentemente, Miyake et al. (2002) observaram que no curso de uma reação 

inflamatória gástrica ocorreu um aumento da expressão de COX-2 e uma adaptação da 

mucosa à lesão por etanol. Souza et al. (2003) demonstraram que o efeito protetor da gastrite 

por iodocetamina em ratos é inibido pelo rofecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2. 

 



29 

1.2.4. Óxido nítrico e defesa da mucosa gástrica 

 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre gasoso que participa da sinalização de 

inúmeros processos fisiológicos como o relaxamento do músculo liso, neurotransmissão, 

agregação plaquetária, regulação de mecanismos pró e anti-apoptóticos e controle da pressão 

arterial e fluxo sanguíneo regional (RADOMSKI & MONCADA, 1993; KIM et al., 2001). Na 

presença de oxigênio molecular, o terminal guanidino nitrogenado da L-arginina produz NO e 

L-citrulina em um processo catalisado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) (KUO & 

SCHROEDER, 1995). 

 

Atualmente, existem três isoformas conhecidas de NOS: NOS neuronal (nNOS ou 

NOS1), NOS induzível (iNOS ou NOS2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS3) (MONCADA et 

al., 1991; PFEILSCHIFTER et al., 2001). A nNOS é uma NOS constitutiva, presente em 

neurônios, células epiteliais, mácula densa do rim, medula adrenal, músculo esquelético,  

órgão  sexual  masculino,  células  β  pancreáticas e outros. É cálcio-calmodulina dependente 

e regula a transmissão sináptica no SNC além de atuar na regulação central da pressão 

sangüínea, no relaxamento do músculo liso e na vasodilatação via nervos periféricos. A iNOS 

está normalmente ausente em células sob condições basais. Sua expressão pode ser induzida 

em diferentes tipos de células e tecidos seguindo a exposição a estímulos imunológicos e 

inflamatórios como citocinas e produtos bacterianos como o lipopolissacarídeo. Esta isoforma 

produz grande quantidade de NO que tem efeito citostático e citotóxico por inibição de 

enzimas contendo ferro, causando fragmentação de DNA. Entre os efeitos protetores do NO 

gerado pela iNOS estão sua ação microbicida, antiviral, antiparasitária e antitumoral. A eNOS 

é uma NOS constitutiva e produz NO no endotélio vascular sob condições basais. O NO 

liberado no lúmen vascular é um potente inibidor de adesão e agregação plaquetária, da 

adesão de leucócitos ao endotélio vascular, da proliferação de células da musculatura lisa 

vascular e também é responsável pela regulação da pressão sangüínea e contratilidade do 

músculo cardíaco (FÖRSTERMANN et al., 1994). 

 

O óxido nítrico tem propriedades citoprotetoras no trato gastrintestinal (PALMER 

et al., 1988). Em relação à mucosa gastrointestinal, Wallace & Miller propuseram que o NO 

seria um importante mediador na defesa da mucosa, mas, paradoxalmente, em várias 

situações, poderia contribuir para a lesão desta. A presença de NO em baixas concentrações 

está associada aos efeitos benéficos no TGI, como o aumento na secreção de muco, 
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manutenção da barreira epitelial e da microcirculação e estimulação do reparo da mucosa. Por 

outro lado, o NO em elevadas concentrações, pode induzir a formação de radicais derivados 

do nitrogênio, que são tóxicos para várias linhagens celulares (WALLACE & MILLER, 

2000). 

 

Alguns trabalhos recentes têm confirmado o papel do óxido nítrico endógeno na 

gastroproteção contra diferentes agressores. Santos et al. (2005) mostraram que o sildenafil, 

droga estimuladora da via NO/GMPC, protegeu a mucosa gástrica da lesão por indometacina. 

Medeiros et al. (2008) mostraram também uma ação protetora do sildenafil na lesão gástrica 

induzida por etanol. O uso de L-NAME, um inibidor da óxido nítrico sintase, prolongou a 

cicatrização da injúria gástrica aguda (KONTUREK et al., 1993) e aumentou a intensidade da 

lesão provocada por etanol em estômago de ratos (NAHAVANDI et al., 1999).  

 

1.2.5. Canais de potássio sensíveis ao atp e defesa da mucosa gástrica 

 

 Os canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) são um tipo de canal de potássio, 

canais iônicos mais amplamente distribuídos no organismo humano, e são formados por 

subunidades Kir6.0 e receptores de sulfoniuréia (SUR), além de outros componentes 

adicionais. Esses canais podem ser encontrados não só na membrana plasmática, mas também 

nas mitocôndrias e no núcleo das células. Inicialmente descobertos em células cardíacas 

(NOMA, 1983), logo foram reconhecidos em diversos órgãos como pâncreas (ASHCROFT et 

al., 1984), músculo esquelético (SPRUCE et al., 1985), rins (HUNTER & GIEBISCH, 1988), 

cérebro (ASHFORD et al., 1988) e músculo liso (STANDEN et al., 1989). 

 

 Os canais de potássio sensíveis ao ATP são formados por oito subunidades 

protéicas. Quatro destas são subunidades Kir6.0, podendo ser Kir6.1 ou Kir6.2. Os outros 

quatro componentes são receptores de sulfoniuréia (SUR1, SUR2A e SUR2B) (INAGAKI et 

al., 1995). As subunidades Kir6.0 possuem dois domínios transmembrana e formam o poro do 

canal. As subunidades SUR têm três domínios transmembrana adicionais e contêm dois 

domínios com sítio de ligação para nucleotídeo no lado citoplasmático (SEINO & MIKI, 

2003). Isso permite uma regulação do canal de potássio mediada por nucleotídeos que 

desempenham um papel crítico no metabolismo como sensor do status metabólico. Apesar de 

todos os KATP serem constituídos de oito subunidades, quatro Kir6.0 e quatro SUR, sua 

precisa composição é órgão específica (ZHUO et al., 2005). 
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 A regulação da abertura dos KATP responde a diferentes compostos dependendo do 

tecido em que se encontram e, mais especificamente, do substrato metabólico primário deste 

tecido. Nas células beta pancreáticas, que são supridas basicamente por ATP, a razão 

ADP/ATP determina a atividade do canal. Sob condições normais, quando a quantidade de 

ATP é relativamente abundante, os canais encontram-se fechados. Contudo, se as células beta 

forem sujeitas a privação de oxigênio ou glicose, os níveis de ADP se elevam e os canais se 

abrem (MARKWORTH et al., 2000). Nos miócitos cardíacos, onde grande parte do aporte 

nutricional vem de ácidos graxos de cadeia longa, os KATP permanecem estavelmente 

fechados quando há abundância de ácidos graxos e se abrem na ausência desse substrato 

(KOSTER et al., 2001).  

 

 Os KATP participam de diversos processos fisiológicos como liberação de 

neurotransmissores (LISS et al., 1999), controle da secreção de insulina e glucagon 

(ASHCROFT et al., 1984), citoproteção na isquemia cardíaca e cerebral, reatividade vascular 

e manutenção do tônus do músculo liso (DAUT et al., 1994). Apesar de não ter sua ação 

completamente elucidada no estômago, os KATP parecem estar envolvidos com a 

contratilidade do estômago, a regulação do fluxo sangüíneo e com a secreção de ácido 

gástrico (TOROUDI et al., 1999). Nos últimos dez anos, estudos utilizando glibenclamida e 

diazóxido, respectivamente, inibidor e ativador dos KATP, têm demonstrado que a ativação 

desses canais tem participação na proteção gástrica contra diferentes agressores. Akar et al., 

(1999) demonstraram que o diazóxido reduziu a lesão gástrica e a infiltração neutrofílica 

induzida por indometacina, enquanto o uso de glibenclamida reverteu esses achados. A 

ativação de canais KATP também está envolvida na proteção gástrica do sildenafil contra a 

lesão induzida por etanol (MEDEIROS et al., 2008). Gomes et al. (2006) demonstraram que 

os canais KATP têm papel na gastroproteção do LPS contra a lesão induzida por indometacina 

e, Rahgozar et al. (2001) mostraram que o diazóxido inibiu as lesões gástricas provocadas por 

etanol, enquanto a glibenclamida aumentou essas lesões.  

 

1.3. Amifostina 

 

 O WR (Walter-Reed)-2721, hoje conhecido como amifostina, foi originalmente 

desenvolvido durante a Guerra Fria pelo Instituto Walter Reed, pertencente à Divisão Anti-

Radiação das Forças Armadas Americanas, quando se buscava uma substância com efeito 

protetor contra os danos causados pela radiação ionizante (YUHAS & STORER, 1969; 
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CAPIZZI, 1996; MCCAULEY, 1997; FOSTER-NORA & SIDEN, 1997; VALERIOTE & 

TOLEN, 1982). Dentre 4.400 fármacos, a amifostina ganhou destaque devido ao seu potencial 

citoprotetor e seu perfil de uso clínico bastante seguro (SCHUCHTER, 1996). Posteriormente, 

esta droga foi testada em diversos estudos envolvendo não só radioterapia, mas também 

quimioterapia (SCHUCHTER, 1997; MCCAULEY, 1997; VALERIOTE & TOLEN, 1982; 

TANNEHILL & MEHTA, 1996; LIST et al., 1996). Hoje, a amifostina (Ethyol®; 

MedImmune Oncology, Inc. Gaithersburg, MD) é utilizada como agente citoprotetor de largo 

espectro em pacientes submetidos a radioterapia e quimioterapia com ciclofosfamida e 

cisplatina (FOSTER-NORA & SIDEN, 1997).  

 

 A amifostina é um tiofosfato orgânico conhecido quimicamente como 2-[(3-

aminopropil)amino]-etillsulfanil ácido fosfônico, e sua estrutura química é a seguinte: 

 

 
Figura 3: Estrutura química da amifostina (WR-2721). 

 

A amifostina é uma pró-droga fosforilada, isto é, um fármaco inativo quando 

injetado. Nos tecidos, ela é defosforilada por ação de uma fosfatase alcalina (enzima presente 

nas membranas celulares) a um tiol livre WR-1065, sua forma ativa (figura 4) (VAN DER 

VIJGH & KORST, 1996; SHAW et al., 1988; CALABRO-JONES et al., 1985). Uma vez 

dentro das células, o WR-1065 promove sua ação protetora através de dois mecanismos 

principais: “varredura” de espécies reativas do oxigênio e reparo do DNA nuclear. Além 

disso, alguns estudos têm sugerido mecanismos adicionais que também podem ter importante 

papel na ação da amifostina. O WR-1065 é oxidado a um segundo metabólito ativo, um 

composto dissulfeto simétrico de WR-1065 (WR-33278) ou dissulfeto misto (figura 4) 

(CAPIZZI, 1996; VAN DER VIJGH & KORST, 1996; FLECKENSTEIN et al., 1988). 

 

A forma ativa WR-1065 parece ser o principal responsável pelas ações 

citoprotetoras da amifostina. Esse composto é capaz de se ligar diretamente a formas ativas de 

drogas quimiocitotóxicas, promovendo detoxificação. Esses produtos neutralizados são 
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provenientes, principalmente, de agentes alquilantes e organoplatinos, como a ciclofosfamida 

e a cisplatina, respectivamente (CULY & SPENCER, 2001). Outro importante fármaco 

antineoplásico que tem ação citotóxica diminuída pela amifostina é o paclitaxel. Foi 

demonstrado que a administração de amifostina antes do paclitaxel reduziu a neurotoxicidade 

e a lesão em fibroblastos pulmonares induzidas por este antineoplásico (DIPAOLA et 

al.,1996).   

 

 
Figura 4: Amifostina: Fórmulas estruturais e ativação dos principais metabólitos. Adaptado 
de VAN DER VIJGH & PETERS, 1994. 

 

Um notável mecanismo de citoproteção da amifostina é sua ação antioxidante, 

“varrendo radicais livres” (GRIGGS, 1998; CAPIZZI, 1996; FOSTER-NORA & SIDEN, 

1997; SHAW et al., 1996; TRESKES et al., 1992). As células normalmente são capazes de se 

defender da ação de radicais através de enzimas como a superóxido dismutase e outras 

substâncias antioxidantes como a glutationa. Quando a formação de radicais livres excede a 

capacidade fisiológica celular de eliminação destes, ocorrem danos ao DNA e a diversas 

outras estruturas celulares. O tiol livre WR-1065 da amifostina age dentro das células se 

ligando e neutralizando os radicais livres formados em excesso devido à radiação ionizante, à 

quimioterapia ou a outro fator qualquer que induza a geração dessas moléculas instáveis 

(MCCAULEY, 1997; VALERIOTE & TOLEN, 1982; TANNEHILL & MEHTA, 1996; 

LIST et al., 1996).   
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O WR-33278 também tem participação no mecanismo protetor da amifostina. 

Durante a formação deste segundo metabólito ocorre liberação de íons hidrogênio que 

auxiliam o reparo do DNA (VAN DER VIJGH, 1994; GRIGGS, 1998; CAPIZZI, 1996; 

FOSTER-NORA & SIDEN, 1997). Em outro estudo, altas concentrações de WR-33278 

condensaram o DNA e limitaram potenciais alvos para ação de radicais livres (SAVOYE et 

al., 1997). Essa atividade pode reduzir o número de “quebras” no DNA após radioterapia, 

reduzindo o bloqueio da divisão celular induzido pela radiação (RUBIN et al., 1996). Um 

aumento na proliferação celular, resultado da diminuição do dano ao DNA promovido pela 

amifostina, pode ter importante papel na recuperação do endotélio e da mucosa irradiados 

(RUBIN et al., 1996; KOUKOURAKIS et al., 1999). Em adição, tem sido também postulado 

que a amifostina pode aumentar a expressão de uma variedade de proteínas envolvidas com o 

reparo do DNA e inibição da apoptose, tais como Bcl-2 e HIF-1 (CARMELIET et al., 1998; 

KAJSTURA et al., 1996; SHIMIZU et al., 1996). 

 

A amifostina possui uma propriedade única que a permite proteger células 

normais, mas não células tumorais, dos efeitos da radiação e quimioterapia (ALBERTS et al., 

1996; KEMP et al., 1996; DUNN et al., 1996; AVILÉS et al., 1997). Essa seletividade se 

deve ao fato de que a concentração de fosfatase alcalina na membrana de células normais é 

275 vezes maior que em células tumorais e, além disso, o reduzido aporte sangüíneo das 

células tumorais resulta em menor absorção de droga por estas células. Esses mecanismos 

levam a uma concentração 50-100 vezes maior de amifostina nas células normais em relação 

às células tumorais. Órgãos com elevada captação de amifostina incluem os rins, coração, 

pulmões e medula óssea. Já no sistema nervoso central, a amifostina atinge baixas 

concentrações devido à mínima passagem da droga pela barreira hematoencefálica (CAPIZZI, 

1996; MCCAULEY, 1997; VALERIOTE & TOLEN, 1982; DORR, 1996; PAINE et al., 

1996).     

 

O conhecimento das propriedades farmacocinéticas da amifostina é essencial para 

seu uso eficaz. Sua meia vida é bastante curta, menos de 1 minuto, e menos de 10% da droga 

permanece no plasma 6 minutos após sua administração intravenosa (SHAW et al., 1986; 

FOSTER-NORA & SIDEN, 1997; SHAW et al., 1988; KORST et al., 1996). O rápido 

desaparecimento da amifostina no plasma pode ser devido a sua conversão em WR-1065 que 

é também rapidamente retirado do plasma pelas células (SHAW et al., 1988; UTLEY et al., 

1984; SHAW et al., 1996). O pico de concentração tecidual de WR-1065 ocorre 10-30 
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minutos após a injeção de amifostina (KORST et al., 1996; UTLEY et al., 1984). Buentzel et 

al., (2006) realizaram um estudo no qual a amifostina foi administrada ≥ 30 minutos antes da 

quimio e radioterapia. Nesse estudo não houve diferença significativa na incidência de 

xerostomia ou mucosite oral entre os pacientes que receberam amifostina i.v. e àqueles que 

receberam placebo. Em contraste, estudos nos quais a amifostina foi administrada dentro dos 

30 minutos que antecederam a radioterapia demonstraram promissores efeitos protetores 

contra a xerostomia e a mucosite oral (ANTONADOU et al., 2002; BRIZEL et al., 2000; 

VACHA et al., 2003). 

 

A amifostina é geralmente bem tolerada, contudo não isenta de efeitos adversos. 

Hipotensão, náuseas, vômitos, espirros, soluços, sonolência, gosto metálico durante a infusão, 

febre, rash cutâneo, reações anafiláticas e hipocalcemia são alguns dos seus efeitos colaterais 

(SCHUCHTER, 1996; BURESH et al., 1998; BUKOWSKI, 1996; CAPIZZI, 1999). Os dois 

principais efeitos adversos do uso de amifostina que causam descontinuação do tratamento 

são: vômito e hipotensão. A hipotensão geralmente ocorre no final da infusão de amifostina e 

dura menos de 10 minutos (MCCAULEY, 1997; ALBERTS et al., 1996). A hipotensão 

transitória acomete cerca de 60% dos pacientes tratados, sendo sintomática em 3 a 15% dos 

casos. Contudo, quadros severos de hipotensão são raros (MCCAULEY, 1997; ALBERTS et 

al., 1996). Foi comprovado que pacientes desidratados, mesmo que minimamente, são mais 

susceptíveis a apresentar náuseas, vômitos e hipotensão. Recomenda-se, assim, hidratar e 

monitorar a pressão arterial de pacientes a cada 5 minutos durante o uso de amifostina, além 

de suspender o uso de qualquer medicação anti-hipertensiva (MCCAULEY, 1997; KEMP et 

al., 1996; SCHUCHTER, 1996). 

 

Durante os estudos clínicos com amifostina, foi observada a ocorrência de 

hipocalcemia, contudo raramente de forma significante. No entanto, quando são requeridas 

múltiplas administrações de amifostina, a ocorrência deste efeito adverso se eleva. Sendo 

assim, é recomendado monitorar os níveis de cálcio em todos os pacientes que fazem uso de 

amifostina, principalmente aqueles que recebem múltiplas administrações em menos de 24 

horas (SCHUCHTER, 1996). A hipocalcemia tem sido atribuída à inibição da secreção de 

hormônio da paratireóide (PTH) e aumento da calciúria induzidos pela amifostina (GLOVER 

et al., 1983; WADLER et al., 1993). 
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A incidência e a severidade dos efeitos adversos relacionados à amifostina 

parecem variar de acordo com a dose e a via de administração utilizada. Uma recente 

metanálise de estudos clínicos utilizando amifostina reportou um risco significantemente 

elevado para o desenvolvimento de hipotensão quando a amifostina foi administrada por via 

intravenosa (Sasse et al., 2006). Estudos examinando a administração subcutânea de 

amifostina têm demonstrado uma incidência de hipotensão quase nula e uma redução na 

incidência de náuseas e vômitos quando comparado à administração intravenosa (ANNÉ & 

CURRAN, 2002; ANNÉ et al., 2007). No entanto, a administração s.c. de amifostina tem sido 

associada a uma maior ocorrência de febre e reações cutâneas (KOUKOURAKIS et al., 2000; 

ANNÉ et al., 2007). 

 

A administração tópica de amifostina tem sido alvo de alguns estudos no intuito 

de reduzir os efeitos adversos da administração sistêmica. O uso retal de amifostina, 

inicialmente não mostrou trazer proteção contra a radiação pélvica (MONTANA et al., 1992). 

No entanto, estudos clínicos subseqüentes atestaram o efeito protetor da amifostina por esta 

via. Ben-Josef et al., (2002) realizaram um estudo no qual pacientes com câncer de próstata 

receberam amifostina retal antes do tratamento radioterápico. Esse estudo avaliou quanto de 

amifostina foi absorvido no plasma e quanto foi excretado na urina. Segundo o estudo, não 

ocorreu absorção sistêmica da droga e a ausência de toxicidade foi atribuída a sua não 

absorção. Todos os pacientes completaram as sessões recomendadas sem relatos de toxicidade 

pela amifostina.  

 

Muitos estudos clínicos têm sido realizados para investigar a eficácia da 

amifostina como agente citoprotetor contra vários agentes tóxicos em pacientes com 

neoplasias de diferentes origens e tipos (CAPIZZI & OSTER, 1995; SCHILLER et al., 1996; 

WAGNER et al., 1998). A maior experiência com amifostina, até então, está relacionada à 

proteção contra os derivados da platina. Esses compostos são primariamente excretados pelos 

rins, apresentando vários mecanismos de toxicidade. A insuficiência renal dose dependente e 

dose cumulativa é o maior fator limitante do uso da platina. A lesão renal é usualmente 

permanente, limitando outros tratamentos (VOGELZANG et al.,1985). A amifostina 

demonstrou reduzir a incidência não só da nefrotoxicidade como também da neurotoxicidade 

e mielosupressão causada por compostos derivados da platina (WADLER et al., 1996; 

GLOVER et al., 1986). Após estudos pré-clínicos e clínicos indicarem que a amifostina 

diminuía a severidade e duração da mielosupressão induzida por ciclofosfamida (GLOVER et 
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al., 1986; GLOVER et al., 1987), um estudo fase III foi conduzido a fim de determinar se há 

proteção medular da amifostina contra o uso clínico combinado de cisplatina e ciclofosfamida 

(KEMP et al., 1996). Os pacientes que utilizaram amifostina apresentaram redução 

significativa na incidência de neutropenia, febre, infecções, dias de internação, dias de 

antibioticoterapia e de transfusões de plaquetas e hemácias, demonstrando que a amifostina 

possui também uma importante atividade mieloprotetora. 

 

A amifostina também tem sido largamente estudada e utilizada como citoprotetor 

contra radiação. A xerostomia e a mucosite oral são complicações da radioterapia direcionada 

a cânceres de cabeça e pescoço. A permanente fibrose das glândulas salivares causa um 

aumento na incidência de cáries, infecções bucais e osteonecrose, além de produzir 

significante desconforto, pois prejudica o ato de falar e deglutir dos pacientes acometidos. 

Resultados de numerosos estudos randomizados demonstraram que a amifostina protege 

contra a toxicidade da radiação em pacientes com câncer de cabeça e pescoço e, atualmente, a 

prevenção da xerostomia induzida por radiação é uma das principais indicações deste 

medicamento (SASSE et al., 2006). Alguns estudos têm procurado avaliar o efeito da 

amifostina contra a esofagite e pneumonite induzidas por radiação em pacientes com câncer 

de pulmão. Contudo, os resultados de um grande estudo multicêntrico até o presente momento 

não mostraram uma redução na esofagite com o tratamento com amifostina (MOVSAS et al., 

2005). 

 

A ação da amifostina no trato gastrointestinal também tem sido motivo de 

numerosos estudos. A proctite e a mucosite intestinal são conseqüências comuns do 

tratamento radioterápico direcionado ao abdome e à pélvis. Estudos clínicos têm demonstrado 

que o pré-tratamento com amifostina antes da radioterapia ou quimioterapia pode reduzir a 

incidência e severidade da toxicidade gastrointestinal provocada por estas terapias 

(KOUKOURAKIS et al., 2000; SINGH et al., 2006). Ademais, esses estudos demonstraram 

que várias vias de administração de amifostina (i.v., s.c., e retal) são efetivas na redução da 

toxicidade gastrointestinal induzida por radio e quimioterapia em pacientes com cânceres 

pélvicos. Kouloulias et al., (2005), comparando a via s.c. e retal, mostraram que o uso retal de 

amifostina foi mais efetivo na redução da toxicidade retal induzida por radiação, enquanto a 

via s.c. foi mais efetiva em reduzir a toxicidade renal.  
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Mota et al., (2007) utilizaram amifostina i.p. e s.c. em animais submetidos à lesão 

gástrica por indometacina. Seus resultados indicaram que a amifostina tem ação protetora no 

tecido gástrico e os autores concluíram que essa proteção ocorreu devido a uma redução do 

stress oxidativo, através da elevação nos níveis gástricos de grupos sulfidrílicos não-protéicos 

e diminuição da aderência leucocitária regional.  

 

A amifostina é considerada um fármaco citoprotetor de largo espectro. Portanto, a 

pesquisa dos seus benefícios nos diversos órgãos e contra diferentes agentes agressores deve 

ser estimulada e realizada. Até o momento, existem poucos trabalhos na literatura avaliando o 

papel dos grupos sulfidrílicos não-protéicos e dos nervos sensoriais aferentes na lesão gástrica 

induzida por etanol e nenhum estudo avaliando o efeito da amifostina nesse processo. O 

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na lesão e defesa da mucosa gástrica 

certamente pode contribuir para o desenvolvimento de profilaxia e tratamento direcionados 

contra lesão gástrica induzida pelo etanol. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral: 

 

• Avaliar o efeito da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol absoluto em ratos. 

 

2.2. Específicos: 

 

• Avaliar o efeito da amifostina, administrada por via oral (tópica) ou subcutânea, na 

lesão gástrica induzida por etanol absoluto em ratos, através de estudos 

macroscópicos, histológicos e dosagem de hemoglobina. 

 

• Investigar o papel dos grupos sulfidrílicos não-protéicos nesse processo. 

 

• Avaliar a participação de neurônios sensoriais aferentes no efeito gastroprotetor da 

amifostina na lesão gástrica induzida por etanol.  

 

• Estudar o papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP, da ciclooxigenase-2 e da NO 

sintase no efeito da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol, através de estudos 

macroscópicos, histológicos e dosagem de hemoglobina. 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 



41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

 



42 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

 Os animais utilizados neste trabalho foram ratos Wistar, do sexo masculino, com 

peso variando entre 200 e 260 g. Os animais eram provenientes do biotério central da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) e foram mantidos no biotério setorial do departamento 

de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da mesma universidade. Os animais 

foram acondicionados em caixas de plástico medindo 49x34x16 cm (CxLxA), em temperatura 

ambiente de 22 ± 2º C, num ciclo de 12/12 h claro/escuro. Dezoito a vinte e quatro horas antes 

dos experimentos, os animais foram privados de alimentação, permanecendo sempre com 

acesso livre a água. Os protocolos dos experimentos estão de acordo com os padrões de uso 

de animais experimentais e foram aprovados pelo comitê de ética em pesquisa animal da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará. 

 

3.2. Aparelhos e instrumentos laboratoriais 

 

• Alicate pra deslocamento cervical 

• Balança Analítica Ohaus AS2600 

• Balança Analítica Marte Al200 

• Béquers 

• Centrífuga Eppendorf 5804R 

• Centrífuga de eppendorf Revan, ciclo I 

• Cânula para gavagem 

• ELISA ELX 800 - Biotek 

• Espectrofotômetro Spectronic 20 Genesys 

• Homogeneizador de tecidos Ultra-turraz T8 e Dispergierstation T8.10 da Ika 

Labortechnik 

• Máquina fotográfica digital Sony Cybershot W5 

• Material cirúrgico 

• Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N 

• Membrana de 0,22 µm (Tipo GS, Millipore) 

• Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 µL 
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• Microscópio Óptico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2 

• Micrótomo Olympus 

• Ponteiras para pipetas automáticas Sigma 

• Seringas (B-D Plastipak) 

• Sonicador 

• Tubos de ensaio 

 

3.3. Drogas utilizadas 

 

• Ethyol® (Amifostina) (Schering-Plough), diluído em solução salina 

• Etanol Absoluto (VETEC) 

• Capsaicina (Fluka), diluído em solução de etanol absoluto, polisorbato 80 (Tween® 

80) e PBS (tampão fosfato-salino).  

• Terbutalina (Sigma-Aldrich) diluído em solução salina 

• Teofilina (Fluka) diluído em solução salina 

• Éter etílico (Dinâmica - Reagentes Analíticos) 

• Glibenclamida (Sigma- Aldrich), diluída em solução de NaOH 0,01 N com 4% de 

glicose 

• NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) (Sigma- Aldrich), diluído em solução 

salina 

• Celebra® (celecoxibe) (Pfizer), diluído em dimetil sulfóxido (DSMO) 

 

3.4. Corantes 

 

• Eosina (Merck) 

• Hematoxilina (Reagen) 

 

3.5. Soluções 

 

• Solução Salina 

Cloreto de Sódio a 0,9% estéril 
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• Formol 10% 

Formalina ----------------------------------------------------------------------- 40 ml 

Água destilada ---------------------------------------------------------------- 360 ml 

 

• Ácido tricloroacético (TCA) 100% 

 

• Dimetil sulfóxido (DMSO) 100% 

 

• Glicose 4% 

Glicose ------------------------------------------------------------------------ 4 g 

Salina 0,9% ------------------------------------------------------------------- 100 ml 

 

• Solução de NaOH 0,01 N  

NaOH -------------------------------------------------------------------------- 4 g 

Água destilada ---------------------------------------------------------------- 1 L 

 

• Solução de Drabkin´s 

Tampão fosfato ---------------------------------------------------------------- 200 mmol/L 

Ferricianeto de potássio ------------------------------------------------------ 120 mmol/L 

Cianeto de potássio ----------------------------------------------------------- 150 mmol/L  

Surfactante 

 

• Tampão Tris 

Hidroximetil aminometano (Tris) ------------------------------------------ 6,1 g 

Água destilada ---------------------------------------------------------------- 500 ml 

O pH do tampão foi acertado para 8,0 

 

• EDTA 0,02 M 

Solução de EDTA 0,2 M ----------------------------------------------------- 10,0 ml 

H2O ------------------------------------------------------------------------------ 90,0 ml 

 

• Tris 0,4 M pH 8,9 

Tris ------------------------------------------------------------------------------ 4,84 g 
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EDTA 0,2 M ------------------------------------------------------------------- 10,0 ml 

H2O destilada ------------------------------------------------------------------ 90,0 ml 

 

• DTNB 0,01 M 

DTNB ---------------------------------------------------------------------------- 13,2 mg 

Metanol -------------------------------------------------------------------------- 3,33 mL 

 

• Álcool 70% 

Etanol absoluto ------------------------------------------------------------------ 700 ml 

Água destilada ------------------------------------------------------------------- 300 ml 

 

3.6. Efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol em ratos 

 

 Os animais receberam tratamento com amifostina, v.o. ou s.c., em doses de 22,5, 

45, 90 ou 180 mg/kg, ou salina. Após 30 minutos, os animais receberam por gavagem etanol 

absoluto na dose de 5 ml/kg. Nos estudos tempo-resposta, essa indução ocorreu 6 ou 24 horas 

após o tratamento com amifostina. Após 1 hora da administração de etanol, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, foi feito uma laparotomia permitindo a 

extração do estômago. Este então foi aberto através de sua grande curvatura e estirado sobre 

uma superfície plana com auxílio de alfinetes (KO & CHO, 1998). Imagens digitais foram 

captadas sempre com um referencial métrico para posterior análise macroscópica através do 

software ImageJ. Amostras do estômago foram coletadas e congeladas a -80º C para dosagem 

de glutationa e hemoglobina. Outro fragmento foi retirado e colocado em formol 10%, 

seguido por álcool 70%, para análise microscópica.  

  

3.7. Papel dos neurônios aferentes no efeito protetor da amifostina na lesão gástrica 

induzida por etanol em ratos 

 

 A fim de estudar o papel dos neurônios aferentes no efeito protetor da amifostina 

na lesão gástrica, doses neurotóxicas de capsaicina (25, 50 e 50 mg/kg) foram administradas 

por via subcutânea com intervalo de 12 horas entre as administrações, totalizando 125 mg/kg. 

A capsaicina foi dissolvida em uma solução de etanol absoluto, polisorbato 80 (Tween® 80) e 

PBS (tampão fosfato-salino) na proporção de 1:1:8. Antes da administração de capsaicina, os 

animais receberam terbutalina 0,2 mg/kg i.p., teofilina 20 mg/kg i.m. e leve sedação com éter 
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etílico. Após 10 a 14 dias, gotejamos uma solução de capsaicina 0,1 mg/mL no olho do 

animal. Isso confirmaria se os que receberam previamente a capsaicina foram realmente 

desensibilizados. O gotejar dessa solução de capsaicina no olho normalmente causa certa 

irritação levando o animal a coçar os olhos. Naqueles desensibilizados essa reação deve estar 

ausente.  

  

Os animais controle, que não receberam capsaicina, receberam etanol absoluto por 

gavagem 30 minutos após o tratamento com salina, amifostina 90 mg/kg v.o. ou s.c. Aqueles 

que receberam previamente capsaicina foram tratados com amifostina 90 mg/kg v.o. ou s.c. 

30 minutos antes da indução da lesão com etanol absoluto. O sacrifício foi realizado por 

deslocamento cervical 1 hora após a administração de etanol. Em seguida foi feito uma 

laparotomia para retirada dos estômagos. Estes foram abertos através de suas grandes 

curvaturas e estirados em uma superfície plana para captação de imagens digitais. Essas 

imagens serviram para o estudo macroscópico feito com o software ImageJ. Duas amostras da 

mucosa foram retiradas e congeladas a –80º C para análise de glutationa e hemoglobina. 

Outra amostra foi colocada em formol a 10% e posteriormente em álcool 70% para o estudo 

histológico. 

 

3.8. Papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP, do óxido nítrico e da ciclooxigenase-2 

no efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol em ratos 

 

 Um estudo de modulação farmacológica foi feito utilizando glibenclamida 

(bloqueador dos canais de potássio sensíveis ao ATP), L-NAME (inibidor não específico da 

NOS - óxido nítrico sintase) e celecoxibe (inibidor seletivo da ciclooxigenase-2). 30 minutos 

antes da administração de amifostina, os animais receberam pré-tratamento com salina, 

glibenclamida 10 mg/kg v.o., L-NAME 10 mg/kg i.p. ou celecoxibe 10 mg/kg v.o. A 

amifostina foi administrada, na dose 90 mg/kg por v.o. ou s.c. Decorridos 30 minutos da 

administração de amifostina, a indução de lesão gástrica foi feita com etanol absoluto 5 ml/kg 

por gavagem. O sacrifício foi realizado por deslocamento cervical 1 hora após a 

administração de etanol. Em seguida, foi feito uma laparotomia permitindo a extração do 

estômago. Este então foi aberto através de sua grande curvatura e estirado sobre uma 

superfície plana com auxílio de alfinetes. Imagens digitais foram captadas sempre com um 

referencial métrico para posterior análise macroscópica através do software ImageJ. Amostras 

do estômago foram coletadas e congeladas a -80º C para dosagem de glutationa e 
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hemoglobina. Outro fragmento foi retirado e colocado em formol 10%, seguido por álcool 

70%, para análise microscópica. 

 

3.9. Avaliação histológica da mucosa dos animais 

 

 Amostras da mucosa de cada estômago foram retiradas e fixadas numa solução de 

formol a 10%, onde permaneceram por 24 horas. Após isto, as amostras foram transferidas 

para uma solução de álcool a 70%. Em seguida, o material biológico foi seccionado e 

embebido em parafina. Os corte de 5 micrômetros foram então corados com hematoxilina-

eosina para estudo à microscopia óptica. O critério para avaliação histológica foi o de Laine & 

Weinstein (1988), que atribui escores aos parâmetros edema (0-4), hemorragia (0-4), perda de 

células epiteliais (0-3) e infiltrado inflamatório (0-3), totalizando um máximo de 14 escores. 

A análise histológica foi feita por um experiente histopatologista (GACB) através de estudo 

cego.  

   

3.10. Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 

 

 O método de Sedlak, J. & Lindsay, R.H. (1968) foi utilizado para análise de 

glutationa nas amostras. Para determinação dos níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos 

uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa gástrica dos animais foi homogeneizada em 1 ml de 

EDTA 0.02 M para cada 100 mg de tecido. Alíquotas de 400 µL do homogeneizado foram 

misturadas a 320 µL de água destilada e a 80 µL de ácido tricloroacético (TCA) a 50% para 

precipitação de proteínas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4º C. A 

um total de 400 µL do sobrenadante foi adicionado 800 µL de tampão Tris 0,4 M (pH 8.9) e 

20 µL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura foi agitada por 3 minutos e a 

absorbância foi lida a 412 nm em espectrofotômetro. As concentrações de grupos sulfidrílicos 

não-protéicos foram expressas em µg de NP-SH/g de tecido.  

 

3.11. Quantificação dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 

 

 Para determinação da hemoglobina, cuja presença é indicadora de hemorragia, foi 

utilizado um teste colorimétrico para cianohematoglobina. Esse método baseia-se na oxidação 

do ferro II da molécula de hemoglobina pelo ferricianeto de potássio formando a 

metahemoglobina que por sua vez é convertida em cianohematoglobina após reação com 
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cianeto de potássio, proporcionando uma coloração avermelhada proporcional à concentração 

de hemoglobina na amostra.  

 

No trabalho foi utilizado um kit padrão para hemoglobina (Bioclin), contendo o 

reagente de cor para hemoglobina (reagente de Drabkin´s). Uma amostra de tecido do 

estômago de cada animal foi homogeneizada em solução de Drabkin´s (100 mg de tecido/1 

mL de solução), sendo preparada de acordo com o fabricante (Bioclin). Logo após, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

retirado, filtrado usando um filtro de 0,22 µm e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10 

minutos. A concentração de hemoglobina/100 mg de tecido foi determinada a partir de uma 

curva padrão de hemoglobina, sendo a dosagem feita em leitora de ELISA com a absorbância 

de 540 nm. Os resultados foram expressos em µg de Hb/100 mg de tecido. 

   

3.12. Análise estatística 

 

 Os dados estão expressos como média ± EPM (variáveis com distribuição normal) 

ou como mediana ± mínimo e máximo (variáveis sem distribuição normal). A análise 

estatística foi feita usando o teste de análise de variância ANOVA seguido do teste de 

Newman-Keuls quando apropriado. Os escores histológicos foram avaliados pelo teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de múltiplas comparações de Dunn. 

Significância estatística foi observada quando p<0,05. O número de animais utilizados em 

cada grupo estudado (n) variou de 5 a 7. Para realização dos testes estatísticos foi utilizado o 

software Prism versão 4 da GraphPad Software.        
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol: curva dose-

resposta 

 

Nas figuras 5, 6 e 7 podemos observar que os animais submetidos ao etanol 

absoluto apresentaram, após uma hora, extensas áreas ulceradas em suas mucosas gástricas, 

enquanto aqueles submetidos a apenas salina não apresentaram lesões. Também podemos 

observar que os animais que, 30 minutos antes da administração de etanol, receberam 

amifostina, tanto via oral (figura 6) como subcutânea (figura 5 e 7), tiveram lesões 

significativamente menores (doses de 45, 90 e 180 mg/kg v.o. e 90 e 180 mg/kg s.c.) quando 

comparados ao grupo etanol. Essa redução no índice de lesão gástrica se deu de forma dose-

dependente.  

 

4.1.1. Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 

tratados com salina ou amifostina 

 

Observar-se na tabela 1 que o uso da amifostina 90 e 180 mg/kg v.o. reduziu 

significativamente (p<0,05) a hemorragia, o edema e a perda de células epiteliais causados 

pelo uso de etanol. Na tabela 2, observa-se que a amifostina 90 mg/kg s.c. reduziu de forma 

significativa a perda de células epiteliais e a hemorragia. Também observamos que amifostina 

180 mg/kg s.c. reduziu o edema e a perda de células epiteliais induzidos pelo etanol. Não se 

observou diferença na infiltração de células inflamatórias em nenhum dos grupos 

experimentais.  

 

As figuras 8 e 9 apresentam os valores referentes ao somatório dos parâmetros, 

hemorragia (0-4 escores), edema (0-3 escores), perda de células epiteliais (0-3 escores) e 

infiltrado inflamatório (0-4 escores), totalizando um máximo de 14 escores. Verifica-se na 

figura 8 que a amifostina v.o. nas doses de 45, 90 e 180 mg/kg diminui de forma significativa 

os efeitos do etanol na mucosa gástrica sobre a somatória dos parâmetros avaliados. Uma 

diminuição também significativa pode ser observada na figura 9 com o uso da amifostina s.c. 

nas doses de 90 e 180 mg/kg, quando comparado com os animais tratados com salina + 

etanol. 
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4.1.2. Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais submetidos 

ao etanol tratados com salina ou amifostina 

 

A determinação dos níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos na mucosa 

gástrica dos animais mostrou que a administração de etanol reduziu significativamente o nível 

gástrico de glutationa quando comparado ao grupo controle salina. Na figura 10, podemos 

observar que a administração prévia de amifostina v.o. nas doses de 45, 90 e 180 mg/kg 

previne essa redução de forma significativa. Efeito semelhante pode ser observado na figura 

11 com o uso da amifostina s.c. nas doses de 90 e 180 mg/kg. 

 

4.1.3. Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 

submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina 

 

 A administração de etanol absoluto elevou de forma significativa os níveis de 

hemoglobina na mucosa gástrica dos animais, quando comparados ao grupo controle salina. A 

administração de amifostina v.o. (figura 12) nas doses 45, 90 e 180 mg/kg e amifostina s.c. 

(figura 13) nas doses 90 e 180 mg/kg reduziu significativamente essa lesão hemorrágica 

induzida por etanol, corroborando os achados da análise macroscópica.   
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Figura 5: Efeito macroscópico e microscópico do uso de amifostina na lesão gástrica 
induzida por etanol. Fotos A e C: salina e etanol 5 ml/kg v.o. Fotos B e D: amifostina s.c. 90 
mg/kg e etanol 5 ml/kg. 
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Figura 6: Efeito protetor da amifostina (v.o.) na lesão gástrica induzida por etanol. Os 
animais receberam salina ou amifostina v.o. nas doses de 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg. 30 
minutos após, os animais receberam, por gavagem, etanol absoluto na dose de 5 ml/kg. Após 
uma hora, o índice de lesão gástrica foi medido. A administração de amifostina v.o. nas doses 
45, 90 e 180 mg/kg reduziu significativamente o índice de lesão gástrica induzida por etanol. 
Os resultados são expressos por média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,01, quando comparado ao 
grupo salina + salina. (*) p<0,05; (**) p<0,01, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.  
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Figura 7: Efeito protetor da amifostina (s.c.) na lesão gástrica induzida por etanol. Os 
animais receberam salina ou amifostina s.c. nas doses de 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg. 30 
minutos após, os animais receberam, por gavagem, etanol absoluto na dose de 5 ml/kg. Após 
uma hora, o índice de lesão gástrica foi medido. A administração de amifostina s.c. nas doses 
90 e 180 mg/kg reduziu significativamente o índice de lesão gástrica induzida por etanol. Os 
resultados são expressos por média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,01, quando comparado ao grupo 
salina + salina. (*) p<0,05; (**) p<0,01, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.  
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Tabela 1: Avaliação microscópica: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 
edema e hemorragia em estômago de ratos tratados com amifostina v.o. 
 

Tratamentos Perda de células 
(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório     
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina 
 

0 0 0 0 

Salina + Etanol 
 

3 (2-3)# 0 3 (3-4)# 3 (3-4)# 

Amf 22,5 mg /kg + 
Etanol 

2 (1-2) 0 3 (2-4) 2 (2-4) 

Amf 45 mg /kg + 
Etanol 

1 (1-3) 0 2 (1-2) 1 (1-3) 

Amf 90 mg /kg + 
Etanol 

1 (0-1)* 0 1 (0-2)* 1 (0-2)* 

Amf 180 mg /kg + 
Etanol 

1 (0-2)* 0 1 (0-2)* 1 (0-2)* 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol; (#) p<0,05 vs Salina. Teste de Kruskal-Wallis.  
 
 
Tabela 2: Avaliação microscópica: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 
edema e hemorragia em estômago de ratos tratados com amifostina s.c. 
 

Tratamentos Perda de células 
(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório     
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina 
 

0 (0-1) 0 0 0 

Salina + Etanol 
 

2 (2-3)# 0 3 (2-4)# 4 (3-4)# 

Amf 22,5 mg /kg + 
Etanol  

2 (1-3) 0 2 (1-3) 3 (3-4) 

Amf 45 mg /kg + 
Etanol 

1 (0-1) 0 1 (1-3) 2 (0-2) 

Amf 90 mg /kg + 
Etanol 

0 (0-1)* 0 1 (0-1) 1 (0-1)* 

Amf 180 mg /kg + 
Etanol 

0 (0-1)* 0 0 (0-1)* 1 (0-2) 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol; (#) p<0,05 vs Salina. Teste de Kruskal-Wallis. 
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Figura 8: Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 
tratados com salina ou amifostina v.o. Os animais receberam salina + salina, salina + 
etanol, amifostina v.o. (22,5, 45, 90 ou 180 mg/kg) + etanol. Amostras dos estômagos foram 
retiradas para análise microscópica, onde foram avaliados: perda de células epiteliais, 
infiltrado inflamatório, edema e hemorragia. A administração de amifostina nas doses de 45, 
90 e 180 mg/kg reduziu o efeito lesivo do etanol de forma significativa. Os resultados estão 
expressos por média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,01, quando comparado ao grupo salina + salina; 
(*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. Kruskal-Wallis/Dunn. 
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Figura 9: Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 
tratados com salina ou amifostina s.c. Os animais receberam salina e salina, salina e etanol, 
amifostina s.c. (22,5, 45, 90 e 180 mg/kg) e etanol. Amostras dos estômagos foram retiradas 
para análise microscópica, onde foram avaliados: perda de células epiteliais, infiltrado 
inflamatório, edema e hemorragia. A administração de amifostina nas doses de 90 e 180 
mg/kg reduziu o efeito lesivo do etanol de forma significativa. Os resultados estão expressos 
por média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,01, quando comparado ao grupo salina + salina; (*) 
p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. Kruskal-Wallis/Dunn. 
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Figura 10: Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina v.o. Os animais receberam 
amifostina v.o. nas doses 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg ou salina. Após 30 minutos receberam, por 
gavagem, etanol 5 ml/kg ou salina. A administração de etanol absoluto diminuiu de forma 
significativa o nível de glutationa na mucosa gástrica quando comparado ao grupo controle 
salina. A administração da amifostina v.o. nas doses de 45, 90 e 180 mg/kg preveniu esse 
efeito. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando 
comparado ao grupo controle salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls.    
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Figura 11: Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina s.c. Os animais receberam 
amifostina s.c. nas doses 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg ou salina. Após 30 minutos receberam, por 
gavagem, etanol 5 ml/kg ou salina. A administração de etanol absoluto diminuiu de forma 
significativa o nível de glutationa na mucosa gástrica quando comparado ao grupo controle 
salina. A administração da amifostina s.c. nas doses de 90 e 180 mg/kg preveniu esse efeito. 
Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando comparado ao 
grupo controle salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. ANOVA, 
seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 12: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina v.o. Os animais receberam 
amifostina v.o. nas doses 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg ou salina. Após 30 minutos receberam, por 
gavagem, etanol 5 ml/kg ou salina. O etanol elevou de forma significativa os níveis de 
hemoglobina na mucosa gástrica quando comparado ao grupo salina. A administração de 
amifostina v.o. nas doses 45, 90 e 180 mg/kg reverteu essa lesão hemorrágica de forma 
significativa. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando 
comparado ao grupo controle salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 13: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina s.c. Os animais receberam 
amifostina s.c. nas doses 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg ou salina. Após 30 minutos receberam, por 
gavagem, etanol 5 ml/kg ou salina. O etanol elevou de forma significativa os níveis de 
hemoglobina na mucosa gástrica quando comparado ao grupo salina. A administração de 
amifostina s.c. nas doses 90 e 180 mg/kg reverteu essa lesão hemorrágica de forma 
significativa. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando 
comparado ao grupo controle salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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4.2. Efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol: estudo tempo-

resposta 

 

 As figura 14 e 15 mostram a análise macroscópica de animais que receberam 

etanol absoluto 5 ml/kg e pré-tratamento com salina, amifostina v.o. (90 mg/kg) 6 ou 24 horas 

antes, amifostina s.c. (90 mg/kg) 6 ou 24 horas antes. O grupo que recebeu etanol e pré-

tratamento com salina mostrou lesões hemorrágicas significativas quando comparado ao 

grupo salina. A administração de amifostina, tanto por via oral 6 ou 24 horas antes, como por 

via subcutânea 6 horas ou 24 horas antes, preveniu o dano hemorrágico induzido pelo etanol.    

 

4.2.1. Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 

tratados com salina ou amifostina 

 

 A tabela 3 mostra os valores dos escores histológicos dos grupos controles e dos 

grupos que foram pré-tratados com amifostina v.o. e s.c., 6 e 24 horas antes da administração 

de etanol absoluto. Houve redução significativa nos parâmetros perda de células epiteliais, 

edema e hemorragia. Não houve diferença entre os grupos quanto ao infiltrado inflamatório. 

 

A figura 16 mostra o efeito do pré-tratamento com amifostina sobre o somatório 

dos parâmetros avaliados. Os grupos que receberam amifostina (v.o. ou s.c., 6 ou 24 horas 

antes) + etanol apresentaram somatórios significativamente menores quando comparados 

aqueles que receberam salina + etanol.    

 

4.2.2. Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais submetidos 

ao etanol tratados com salina ou amifostina 

 

 A administração de etanol reduziu significativamente os níveis de glutationa na 

mucosa gástrica dos ratos uma hora após sua administração por gavagem. Na figura 15, 

observamos que o pré-tratamento com amifostina 90 mg/kg, tanto v.o. quanto s.c., seja 6 ou 

24 horas antes do etanol, elevou os níveis dos grupos sulfidrílicos de forma significativa 

comparado ao grupo etanol.  
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4.2.3. Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 

submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina 

 

 A quantidade de hemoglobina encontrada na mucosa dos animais que receberam 

salina + etanol foi significativamente maior comparada àqueles que receberam apenas salina. 

Na figura 16, observamos que a administração de amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., 6 ou 24 

horas antes do etanol, foi capaz de reduzir de forma significativa a lesão hemorrágica induzida 

por esta substância.  
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Figura 14: Efeito macroscópico e microscópico do uso de amifostina na lesão gástrica 
induzida por etanol. A amifostina 90 mg/kg, s.c. e v.o., 6 e 24 horas antes, reverteu o efeito 
lesivo do etanol. Fotos A e C: salina e etanol 5 ml/kg v.o. Fotos B e D: amifostina v.o. 90 
mg/kg 24h antes e etanol 5 ml/kg v.o.  
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Figura 15: Efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol: estudo 
tempo-resposta. Os animais receberam etanol absoluto por gavagem e pré-tratamento com 
salina ou amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., 6 ou 24 horas antes. A administração de etanol 
causou lesões hemorrágicas significativas quando comparadas ao grupo salina. A 
administração de amifostina 90 mg/kg, v.o. e s.c., 6 e 24 horas antes, reduziu 
significativamente o efeito lesivo do etanol.  Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (#) p<0,05, quando comparado ao grupo controle salina. (*) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Tabela 3: Avaliação microscópica: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 
edema e hemorragia em estômago de ratos tratados com amifostina 90mg/kg, v.o. e s.c., 
6 e 24 horas. 
 

Tratamentos Perda de células 
(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório    
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina 
 

0 (0-1) 0 0 (0-1) 0 

Salina + Etanol 
 

3 (2-3)# 0 3 (2-4)# 4 (3-4)# 

Amf 90 mg /kg 
(v.o. 6h) + Etanol 

0 (0-2)* 0 1 (0-1)* 0 (0-1)* 

Amf 90 mg /kg 
(v.o. 24h) + Etanol 

1 (0-1)* 0 0 (0-1)* 0 (0-1)* 

Amf 90 mg /kg 
(s.c. 6h) + Etanol 

0 (0-3)* 0 1 (0-2)* 0 (0-1)* 

Amf 90 mg /kg 
(s.c. 24h) + Etanol 

0 (0-1)* 0 1 (0-1)* 1 (0-1)* 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol; (#) p<0,05 vs Salina. Teste de Kruskal-Wallis.  
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Figura 16: Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 
tratados com salina ou amifostina, v.o. ou s.c., 6 ou 24 horas antes. Os animais receberam 
etanol absoluto por gavagem e pré-tratamento com salina ou amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., 
6 ou 24 horas antes. Amostras dos estômagos foram retiradas para análise microscópica, onde 
foram avaliados: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, edema e hemorragia. A 
administração de amifostina 90 mg/kg, v.o. e s.c., 6 e 24 horas antes, reduziu 
significativamente o efeito lesivo do etanol. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (#) p<0,01, quando comparado ao grupo controle salina. (*) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + etanol. Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. 
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Figura 17: Análise dos níveis de Glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina. Os animais receberam salina + 
salina, salina + etanol, amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., 6 ou 24 horas antes do etanol. A 
determinação dos grupos sulfidrílicos mostrou que os animais que receberam salina + etanol 
tiveram uma redução significativa no nível desses grupos quando comparado ao grupo salina 
+ salina. Foi observado também que os animais pré-tratados com amifostina, v.o. e s.c., 6 e 24 
horas, mostraram elevados níveis de grupos sulfidrílicos. Os resultados estão expressos pela 
média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, 
quando comparado ao grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 18: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com salina ou amifostina. Os animais receberam salina + 
salina, salina + etanol, amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., 6 ou 24 horas antes do etanol. Os 
animais que receberam salina + etanol tiveram níveis significativamente maiores de 
hemoglobina na mucosa gástrica quando comparados ao grupo salina. A administração de 
amifostina 90 mg/kg, v.o. e s.c., 6 e 24 horas antes do etanol, preveniu esse efeito 
hemorrágico induzido pelo etanol. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). 
(#) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, quando comparado ao 
grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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4.3. Papel dos neurônios de via aferente no efeito protetor da amifostina na lesão 

gástrica induzida por etanol em ratos 

 

Para estudar a importância da via aferente neuronal no efeito gastroprotetor da 

amifostina, realizou-se o pré-tratamento com doses neurotóxicas de capsaicina, sendo 

observado que a ablação dos neurônios aferentes pela capsaicina reverteu de forma 

significativa a proteção da amifostina contra a lesão gástrica induzida pelo etanol (figura 20). 

Na figura 19, pode-se observar que o dano hemorrágico macroscópico causado por etanol é 

prevenido pelo uso da amifostina 90 mg/kg v.o. e s.c., mas essa proteção é revertida quando 

os animais são pré-tratados com capsaicina. 

 

4.3.1. Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 

tratados com capsaicina e/ou amifostina 

 

Os valores de cada parâmetro, perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 

edema e hemorragia estão expostos na tabela 4. A amifostina 90 mg/kg tanto v.o. como s.c. 

reduziu significativamente o edema, a perda de células epiteliais e a hemorragia induzidos 

pelo etanol. Na tabela 4, observamos que a depleção dos neurônios aferentes pela capsaicina 

125 mg/kg s.c. reverteu essa proteção. Não houve diferença entre os grupos com relação ao 

infiltrado inflamatório.  

 

Na figura 21, que corresponde ao somatório dos escores histológicos da análise 

microscópica, observa-se que a depleção dos neurônios aferentes pela capsaicina reverteu de 

forma significativa o efeito protetor da amifostina na mucosa gástrica de ratos submetidos ao 

etanol. 

  

4.3.2. Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais submetidos 

ao etanol tratados com capsaicina e/ou amifostina 

   

A figura 22 demonstra que o efeito protetor da amifostina, elevando os níveis de 

grupos sulfidrílicos não-protéicos na mucosa gástrica, é revertido pelo pré-tratamento com 

capsaicina, sugerindo que neurônios de via aferente podem ter alguma influência sobre esse 

efeito.    
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4.3.3. Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 

submetidos ao etanol tratados com capsaicina e/ou amifostina 

 

A figura 23 demonstra que o uso de doses neurotóxicas de capsaicina nos ratos 

reverteu a proteção gástrica promovida pela amifostina contra hemorragia induzida pelo 

etanol. Os níveis de hemoglobina na mucosa gástrica dos animais tratados com capsaicina, 

previamente ao uso de amifostina e etanol, foram significativamente maiores quando 

comparados aos animais que receberam salina + amifostina + etanol.   
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Figura 19: Efeito da depleção de neurônios aferentes pela capsaicina sobre o efeito 
gastroprotetor da amifostina na lesão gástrica induzida pelo etanol. A depleção de 
neurônios aferentes pela administração de doses neurotóxicas de capsaicina reverteu a 
proteção gástrica da amifostina contra o efeito lesivo do etanol. Fotos A e C: salina s.c. + 
amifostina v.o. (90 mg/kg) + etanol v.o. (5 ml/kg). Fotos B e D: capsaicina s.c. (125 mg/kg) + 
amifostina v.o. (90 mg/kg) + etanol v.o. (5 ml/kg). 
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Figura 20: Efeito da depleção de neurônios aferentes pela capsaicina sobre o efeito 
gastroprotetor da amifostina na lesão gástrica induzida pelo etanol. Os animais foram 
tratados com capsaicina 125 mg/kg s.c. ou salina. Após 10 dias, receberam amifostina (Amf) 
90 mg/kg v.o. ou s.c. e 30 minutos após receberam etanol 5 ml/kg v.o. A administração de 
amifostina 90 mg/kg v.o. e s.c. reverteu de forma significativa as lesões ulceradas induzidas 
por etanol. A administração prévia de capsaicina reverteu esse efeito protetor da amifostina. 
Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao 
grupo salina + etanol. (ψ) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + amifostina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Tabela 4: Avaliação microscópica do efeito da depleção de neurônios aferentes pela 
capsaicina no efeito gastroprotetor da amifostina na lesão gástrica por etanol. 
 

Tratamentos Perda de 
células         

(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório     
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina + Etanol 
 
 

2,5 (2-3) 0 3 (2-4) 3 (2-4) 

Salina + Amifostina 
90mg/kg (v.o.) + 

Etanol  

1 (0-1)* 0 0 (0-1)* 0* 

Capsaicina + 
Amifostina 90mg/kg 

(v.o.) + Etanol  

2 (2-3)ψ 0 3 (2-3)ψ 3 (3-4)ψ 

Salina + Amifostina 
90mg/kg (s.c.) + 

Etanol 

2 0 0* 0* 

Capsaicina + 
Amifostina 90mg/kg 

(s.c.) + Etanol  

2,5 (2-3) 0 2 (1-3)ψ 3,5 (3-4)ψ 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol. (ψ) p<0,05 vs Salina + Amifostina + Etanol. Teste de Kruskal-Wallis.  
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Figura 21: Avaliação histológica do efeito da depleção de neurônios aferentes pela 
capsaicina sobre o efeito gastroprotetor da amifostina na lesão gástrica por etanol. Os 
animais foram tratados com capsaicina 125 mg/kg s.c. ou salina. Após 10 dias, receberam 
amifostina (Amf) 90 mg/kg, v.o. ou s.c., e 30 minutos após receberam etanol 5 ml/kg v.o. 
Uma amostra do estômago foi retirada para análise microscópica, onde foram avaliados: perda 
de células epiteliais, infiltrado inflamatório, edema e hemorragia. A atividade histológica foi 
determinada por escores numa escala de 0 a 14. Sob análise histológica, a administração de 
doses neurotóxicas de capsaicina reverteu a proteção gástrica da amifostina contra a lesão 
induzida pelo etanol. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) p<0,05, 
quando comparado ao grupo salina + etanol. (ψ) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + 
amifostina + etanol. Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. 
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Figura 22: Análise dos níveis de Glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com doses neurotóxicas de capsaicina e amifostina. Os 
animais foram tratados com capsaicina 125 mg/kg s.c. ou salina. Após 10 dias, receberam 
amifostina (Amf) 90 mg/kg, v.o. ou s.c., e 30 minutos após receberam etanol 5 ml/kg v.o. O 
grupo que recebeu salina e etanol apresentou um nível bastante reduzido de grupos 
sulfidrílicos. Grupos que receberam pré-tratamento com amifostina tiveram níveis de GSH 
significativamente maiores aos do grupo etanol. Foi observado também que administração de 
doses neurotóxicas de capsaicina reverteu esse efeito protetor da amifostina sobre os níveis de 
glutationa na mucosa gástrica. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) 
p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. (ψ) p<0,05, quando comparado ao grupo 
salina + amifostina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 23: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com doses neurotóxicas de capsaicina e amifostina. Os 
animais foram tratados com capsaicina 125 mg/kg s.c. ou salina. Após 10 dias, receberam 
amifostina (amf) 90 mg/kg, v.o. ou s.c., e 30 minutos após receberam etanol 5 ml/kg v.o. Os 
níveis de hemoglobina na mucosa gástrica dos animais tratados com doses neurotóxicas de 
capsaicina estavam significativamente elevados quando comparados ao dos animais que não 
receberam capsaicina. A administração de capsaicina em doses neurotóxicas reverteu a 
proteção gástrica da amifostina contra hemorragia induzida por etanol. Os resultados estão 
expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + 
etanol. (ψ) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + amifostina + etanol. ANOVA, 
seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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4.4. Papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP, do óxido nítrico e da ciclooxigenase-2 

no efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol em ratos 

 

 Para estudar um possível efeito dos canais de potássio sensíveis ao ATP, do óxido 

nítrico e da ciclooxigenase-2 na proteção gástrica conferida pela amifostina, foram 

administrados, respectivamente, glibenclamida 10 mg/kg v.o., L-NAME 10 mg/kg i.p. e 

celecoxibe 10 mg/kg v.o.  

  

O grupo que recebeu salina + etanol apresentou lesões macroscópicas 

hemorrágicas consideráveis. Os animais que receberam amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c. + 

etanol apresentaram lesões significativamente menores que os do grupo etanol. O pré-

tratamento desses animais com glibenclamida, L-NAME ou celecoxibe não alterou, de forma 

significativa, o efeito protetor da amifostina na lesão gástrica induzida pelo etanol (figuras 24, 

25 e 26).   

 

4.4.1. Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 

tratados com amifostina – modulação farmacológica com glibenclamida, L-NAME e 

celecoxibe 

 

 Nas tabelas 5 e 6, observa-se que a amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., diminuiu 

significativamente a hemorragia, o edema e a perda de células epiteliais induzidos pelo etanol. 

Observa-se que o grupo pré-tratado com L-NAME apresentou números significativamente 

menores quando comparado ao grupo etanol nos parâmetros edema, hemorragia e perda de 

células epiteliais (tabela 5) e edema e hemorragia (tabela 6). No parâmetro hemorragia, o 

grupo pré-tratado com glibenclamida foi também estatisticamente diferente do grupo etanol 

(tabelas 5 e 6). Não houve diferença entre os grupos quanto ao infiltrado inflamatório. 

  

As figuras 27 e 28 mostram os somatórios dos parâmetros avaliados. Todos os 

grupos que receberam amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., foram estatisticamente diferentes do 

grupo etanol. 
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4.4.2. Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais submetidos 

ao etanol tratados com amifostina – modulação farmacológica com glibenclamida, L-

NAME e celecoxibe 

 

 As figuras 25 e 26 mostram os valores obtidos a partir da determinação dos níveis 

de glutationa na mucosa gástrica dos animais uma hora após a administração de etanol. O 

tratamento com amifostina 90 mg/kg, v.o. e s.c., elevou os níveis de grupos sulfidrílicos de 

forma significativa quando comparado ao grupo salina + etanol. Esse efeito não foi alterado, 

de forma significativa, pelo pré-tratamento com glibenclamida 10 mg/kg v.o., celecoxibe 10 

mg/kg v.o. ou L-NAME 10 mg/kg i.p.   

 

4.3.3. Quantificação dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 

submetidos ao etanol tratados com amifostina – modulação farmacológica com 

glibenclamida, L-NAME e celecoxibe 

 

 A determinação dos níveis de hemoglobina na mucosa gástrica dos animais, 

exposta nas figuras 27 e 28, revelou que o uso da amifostina 90 mg/kg, v.o. ou s.c., protegeu 

contra o dano hemorrágico induzido pelo etanol absoluto na mucosa gástrica de ratos. Essa 

proteção não foi revertida pelo pré-tratamento com glibenclamida (um bloqueador de canais 

de potássio sensíveis ao ATP), L-NAME (um inibidor não específico da óxido nítrico sintase) 

ou celecoxibe (inibidor seletivo de ciclooxigenase-2). 
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Figura 24: Efeito macroscópico e microscópico do uso de glibenclamida, celecoxibe e L-
NAME na proteção promovida pela amifostina contra a lesão gástrica induzida por 
etanol. A glibenclamida (10 mg/kg v.o.), o celecoxibe (10 mg/kg v.o.) e o L-NAME (10 
mg/kg i.p.) não influenciaram significativamente o efeito protetor da amifostina 90 mg/kg v.o. 
ou s.c. na lesão gástrica induzida por etanol 5 ml/kg v.o. Fotos A e C: salina + etanol; Fotos B 
e D: L-NAME + amifostina + etanol.   
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Figura 25: Avaliação macroscópica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao 
etanol tratados com amifostina 90 mg/kg v.o. – Modulação farmacológica. Os animais 
receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou celecoxibe 
(Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg v.o. foi administrada. A lesão 
gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. A amifostina reduziu 
de forma significativa as lesões gástricas produzidas pelo etanol. Esse efeito não foi alterado 
de forma significativa pelo pré-tratamento com glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os 
resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao 
grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 26: Avaliação macroscópica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao 
etanol tratados com amifostina 90 mg/kg s.c. – Modulação farmacológica. Os animais 
receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou celecoxibe 
(Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg s.c. foi administrada. A lesão 
gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. A amifostina reduziu 
de forma significativa as lesões gástricas produzidas pelo etanol. Esse efeito não foi alterado 
de forma significativa pelo pré-tratamento com glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os 
resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao 
grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Tabela 5: Avaliação microscópica: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 
edema e hemorragia em estômago de ratos tratados com amifostina v.o. – Modulação 
farmacológica 
 

Tratamentos Perda de células 
(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório   
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina + Etanol 
 

3 (2-3) 
 
 

0 3 (3-4) 4 

Salina + Amf + 
Etanol 

  

0,5 (0-1)* 0 1 (0-1)* 0 (0-1)* 

Glib + Amf + Etanol  
 

1,5 (1-2) 
 
 

0 1 (1-2) 0,5 (0-1)* 

Clx + Amf + Etanol 
 

1 (0-3) 
 
 

0 1,5 (1-2) 1,5 (1-3) 

LNM + Amf + 
Etanol 

 

0* 0 1 (0-3)* 1 (0-3)* 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol. Teste de Kruskal-Wallis.  
 
Tabela 6: Avaliação microscópica: perda de células epiteliais, infiltrado inflamatório, 
edema e hemorragia em estômago de ratos tratados com amifostina s.c. – Modulação 
farmacológica 
 

Tratamentos Perda de células 
(3 escores) 

Infiltrado 
inflamatório   
(3 escores) 

Edema         
(4 escores) 

Hemorragia     
(4 escores) 

Salina + Etanol 
 

2 (2-3) 
 
 

0 4 (3-4) 3 (3-4) 

Salina + Amf + 
Etanol 

  

0,5 (0-1)* 0 1 (0-2)* 0 (0-1)* 

Glib + Amf + Etanol  
 

1,5 (0-2) 
 
 

0 1 (1-3) 0,5 (0-2)* 

Clx + Amf + Etanol 
 

1 (0-2) 
 
 

0 2 (0-3) 1 (0-3) 

LNM + Amf + 
Etanol 

 

1 (0-2) 0 0,5 (0-2)* 1 (0-1)* 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. n=5-7 (*) p<0,05 vs 
Salina + Etanol. Teste de Kruskal-Wallis.  
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Figura 27: Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 
tratados com amifostina 90 mg/kg v.o. – Modulação farmacológica. Os animais receberam 
L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou celecoxibe (Clx) 10 
mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg v.o. foi administrada. A lesão gástrica 
foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. A amifostina protegeu a mucosa 
gástrica contra o dano provocado pelo etanol e essa proteção não foi revertida pelo uso de 
glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. Kruskal-Wallis, seguido 
pelo teste de Dunn. 
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Figura 28: Avaliação histológica da mucosa gástrica dos animais submetidos ao etanol 
tratados com amifostina 90 mg/kg s.c. – Modulação farmacológica. Os animais receberam 
L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou celecoxibe (Clx) 10 
mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg s.c. foi administrada. A lesão gástrica 
foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. A amifostina protegeu a mucosa 
gástrica contra o dano provocado pelo etanol e essa proteção não foi revertida pelo uso de 
glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. Kruskal-Wallis, seguido 
pelo teste de Dunn. 
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Figura 29: Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com amifostina 90 mg/kg v.o. – Modulação farmacológica. 
Os animais receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou 
celecoxibe (Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg v.o. foi 
administrada. A lesão gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. 
A amifostina preveniu, de forma significativa, a redução nos níveis de grupos sulfidrílicos 
induzida pelo etanol. Esse efeito protetor não foi revertido pelo pré-tratamento com 
glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (#) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 30: Análise dos níveis de glutationa (GSH) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com amifostina 90 mg/kg s.c. – Modulação farmacológica. 
Os animais receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou 
celecoxibe (Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg s.c. foi 
administrada. A lesão gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. 
A amifostina preveniu, de forma significativa, a redução nos níveis de grupos sulfidrílicos 
induzida pelo etanol. Esse efeito protetor não foi revertido pelo pré-tratamento com 
glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME. Os resultados estão expressos pela média ± EPM 
(n=5-7). (#) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + etanol. ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 



81 

Salina Salina Salina Glib Clx LNM
0

1000

2000

3000

4000

Amifostina v.o. (90 mg/kg)

Etanol absoluto (5 ml/kg)

#

* *
* *

H
b 

( µ
g/

10
0 

m
g 

de
 te

ci
do

)

 
Figura 31: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com amifostina 90 mg/kg v.o. – Modulação farmacológica. 
Os animais receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou 
celecoxibe (Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg v.o. foi 
administrada. A lesão gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. 
A hemorragia provocada pelo etanol foi prevenida pelo uso de amifostina 90 mg/kg v.o. O 
pré-tratamento com glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME não alterou esse efeito protetor da 
amifostina. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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Figura 32: Análise dos níveis de hemoglobina (Hb) na mucosa gástrica dos animais 
submetidos ao etanol tratados com amifostina 90 mg/kg s.c. – Modulação farmacológica. 
Os animais receberam L-NAME (LNM) 10 mg/kg i.p., glibenclamida (Glib) 10 mg/kg v.o. ou 
celecoxibe (Clx) 10 mg/kg v.o. Trinta minutos após, amifostina 90 mg/kg s.c. foi 
administrada. A lesão gástrica foi induzida pelo etanol absoluto 5 ml/kg trinta minutos após. 
A hemorragia provocada pelo etanol foi prevenida pelo uso de amifostina 90 mg/kg s.c. O 
pré-tratamento com glibenclamida, celecoxibe ou L-NAME não alterou esse efeito protetor da 
amifostina. Os resultados estão expressos pela média ± EPM (n=5-7). (#) p<0,05, quando 
comparado ao grupo salina + salina. (*) p<0,05, quando comparado ao grupo salina + etanol. 
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 A gastrite aguda é um termo abrangente que cobre um largo espectro de entidades 

que induzem alterações inflamatórias na mucosa gástrica. Nos Estados Unidos, ela é 

responsável por aproximadamente 2 milhões de visitas ao consultório médico a cada ano 

(WEHBI et al., 2006). A gastrite aguda possui um número de causas, incluindo o uso de 

fármacos antiinflamatórios não-esteroidais, etanol, isquemia, infecções bacterianas 

(Helicobacter pylori), virais (citomegalovírus) e fúngicas (histoplasma), stress agudo 

(choque), radiação e refluxo biliar (substância alcalina) (FAUCI et al., 2008). O mecanismo 

comum de injúria é o desequilíbrio entre fatores agressivos (como ácido clorídrico, pepsina, 

proteases e radicais livres) e protetores (como óxido nítrico, prostaglandinas, muco, grupos 

sulfidrílicos não-protéicos, bicarbonato e fluxo sanguíneo) que mantêm a integridade da 

mucosa gástrica (GLAVIN & SZABO, 1992). 

  

O modelo de lesão gástrica induzida por etanol já é bastante conhecido na 

literatura. A lesão induzida pelo etanol se deve a diversos mecanismos. Samonina et al. 

(2004) descreveram que o etanol induz distúrbios na microcirculação, liberação de endotelina, 

degranulação de mastócitos, inibição de prostaglandinas e diminuição da produção de muco. 

Oates e Hakkinen (1988) mostraram que o contato com o etanol provoca solubilização e 

conseqüente inativação do muco protetor, aumento da secreção ácida e alteração da rede 

vascular local, por rompimento dos vasos sanguíneos que irrigam a mucosa gástrica. 

Fisiopatologicamente, a lesão gástrica por etanol é mediada ou modulada por diversos fatores 

tais como a ciclooxigenase, lipoxigenase, citocinas, tromboxanos e radicais livres derivados 

do oxigênio (SAIKA et al., 2000; TARNAWSKI et al., 1998). Ainda no estômago, o etanol 

causa depleção dos grupos sulfidrílicos não-protéicos, necessários para a estabilização das 

membranas celulares e para a eliminação de espécies reativas de oxigênios (SZABO et al., 

1981).     

 

Indiscutivelmente, uma terapia eficaz para a gastropatia alcoólica poderia ser 

padronizada investigando os mecanismos subjacentes que contribuem para a lesão da mucosa 

gástrica (LEE et al., 2005). Compreender os mecanismos preferencialmente envolvidos na 

gastropatia alcoólica poderia ser um alvo final para a prevenção e tratamento desta patologia. 

Tendo em vista a importância da busca de fármacos que atuem na proteção gástrica contra o 

etanol, nosso trabalho objetivou estudar o efeito da amifostina, droga detentora de grupos 
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sulfidrila com atividade antioxidante, em modelo experimental clássico de lesão gástrica 

induzida por etanol em ratos. 

 

A administração de etanol absoluto neste trabalho induziu uma considerável lesão 

gástrica hemorrágica. Lacy (1988) mostrou que a administração de etanol em altas 

concentrações causou graves lesões na mucosa gástrica, envolvendo extensas hemorragias e 

destruição tecidual. Nosso estudo histológico mostrou que o etanol causou hemorragia, edema 

e destruição epitelial. Estes achados estão de acordo com outros trabalhos que mostraram a 

atividade lesiva do etanol na mucosa gástrica através de ação direta provocando hemorragia 

subepitelial e indireta induzindo apoptose, redução do fluxo sanguíneo gástrico e produção de 

radicais livres (SZABO et al., 1985; LEE et al., 2005). A ingestão excessiva de etanol pode 

resultar em gastrite, caracterizada por edema de mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliação 

celular e infiltração de células inflamatórias (GUSLANDI, 1987). Lieber (1997) mostrou que 

a administração de etanol induziu uma resposta inflamatória com a infiltração de leucócitos na 

mucosa gástrica. Neste estudo, porém, não foi observada infiltração de células inflamatórias, 

provavelmente devido ao curto espaço de tempo para o desenvolvimento da lesão (1 hora).      

 

A amifostina é uma droga citoprotetora utilizada como agente adjuvante no 

tratamento de cânceres, combatendo efeitos adversos pós-radioterapia e pós-quimioterapia 

(LINKS & LEWIS, 1999). Nossos resultados demonstraram que a amifostina tem efeito 

protetor, dose dependente, na lesão gástrica induzida por etanol. Essa gastroproteção foi 

observada macroscopicamente, através de medidas da área lesionada na mucosa gástrica, e 

microscopicamente, pela observação histológica da redução do edema, hemorragia e 

destruição epitelial provocados pelo etanol. Dosagens de hemoglobina em fragmentos de 

estômago confirmaram a proteção contra hemorragia quando a amifostina foi utilizada 

previamente ao etanol. Utilizando um modelo de lesão gástrica induzida por indometacina, 

Mota et al. (2007) mostraram que a amifostina possui papel gastroprotetor e atribuíram essa 

proteção à diminuição da aderência leucocitária a capilares do TGI e ao aumento de grupos 

sulfidrílicos não-protéicos na mucosa gástrica.    

 

Estudos têm demonstrado que as lesões induzidas pelo etanol são provocadas pelo 

dano direto às células da mucosa gástrica e pela produção de espécies reativas de oxigênio, 

conhecidas como radicais livres. Compostos antioxidantes podem desempenhar papel 

importante na lesão induzida por etanol ao neutraulizar os radicais livres tóxicos e, dessa 
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forma, produzir efeito gastroprotetor (MATSUDA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004). A 

glutationa (GSH), tripeptídeo linear composto por ácido glutâmico, glicina e cisteína, é um 

antioxidante hidrossolúvel reconhecido como o mais importante componente endógeno do 

pool dos NP-SH em nosso organismo (PARK et al., 2000; GONZALES et al., 2001; 

OLIVEIRA et al., 2004). O GSH encontra-se onipresente nas células e atua como inativador 

de radicais livres, bem como substrato da glutationa peroxidase, metabolizando H2O2 e outros 

hidroperóxidos no citosol e nas mitocôndrias (REED & FARISS, 1984). Miller et al. (1985) e 

Mizui et al. (1987) mostraram que o GSH está presente em altas concentrações no estômago, 

quando comparado com outros órgãos, sugerindo seu papel gastroprotetor como um composto 

antioxidante endógeno. O etanol depleta os níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos 

contidos no tecido gástrico, e a restauração destes grupos parece ser importante na 

gastroproteção (TRIER et al., 1987; SZABO et al., 1981).    

 

Neste trabalho, avaliou-se a participação dos grupos sulfidrílicos não-protéicos 

(NP-SH) no efeito gastroprotetor da amifostina no modelo de lesão gástrica aguda induzida 

por etanol. Observou-se que o etanol promoveu considerável depleção dos grupos sulfidrílicos 

não-protéicos na mucosa gástrica, provavelmente pela formação de radicais livres e consumo 

do GSH, o que está de acordo com a literatura. A administração de amifostina antes do 

estímulo lesivo com etanol foi efetiva em manter níveis elevados de NP-SH no estômago. 

Esses resultados sugerem que a gastroproteção da amifostina se deve, pelo menos em parte, às 

suas propriedades antioxidantes. A amifostina possui grupos sulfidrila em sua estrutura 

química e promove citoproteção pela inativação de radicais livres e pelo reparo do DNA 

através de doação de átomo de hidrogênio (POLLA et al., 1990). Assim, o efeito protetor da 

amifostina neste trabalho pode ter ocorrido devido a um menor consumo de GSH conseqüente 

à inativação de radicais livres, ou por um aumento na síntese de novo de GSH. Trabalhos na 

literatura corroboram esta hipótese. Szabo et al. (1981) e Trier et al. (1987) demonstraram que 

compostos sulfidrílicos, como o dimercaprol e a cisteamina, possuem atividade citoprotetora 

no tecido gástrico. Foi demonstrado que o GSH inibe o dano gástrico induzido por etanol, 

através da inativação de espécies reativas de oxigênio e produtos de peroxidação lipídica 

(SZABO et al., 1992). Mota et al. (2007) concluíram que o aumento nos grupos sulfidrílicos 

não-protéicos é um dos responsáveis pelo efeito protetor da amifostina na gastropatia induzida 

por indometacina. Assim, sugerimos que um dos mecanismos responsáveis pela ação 

gastroprotetora da amifostina na lesão induzida por etanol seja a manutenção de níveis 

elevados de glutationa na mucosa gástrica.    
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 O FDA (Food and Drug Administration), órgão regulamentador de fármacos e 

substâncias utilizadas nos Estados Unidos, aprovou o uso de amifostina como citoprotetor 

para efeitos adversos causados por radio e quimioterapia, após estudos randomizados terem 

confirmado sua eficácia e custo benefício (KEMP et al., 1996; BRIZEL et al., 2000). 

Atualmente, a única via de administração aprovada para uso na prática médica é a intravenosa 

(i.v.). Os benefícios significantes obtidos com a administração i.v. de amifostina, contudo, são 

acompanhados por efeitos indesejáveis como hipotensão clínica reversível, náuseas, vômitos, 

eritema multiforme e síndrome de Stevens-Johnson, além de outras reações cutâneas em 

considerável número de pacientes (SCHUCHTER, 1996). Esses efeitos adversos, apesar de 

raramente graves, produzem muito desconforto aos pacientes, e a sua redução permitiria um 

maior aproveitamento dos benefícios do uso clínico de amifostina. A amifostina tem sido 

testada em pacientes com diversos tipos de tumores através de diferentes meios de 

administração (FRANCE et al., 1986; DELANEY et al., 1994; HALBERG et al., 1991). Um 

estudo cohort foi realizado administrando amifostina subcutânea (s.c.) em um grupo de 

pacientes sob tratamento quimioterápico (KOUKOURAKIS et al., 2003). Segundo resultados 

deste trabalho, a incidência de hipotensão foi praticamente nula com a administração s.c., 

enquanto náuseas e vômitos ocorreram de forma bastante reduzida quando comparados à 

administração i.v. 

 

 Nossos resultados mostraram que a administração de amifostina por via 

subcutânea (s.c.) tem efeito gastroprotetor na lesão induzida pelo etanol. A eficácia da ação da 

amifostina administrada por via s.c. tem sido alvo de alguns estudos na literatura. Foi 

demonstrado que a administração subcutânea de amifostina produziu níveis teciduais 

semelhantes à via intravenosa (BACHY et al., 2004; CASSATT et al., 2003; BONNER & 

SHAW 2002). A amifostina s.c. protegeu a mucosa oral contra as agressões da radioterapia de 

forma equivalente a sua administração i.v. (CASSATT et al., 2003).  

 

 A redução da ocorrência de hipotensão, náuseas e vômitos pelo uso de amifostina 

s.c. é, por certo, um fato importante no aumento da tolerabilidade desta droga entre os 

pacientes. Contudo, apesar de bem tolerada, a administração de amifostina s.c. ainda causou 

náuseas, vômitos e reações de febre e rash cutâneo (KOULOULIAS et al., 2005; BARDET et 

al., 2002). Koukourakis et al. (2003) evidenciaram um aumento na incidência de rash febril 
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com o uso desta via. Esse aumento na incidência de reações cutâneas após uso de amifostina 

subcutânea foi também observado no estudo de Anne e Curran (2002). 

 

 Para estudar uma possível atuação tópica, foi administrado, por gavagem (v.o.), 

amifostina em animais submetidos à lesão gástrica por etanol. Nossos resultados mostraram 

que o efeito gastroprotetor da amifostina v.o. foi semelhante ao efeito da administração 

sistêmica (s.c.). A amifostina possui absorção praticamente nula no trato gastrointestinal. 

Simone et al. (2008) estudaram a incidência de efeitos adversos com o uso retal de amifostina 

em pacientes submetidos à radiação devido a câncer de próstata. Segundo seus resultados, a 

amifostina foi bem tolerada e nenhum dos pacientes reportou efeitos locais ou sistêmicos, 

exceto 1 paciente que relatou gosto metálico após a administração da droga. Estudos 

farmacocinéticos foram realizados em pacientes que receberam amifostina retal, e metabólitos 

ativos ou inativos da droga não foram encontrados na circulação sistêmica (BEN-JOSEF et 

al., 2002). Isso pode ser uma propriedade interessante, pois o efeito benéfico da amifostina 

poderia ser alcançado localmente sem a necessidade de uma absorção sistêmica, evitando 

assim efeitos adversos. 

 

 A amifostina possui meia-vida curta, menos de 10% da droga permanece no 

plasma após 6 minutos de infusão intravenosa. Os protocolos que regem seu uso, até o 

presente momento, recomendam que sua administração seja feita 30 minutos antes da quimio 

ou radioterapia (SHAW et al., 1996). Os trabalhos na literatura têm utilizado, até então, esse 

intervalo de tempo entre a administração da amifostina e o fator agressor, e têm obtido bons 

resultados. Mota et al. (2007) administraram amifostina por via s.c. e i.p. 30 minutos antes da 

indução de lesão gástrica com indometacina em ratos. Koukourakis et al. (2003) 

administraram diferentes regimes quimioterápicos em humanos, sempre 20 minutos após 

administração de amifostina s.c. Simone et al. (2008) administraram amifostina em humanos, 

por via retal, 30 a 45 minutos antes do tratamento radioterápico para câncer de próstata. 

 

 Em nossos experimentos, a amifostina foi administrada 30 minutos antes da 

indução de lesão gástrica por etanol. Porém, para estudarmos também um possível efeito 

duradouro de gastroproteção, administramos amifostina, por via oral e subcutânea, 6 ou 24 

horas antes da indução da lesão com etanol. Nossos resultados mostraram que há um efeito 

duradouro de proteção, pois a lesão macroscópica, histológica e a dosagem de hemoglobina 

estavam reduzidos nos animais que receberam amifostina 6 ou 24 horas antes do etanol. Esses 
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animais também apresentaram elevados níveis de GSH nos fragmentos gástricos quando 

comparados àqueles que receberam pré-tratamento com salina.  Isso nos permite inferir que a 

amifostina poderia ativar de forma duradoura alguma via de defesa da mucosa gástrica, uma 

vez que a proteção persiste mesmo após sua excreção.            

 

 A integridade da mucosa gástrica é mantida por múltiplos mecanismos protetores 

incluindo fatores humorais e neuronais (FLEMSTRÖM et al., 1982). Neurônios aferentes 

sensíveis a capsaicina desempenham papel importante nos mecanismos protetores do 

estômago (HOLZER, 1998). A capsaicina age sobre neurônios sensoriais estimulando 

receptores de membrana, em especial receptores vanilóides (TRPV1), e promove a liberação 

de neuropeptídeos, como a substância P e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 

(CGRP) (MERCHANT et al., 1994; GUNTHORPE et al., 2002). Esses receptores vanilóides 

(TRPV1) são expressos por muitos neurônios aferentes que inervam o trato gastrointestinal de 

humanos e roedores (HOLZER, 2004; CHRISTIANSON et al., 2006; FAUSSONE-

PELLEGRINI et al., 2005; HORIE et al., 2005). Park et al. (2000) e Holzer (1998) 

demonstraram que a administração oral de baixas doses de capsaicina exerceu proteção contra 

lesões gástricas induzidas por etanol através da estimulação de nervos sensoriais aferentes no 

estômago. No entanto, quando utilizada em doses elevadas, a capsaicina é neurotóxica e 

destrói terminações neuronais de fibras C, resultando em inativação de nervos sensoriais e 

perda dos reflexos nos quais estes nervos estão envolvidos (SZOLCSÁNYI & BARTHÓ, 

2001; EVANGELISTA, 2006).  

  

Para avaliarmos uma possível participação de neurônios aferentes no mecanismo 

de gastroproteção da amifostina, utilizamos doses neurotóxicas de capsaicina em animais 

antes do tratamento com amifostina e indução da lesão com etanol. A administração de doses 

neurotóxicas de capsaicina reduziu a gastroproteção conferida pela amifostina na lesão 

induzida por etanol. Essa reversão foi observada no estudo macroscópico, histológico e 

bioquímico, pela dosagem de hemoglobina e GSH em amostras de estômago. Esses resultados 

evidenciam uma possível participação das fibras sensoriais no mecanismo de proteção 

gástrica da amifostina. É importante notar que alguns agentes gastroprotetores já foram 

relacionados ao estímulo desses neurônios sensoriais. Os antagonistas dos receptores H2 de 

histamina são capazes de estimular neurônios sensoriais e isto parece contribuir para suas 

ações gastroprotetoras (FUKUSHIMA et al., 2006; HARADA & OKAJIMA, 2007). 
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Uma das substâncias de grande importância na homeostase gástrica são as 

prostaglandinas. Esses compostos são sintetizados a partir do ácido araquidônico por ação de 

enzimas conhecidas como ciclooxigenases. No estômago, as prostaglandinas exercem papel 

gastroprotetor e anti-secretório (ROBERT et al., 1979). Entre os mecanismos envolvidos 

nesta gastroproteção estão: o aumento da secreção de muco e bicarbonato (WILSON et al., 

1986), o aumento do fluxo sanguíneo na mucosa gástrica (COLTON et al., 1978), a 

modulação da secreção gástrica e a inibição da liberação de mediadores inflamatórios por 

mastócitos (BATISTA et al., 2004). Até pouco tempo atrás, a produção de prostaglandinas no 

tecido gástrico era creditada apenas a atividade da ciclooxigenase-1 (COX-1) (HALTER et 

al., 2001). No entanto, estudos recentes têm demonstrado um papel relevante da COX-2 na 

defesa da mucosa gastrointestinal. Brzozowski et al. (1999) e Maricic et al. (1999) 

demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 pioraram a lesão gástrica por isquemia e 

reperfusão. Tegeder et al. (2000) mostraram a contribuição da COX-2 na síntese de 

prostaglandinas no estômago de ratos.  

 

A relação entre prostaglandinas e lesão gástrica induzida por etanol também tem 

sido objeto de estudo na literatura. Hollander et al. (1984) demonstraram que a lesão gástrica 

induzida por etanol é inibida pela liberação de prostaglandinas endógenas na superfície da 

mucosa gástrica. Glavin et al. (1996) mostraram que a prostaglandina E2 (PGE2) possui uma 

ação protetora contra a lesão gástrica provocada pelo etanol. No entanto, em nosso trabalho, o 

uso de um inibidor seletivo para COX-2, o celecoxibe, não alterou de forma significativa o 

efeito protetor da amifostina, sugerindo que o mecanismo de proteção da amifostina 

independe da atividade da ciclooxigenase-2. 

 

Recentemente, tem sido demonstrado que a ativação de canais de potássio 

sensíveis ao ATP (KATP) está envolvida na defesa da mucosa gástrica. Mecanismos 

importantes na fisiologia gástrica têm sido relacionados aos canais KATP como a regulação do 

fluxo sanguíneo, secreção de ácido gástrico e contratilidade da musculatura gástrica 

(PESKAR et al., 2002). Akar et al. (1999) demonstraram que o diazóxido, um ativador dos 

canais de potássio sensíveis ao ATP, reduziu a lesão gástrica e infiltração de neutrófilos 

induzidos por indometacina, além de promover relaxamento de artérias gástricas pré-

contraídas por noradrenalina. O uso de glibenclamida, um inibidor de canais KATP, reverteu 

esses achados. Gomes et al. (2006) demonstraram que os canais KATP têm papel na 

gastroproteção do LPS contra a lesão induzida por indometacina. Rahgozar et al. (2001) 
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mostraram que a ativação dos KATP pelo diazóxido inibiu lesões gástricas provocadas por 

etanol, enquanto a glibenclamida aumentou essas lesões. A ativação de canais KATP também 

foi relacionada à proteção gástrica do sildenafil contra a lesão induzida por etanol 

(MEDEIROS et al., 2008). 

 

Na tentativa de determinar o papel da ativação desses canais na gastroproteção da 

amifostina, utilizamos a glibenclamida. Esta droga é um agente hipoglicemiante oral que 

estimula a secreção de insulina nas células beta pancreáticas através da inibição de canais de 

potássio sensíveis ao ATP (DUNNE & PETERSEN, 1991). Devido ao aumento da 

concentração plasmática de insulina, o uso de glibenclamida pode provocar hipoglicemia. 

Para evitar alterações nos níveis de glicose plasmática que pudessem interferir em nossos 

resultados, a glibenclamida foi administrada em solução de 0,01 N NaOH contendo 4% de 

glicose. Os resultados deste trabalho demonstraram que o pré-tratamento com glibenclamida 

não alterou de forma significativa o efeito gastroprotetor da amifostina na lesão induzida por 

etanol. Esse achado é semelhante, em parte, ao de Mota et al. (2007), o qual demonstrou que 

o efeito protetor da amifostina na gastropatia por indometacina não foi alterado pelo uso de 

glibenclamida. 

 

Neste trabalho foi também estudado o papel do óxido nítrico (NO) no efeito 

protetor da amifostina na lesão gástrica induzida pelo etanol. A participação do óxido nítrico 

na fisiologia gastrointestinal tem sido motivo de muitos estudos nos últimos anos. O NO 

possui importante papel na modulação de componentes fisiológicos do trato gastrointestinal 

(TGI), incluindo o controle da motilidade (UEKI et al., 1988), fluxo sanguíneo gástrico 

(WHITTLE, 2005), adesão de neutrófilos (KUBES et al., 1991) e secreção de muco e 

bicarbonato (WALLACE & MILLER, 2000). A presença de óxido nítrico em baixas 

concentrações está associada aos efeitos benéficos no TGI, enquanto altas concentrações 

podem induzir a formação de radicais derivados do nitrogênio, que são tóxicos para diversas 

linhagens celulares (WALLACE & MILLER, 2000; MUSCARÁ & WALLACE, 1999). 

 

Santos et al. (2005) mostraram que o sildenafil, droga estimuladora da via 

NO/GMPC, protege a mucosa gástrica da lesão por indometacina. O uso de L-NAME (NG-

nitro-L-arginina-metil-éster), inibidor da óxido nítrico sintase, retardou a cicatrização da 

injúria gástrica aguda (KONTUREK et al., 1993) e aumentou a intensidade da lesão 

provocada por etanol em estômago de ratos (NAHAVANDI et al., 1999). Medeiros et al. 
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(2008) mostraram também uma ação protetora do sildenafil na lesão gástrica induzida por 

etanol. Em nossos experimentos, porém, o pré-tratamento com L-NAME não alterou, de 

forma significante, a gastroproteção da amifostina contra a lesão por etanol. Este resultado é 

semelhante ao de Mota et al. (2007), o qual não observou alteração na proteção gástrica da 

amifostina contra a lesão por indometacina com o uso de L-NAME.  

 

Baseado no exposto acima, acreditamos que o tratamento com amifostina, por via 

oral e subcutânea, é capaz de reduzir a lesão gástrica aguda induzida por etanol em ratos. Esse 

efeito parece ser mediado, pelo menos em parte, pelo aumento da concentração de glutationa 

no tecido gástrico e pela estimulação de neurônios sensoriais aferentes. Nossos resultados 

também sugerem que a inibição de COX-2, NOS e canais KATP não altera de forma 

significativa a gastroproteção da amifostina. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• A amifostina demonstrou ter atividade gastroprotetora em modelo de lesão gástrica 

aguda induzida por etanol em ratos, tanto com o uso tópico (via oral) como com o uso 

sistêmico (via subcutânea). 

 

• A propriedade antioxidante da amifostina parece estar relacionada com seu efeito 

gastroprotetor, uma vez que essa substância manteve os níveis gástricos de grupos 

sulfidrílicos não-protéicos elevados na presença de etanol. 

 

• A presença de neurônios sensoriais aferentes parece contribuir para o efeito 

gastroprotetor da amifostina, já que a ablação destes pelo uso de doses neurotóxicas de 

capsaicina reduziu a proteção da amifostina na lesão gástrica induzida por etanol. 

 

• A ativação de canais de potássio sensíveis ao ATP, a atividade da ciclooxigenase-2 e a 

ação da NO sintase parecem não estar relacionadas ao efeito gastroprotetor da 

amifostina, pois o pré-tratamento com glibenclamida, celecoxibe e L-NAME não 

alterou de forma significativa a proteção da amifostina na lesão gástrica induzida por 

etanol. 
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