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RESUMO 
 
INTRODUÇÃO: O sulfeto de hidrogênio (H2S), óxido nítrico (NO) e o monóxido de carbono (CO) 
constituem um grupo de mediadores gasosos biologicamente ativos que possuem efeito 
gastroprotetor por modulação positiva de fatores protetores da mucosa gástrica. Estudos 
demonstraram que esses mediadores gasosos exercem suas atividades biológicas interagindo 
com a Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) em diferentes tipos de células. Entretanto, o 
envolvimento da AMPK no efeito gastroprotetor desses mediadores gasosos não é conhecido. 
OBJETIVOS: No presente estudo, buscamos elucidar se a AMPK previne e tem papel chave na 
proteção gástrica do H2S, NO e CO contra a lesão induzida por etanol. MÉTODO: camundongos 
Swiss foram pré-tratados com AICAR (20 mg/kg, um ativador da AMPK) sozinho ou com etanol 
50%. Outros grupos foram pré-tratados com PAG (50 mg/kg, v.o, um inibidor de H2S), L-NAME 
(10 mg/Kg, i.p, um inibidor de NO) ou ZnPP IX (3 mg/Kg, i.p, um inibidor de CO) 30 minutos 
antes do AICAR. Em outro protocolo experimental, os animais foram pré-tratados com NaHS 
(150 μmol/kg, v.o), reagente de Lawesson (27 μmol/kg, v.o), NPS (10 mg/Kg, v.o), L-Arginina 
(200 mg/Kg, i.p), Hemina (10 mg/kg, i.p) ou CORM-2 (5 mg/kg, v.o) 30 minutos antes do etanol 
com ou sem o composto C (10 mg/kg, um inibidor não seletivo da AMPK). Os níveis de H2S, 
nitrato / nitrito (NO3

-
/NO2

-
) e bilirrubina foram avaliados nos homogenatos gástricos. A mucosa 

gástrica também foi coletada para análise histopatológica e para expressão da AMPK por 
imunohistoquímica. RESULTADOS: O pré-tratamento com AICAR atenuou a lesão gástrica 
(2,74 ± 1,23 mm

2
) quando comparado com o grupo etanol (43,89 ± 4,36 mm

2
) e aumentou os 

níveis de H2S (0,116 ± 0,009 μmol/g) e bilirrubina (0,0111 ± 0,0007 mg/dl), mas não os níveis de 
NO3

-
/NO2

- 
na mucosa gástrica. Além disso, a inibição da síntese de H2S, NO ou de CO 

exacerbou o dano gástrico induzido por etanol e inibiu a gastroproteção do AICAR (50,83 ± 6,16 
mm

2
, 33,77 ± 5,11 mm

2
, 47,30 ± 6,06 mm

2
, respectivamente). O pré-tratamento com o composto 

C reverteu o efeito gastroprotetor do NaHS (22,75 ± 3,27 mm
2
), reagente de Lawesson (48,25 ± 

1,21 mm
2
), NPS (40,55 ± 5,16 mm

2
), L-arginina (33,85 ± 6,90 mm

2
), CORM-2 (53,64 ± 4,68 mm

2
) 

ou Hemina (40,66 ± 4,79 mm
2
). O composto C também reverteu o efeito do NaHS nos níveis de 

H2S (0,14 ± 0,03 μmol/g), do NPS nos níveis de NO3
-
/NO2

- 
(0,62± 0,09 μM) e da Hemina nos 

níveis de bilirrubina ( 0,006 ± 0,004 mg/dl), quando comparados com os grupos tratados com 
NaHS, NPS ou Hemina (0,45 ± 0,06 μmol/g; 85 ± 0,02 μM; 0,0020 ± 0,002 mg/dl, 
respectivamente). A imunohistoquímica demonstrou que a AMPK está expressa em níveis basais 
principalmente nas células da mucosa gástrica e teve expressão aumentada pelo pré-tratamento 
com NaHS, NPS e CORM-2. CONCLUSÕES: A ativação da AMPK protege o tecido gástrico de 
camundongos contra a lesão induzida por etanol e interage mutuamente com o H2S, NO ou CO 
na gastroproteção. 
 
 
Palavras-Chave: AMPK; Sulfeto de hidrogênio; Óxido nítrico; Monóxido de carbono; Etanol. 
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ABSTRACT 
 
INTRODUCTION: Hydrogen sulfide (H2S), nitric oxide (NO) and carbon monoxide (CO) are a 
group of biologically active gas mediators that have a gastroprotective effect by modulating 
positive defensive factors of the gastric mucosa. Studies have shown that these gaseous 
mediators exert their biological activities interacting with AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) in 
different cell types. However, the involvement of AMPK in the gastroprotective effect of these 
gaseous mediators has not been reported yet. AIM:  The aim of the present study was to 
evaluate whether 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) prevents and 
has key role in the gastricprotection of hydrogen sulfide (H2S), nitric oxide (NO) and carbon 
monoxide (CO) against ethanol-induced injury. METHOD: Mice were pretreated with AICAR (20 
mg/kg, an AMPK activator) alone or with 50% ethanol. Other groups were pretreated with PAG 
(50 mg/kg, P.O, a H2S inhibitor), L-NAME (10 mg/Kg, i.p, a NO inhibitor) or ZnPP IX (3 mg/Kg, 
i.p, a CO inhibitor) 30 min prior of AICAR. In other design, the animals were pretreated with NaHS 
(150 μmol/kg, p.o), Lawesson’s reagent (27 μmol/kg, p.o), SNP (10 mg/Kg, p.o), L-Arginine (200 
mg/Kg, i.p), Hemin (10 mg/kg, i.p) or CORM-2 (5 mg/kg, p.o) 30 min prior to ethanol with or 
without compound C (10 mg/kg, a non-selective AMPK inhibitor). The H2S, nitrate/nitrite (NO3

-

/NO2
-
) and bilirubin levels were evaluated in the gastric mucosa. The gastric mucosa also was 

collected to histopathological analysis and AMPK expression by immunohistochemistry.  
RESULTS: Pretreatment with AICAR (2,74 ± 1,23 mm

2
) attenuated the ethanol-induced injury 

and increased the H2S (0,116 ± 0,009 μmol/g) and bilirubin (0,0111 ± 0,0007 mg/dl) levels, but 
not NO3

-
/NO2

-
 levels in the gastric mucosa. In addition, inhibition of the H2S, NO, or CO synthesis 

exacerbated the ethanol-induced gastric damage and inhibited the gastroprotection by AICAR 
(50,83 ± 6,16 mm

2
, 33,77 ± 5,11 mm

2
, 47,30 ± 6,06 mm

2
, respectively).  Pretreatment with 

compound C reversed the gastroprotective effect of NaHS (22,75 ± 3,27 mm2), Lawesson’s 
reagent (48,25 ± 1,21 mm

2
), SNP (40,55 ± 5,16 mm

2
), L-Arginine (33,85 ± 6,90 mm

2
), CORM-2 

(53,64 ± 4,68 mm
2
) or Hemin (40,66 ± 4,79 mm

2
). Compound C also reversed the effect of NaHS 

on H2S levels (0,14 ± 0,03 μmol/g) , SNP on NO3
-
/NO2

-
 levels (0,62± 0,09 μM) and Hemin on 

bilirubin levels (0,006 ± 0,004 mg/dl) when compared with the NaHS, SNP or Hemina groups 
(0.45 ± 0.06 μmol/g, 85 ± 0.02 μM, 0.0020 ± 0.002 mg/dl, respectively). The 
immunohistochemistry revealed that AMPK occurs at basal levels mainly in the gastric mucosa 
cells, and was increased by pretreatment with NaHS, SNP and CORM-2. CONCLUSIONS: 
AMPK activation exerts gastroprotection against ethanol-induced gastric damage and mutually 
interacts with H2S, NO, or CO in the gastroprotection.    
 
Keywords: AMPK; Hydrogen Sulphide; Nitric Oxide; Carbon Monoxide; Ethanol. 
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eNOS óxido nítrico sintase endotelial  

CO monóxido de carbono 

CORM-2 dímero de tricarbonildiclororutênio (II) 

CSE cistationina γ-liase 

DAO D-aminoácido oxidase 

DMSO dimetilsulfóxido 

Comp C composto C 

nNOS óxido nítrico sintase neuronal 

EPM erro padrão da média 

VEGF fator de crescimento endotelial vascular 

GCs guanilato ciclase solúvel 

GSH glutationa reduzida 

GMPc monofosfato cíclico de guanosina 
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GTP trifosfato de guanosina 

H2S sulfeto de hidrogênio 

HO heme oxigenase  

i. p intraperitoneal 

IKKβ proteína cinase IkB  

iNOS óxido nítrico sintase induzível 

IL-4 interleucina 4 

IL-6 interleucina 6 

IL-10 interleucina 10 

IL-1β interleucina 1 beta 

KCl cloreto de potássio 

LAW reagente de Lawesson 

LKB1 cinase hepática B1 

L-NAME L-NG-nitro-arginina metil éster 

MDA malondialdeído 

MPO mieloperoxidase 

NaHS hidrossulfito de sódio  

NaOH hidróxido de sódio 

NFκB fator nuclear kappa B 

Nrf2 fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2 

NO óxido nítrico 

NO2
- nitrito 

NO3
- nitrato 

Nos3 - / - knockout para o gene da NOS 3 

NPS nitroprussiato de sódio  

OH hidroxila 

OMS Organização Mundial da Saúde 

ONOO- peroxinitrito  

PAG DL-propargilglicina  

pH potencial hidrogeniônico 

ROS espécies reativas de oxigênio 

RPM rotação por minuto 

S2– íon sulfeto 
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Ser1177 aminoácido serina na posição 1177 

Ser1179 aminoácido serina na posição 1179 

SOD superóxido dismutase 

TAK1 cinase 1 ativadora do fator transformador de crescimento β  

TGI trato gastrintestinal 

Thr172 aminoácido treonina na posição 172 

TNF- α fator de necrose tumoral alfa 

TRPV1 receptor de Potencial Transitório Vanilóide 1 

VCAM-1 molécula de adesão celular vascular 

ZnPP IX zinco protoporfirina IX  
 

3MST 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase 

°C graus Celsius 

v.o via oral 

 
UNIDADES 

 

  

g grama 

h hora 

M molar 

mg / dL miligrama por decilitro 

mg / kg miligrama por quilograma 

ml / kg mililitro por quilograma 

mM milimolar 

mm2 milímetro quadrado 

nm nanômetro 

μL microlitro 

μM micromoles 

μmol / g micromol por grama 

μmol / L micromol por litro 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. PROBLEMATIZAÇÃO 

  

O trato gastrintestinal (TGI) é constantemente exposto a várias substâncias 

que muitas vezes causam danos na mucosa gástrica (SOUZA et al., 2017). Entre 

essas substâncias está o etanol, que provoca lesões gástricas caracterizadas por 

edema e perda de células epiteliais. O etanol penetra rapidamente na mucosa 

gástrica; provoca danos nas membranas celulares, podendo ocasionar a formação 

de úlceras através da destruição da barreira mucosa e do aumento da 

permeabilidade vascular (NASSINI et al., 2010). Neste contexto, estudos realizados 

com foco na fisiopatologia do TGI têm consistentemente demonstrado o papel do 

sulfeto de hidrogênio (H2S), do óxido nítrico (NO) e do monóxido de carbono (CO) no 

tratamento de patologias inflamatórias, incluindo a lesão gástrica induzida por etanol 

(MEDEIROS et al., 2008; GOMES et al., 2010; SOUZA et al., 2017).  

Esses mediadores gasosos exercem importantes mecanismos de 

gastroproteção, por exemplo, dadores de H2S diminuíram a peroxidação lipídica e 

aumentaram os sistemas antioxidantes no tecido gástrico de animais com úlceras 

induzidas por estresse (LOU et al., 2008; ABOUBAKR et al., 2013). Além disso, 

doadores de NO estimularam a produção de prostaglandinas citoprotetoras em 

tecidos gástricos de ratos (BRZOZOWSKI et al, 2005) e o tratamento com doadores 

de CO protegeu a mucosa gástrica de camundongos e diminuiu a produção de 

radicais livres no modelo experimental de lesão gástrica induzida por etanol 

(GOMES et al, 2010).  

A literatura descreve que muitas das atividades biológicas exercidas pelo H2S, 

NO e CO ocorrem por meio da ativação da Proteína Cinase Ativada por AMP 

(AMPK) em diferentes tipos de células (ZHANG et al., 2008; NIZAMUTDINOVA et 

al., 2009; XIE et al., 2015). Do mesmo modo, há estudos que também demonstram 

que os efeitos benéficos da AMPK em diferentes sistemas biológicos são mediados 

pela interação com esses mediadores gasosos, por exemplo, a AMPK ativada é 

capaz de induzir a produção de óxido nítrico ou de estimular a expressão gênica de 

enzimas relacionadas com a síntese desses mediadores gasosos, como a NO 

sintase (eNOS) para o óxido nítrico e a heme oxigenase-1 (HO-1) para o monóxido 
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de carbono (MORROW et al., 2003; CARRASCO-CHAUMEL et al., 2005; ZHANG et 

al., 2006; LIU et al., 2011). Os resultados observados nessas publicações sugerem 

que a AMPK e os mediadores gasosos interagem mutuamente para efetuar suas 

ações farmacológicas. 

A AMPK é uma enzima que desempenha um papel importante na regulação 

do metabolismo energético celular (CAMERON; KURUMBAIL, 2016). Essa enzima é 

expressa em muitos órgãos e tecidos de mamíferos, incluindo o TGI (SIDANI et al., 

2009; KOPIC et al., 2010; BARAKA; DEIF, 2011; ROGERS et al., 2013). Foi 

demonstrado que a ativação da AMPK em células parietais inibe a secreção ácida 

gástrica (SIDANI et al., 2009; KOPIC et al., 2010). Além disso, a sua ativação no 

tecido gástrico de ratos diabéticos acelerou o processo de cicatrização de úlceras 

gástricas induzidas por ácido acético (BARAKA; DEIF, 2011) e em células epiteliais 

intestinais, a ativação dessa enzima foi relacionada com o equilíbrio hidroeletrolítico 

celular (ROGERS et al., 2013).  

Embora vários estudos tenham demonstrado a relação entre AMPK e o 

sulfeto de hidrogênio, óxido nítrico e monóxido de carbono em diferentes tipos 

celulares, até o momento nenhuma dessas pesquisas descreveu o envolvimento da 

AMPK no efeito gastroprotetor desses mediadores gasosos. Com base nisso, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar se a AMPK apresenta efeito gastroprotetor e 

se está envolvida na gastroproteção mediada pelo H2S, NO e CO no modelo de 

lesão gástrica induzida por etanol em camundongos.   

 

 

1.2. ASPECTOS RELACIONADOS AO USO EXCESSIVO DO ETANOL 

 

Quimicamente, o etanol (álcool etílico) faz parte do grupo dos álcoois e é 

classificado como monoálcool ou como álcool primário. Trata-se de um composto 

orgânico de fórmula molecular CH3CH2OH que contém um grupo hidroxila (OH), 

sendo ligado diretamente a dois átomos de carbonos saturados. Por conta de seu 

baixo peso molecular e do grupo OH, o etanol torna-se solúvel tanto em ambiente 

aquoso quanto lipídico. Isso permite que passe livremente dos fluidos corporais para 

as células. Depois de ingerido, o etanol tem o seu metabolismo iniciado na mucosa 

gástrica (BEAZELL; IVY, 1940). Posteriormente, chega ao intestino e passa para a 
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circulação portal, primeiro através do fígado, onde a sua maior parte é metabolizada 

(WU; CEDERBAUM, 2009).  

O álcool etílico é uma das poucas drogas psicotrópicas que tem o seu 

consumo admitido e incentivado pela sociedade. Apesar da sua ampla aceitação 

social, o consumo de bebidas alcoólicas, quando excessivo, pode levar ao 

desenvolvimento de doenças crônicas e outras disfunções graves, incluindo: 

hipertensão, doença cardíaca, acidente vascular cerebral, doença hepática e 

alterações no TGI (REHM et al., 2010).  Além dos problemas de saúde, têm-se 

também os elevados gastos públicos e privados decorrentes do uso/abuso ou 

dependência de álcool (BRASIL, 2012).  

Em maio de 2010, a Assembleia Mundial da Saúde, que representa todos os 

193 Estados membros da OMS, aprovou uma resolução para garantir a estratégia 

global na perspectiva de reduzir o uso nocivo do álcool etílico (WHO, 2011). Muitas 

pesquisas científicas também têm sido conduzidas com o objetivo de investigar e 

inibir os mecanismos pelos quais o etanol ocasiona disfunções em diferentes 

sistemas biológicos. Por exemplo, atualmente sabe-se que o consumo excessivo ou 

concentrações de etanol superiores a 30% promovem o desenvolvimento de lesões 

gástricas por diferentes mecanismos, seja pelo aumento da resposta inflamatória ou 

pela diminuição de sistemas antioxidantes, dentre outros (HERNÁNDEZ-MUÑOZ et 

al.,2000, ASMARI et al., 2016). Essas pesquisas que tem como foco os efeitos do 

etanol no TGI são de grande relevância, pois podem fornecer novos alvos 

terapêuticos para o tratamento de disfunções gástricas, principalmente em pessoas 

que consomem bebidas alcóolicas de forma demasiada.     

 

1.3. FISIOPATOLOGIA DA LESÃO GÁSTRICA CAUSADA POR ETANOL 

 

Após a ingestão, o etanol tem o seu metabolismo iniciado na mucosa gástrica. 

Posteriormente, chega ao intestino e passa para a circulação portal, primeiro através 

do fígado, onde a sua maior parte é metabolizada. (BEAZELL; IVY, 1940). Embora 

em doses baixas ou moderadas o etanol não ocasione tal dano em indivíduos 

saudáveis, é importante considerar que uma única dose excessiva pode induzir 

inflamação e lesões hemorrágicas no tecido gástrico (BODE; BODE, 1997). Isso 

acontece porque os efeitos do etanol na mucosa gástrica dependem da dose, ou 
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seja, quanto maior a dose, maior a chance de ocorrer lesão. Tanto em humanos 

saudáveis quanto em animais, o dano gástrico aparece em até 30 minutos após a 

ingestão do etanol e atinge um pico sanguíneo em cerca de 60 minutos (MITCHELL 

et al., 2014, ASMARI et al., 2016).  

Experimentalmente, a lesão gástrica induzida por etanol em animais é 

caracterizada por uma gastrite do tipo hemorrágica com edema subepitelial e perda 

de células epiteliais (MEDEIROS et al., 2009). Esse tipo de lesão pode ocorrer pela 

ação direta ou indireta do etanol sobre a mucosa gástrica (Figura 1). Quando o 

etanol age diretamente sobre o tecido gástrico, ocasiona alterações nas membranas 

celulares e consequentemente induz a citotoxidade, que é capaz de estimular a 

resposta imune inflamatória (SALGA et al., 2012). De maneira análoga, a sua ação 

indireta sobre a mucosa gástrica é evidenciada pelo o aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e interleucina 6 (IL-6)  (SALGA et al., 2012), 

elevação do estresse oxidativo e a ocorrência de apoptose, que são fatores que 

desempenham papéis cruciais na patogênese da lesão gástrica induzida por etanol 

(LUO et al., 2013). Embora seja conhecido que na lesão por etanol ocorre o 

recrutamento de leucócitos (ARAB et al., 2015), foi demonstrado também que a 

infiltração de neutrófilos é bastante baixa nesse modelo de lesão gástrica 

(MEDEIROS et al., 2009).  

 

Figura 1: Efeitos diretos e indiretos do etanol no desenvolvimento da lesão gástrica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: autoria própria, 2017. 
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O etanol estimula a produção de mediadores inflamatórios como leucotrienos, 

prostanóides e produtos de mastócitos, que cooperam para a gravidade da lesão 

(PESKAR et al., 1988). Esse agente também induz a geração de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), que conduzem ao aumento da peroxidação lipídica e provocam a 

depleção da atividade de sistemas antioxidantes, como os grupos sulfidrilas não 

proteicos (SOUZA et al., 2017), que são fundamentais para reduzir as ROS e, 

consequentemente, preservar os mecanismos protetores da mucosa gástrica. As 

lesões induzidas por etanol são também caracterizadas por elevação da atividade da 

enzima mieloperoxidase (MPO) (PESKAR et al., 1988) e pela diminuição da 

produção de citocinas anti-inflamatórias como as interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-10, 

respectivamente) (ARAB et al., 2015).   

 

1.4. MEDIADORES GASOSOS (H2S, NO E CO) E OS SEUS EFEITOS 

BENÉFICOS NO TRATO GASTRINTESTINAL 

 

O sulfeto de hidrogênio (H2S) juntamente com o óxido nítrico (NO) e o 

monóxido de carbono (CO) constituem um grupo de gases biologicamente ativos 

que são denominados gasotransmissores ou mediadores gasosos (FARRUGIA; 

SZURSZEWSKI, 2014). Por muitos anos essas moléculas foram evidenciadas 

apenas por seus efeitos tóxicos, tanto para os seres vivos quanto para o meio 

ambiente (BROWN; COOPER, 1994; KABIL; BANERJEE, 2010; PEERS; STEELE, 

2012). Entretanto, depois de muitas pesquisas realizadas sobre as suas 

características farmacológicas, atualmente sabe-se que ambos apresentam vários 

efeitos benéficos em muitos sistemas biológicos, incluindo a modulação das funções 

do TGI (FARRUGIA; SZURSZEWSKI, 2014; LUCETTI et al., 2016). Nesta seção 

serão discutidos os principais efeitos benéficos do H2S, do NO e do CO sobre o TGI, 

dando ênfase ao papel desses mediadores gasosos na recuperação de lesões 

gástricas.     
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1.4.1. Sulfeto de Hidrogênio 

 

A produção fisiológica do H2S em células de mamíferos é atribuída 

principalmente a três sistemas enzimáticos, incluindo a cistationina-β-sintase (CBS), 

a cistationina-γ-liase (CSE) e um terceiro sistema, a ação combinada da 3-

mercaptopiruvato sulfotransferase (3-MST) e da cisteína aminotransferase (CAT) 

(KABIL e BANERJEE, 2010; KIMURA et al., 2012). Além disso, foi descoberto um 

quarto sistema para a produção de H2S a partir do aminoácido D-cisteína. Nessa via 

de produção a enzima D-aminoácido oxidase (DAO) converte 3-mercaptopiruvato 

em 3-MST e, assim, realiza a produção de H2S (SHIBUYA e KIMURA, 2013) (Figura 

2).  

 

Figura 2: Vias de produção do H2S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A cistationina-β-sintase (CBS) catalisa a substituição β da L-cisteína para produzir H2S e L-
cistationina. A cistationina-γ-liase (CSE) catalisa a hidrólise da L-cisteína. A 3-mercaptopiruvato 
sulfotransferase (3MST) produz H2S a partir da 3-mercaptopiruvato, que é gerada pela cisteína 
aminotransferase (CAT) e pela D-aminoácido oxidase (DAO) da L-cisteína e D-cisteína, 
respectivamente. Fonte: Adaptado de SHIBUYA e KIMURA, 2013. 
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Todas essas enzimas exibem expressão específica em tecidos. Por exemplo, 

a CBS é expressa abundantemente no sistema nervoso central, fígado e rim de 

animais (FIORUCCI et al., 2006; KIMURA, 2013; FELIERS et al.,2016). Acredita-se 

que a CSE é produzida principalmente no sistema cardiovascular (POLHEMUS; 

LEFER, 2014), mas também pode ser encontrada em outros órgãos, como os rins 

(SONG et al., 2014). A 3-MST foi inicialmente descoberta no cérebro de 

camundongos knockout para CBS (SHIBUYA et al., 2009), e em seguida essa 

enzima foi descrita como ubíqua, sendo expressa no pulmão, nos rins, no fígado e 

nos vasos sanguíneos de camundongos (AHMAD et al., 2016). Tanto a CBS quanto 

a CSE também podem ser encontradas no tecido gástrico de camundongos e estão 

relacionadas com a produção de H2S nesse órgão (MEDEIROS et al., 2013). 

Experimentalmente, para aumentar o nível endógeno de H2S, os 

pesquisadores usam um precursor da síntese desse mediador gasoso, a L-cisteína, 

ou fazem uso de doadores diretos desse gás, como o hidrossulfito de sódio (NaHS), 

o reagente de Lawesson, dentre outros (WALLACE et al., 2007; MEDEIROS et al., 

2009; SOUZA et al., 2017). Como efeito, foi demonstrado que o H2S, liberado do 

NaHS, e a L-cisteína exerceram atividade gastroprotetora em modelo de lesão 

gástrica induzida por isquemia e reperfusão em ratos (MARD et al., 2012). O NaHS 

também aumentou a secreção gástrica de íons bicarbonato, diminuiu a produção de 

radicais livres e aumentou o fluxo sanguíneo na mucosa (TAKEUCHI et al.,2015; 

LUCETTI et al., 2016). Além disso, Wallace e colaboradores (2007) demonstraram 

que a administração de reagente de Lawesson acelerou a cicatrização de úlceras 

gástricas causadas por ácido acético em ratos. Resultados semelhantes também 

foram descritos por Nicolau e colaboradores (2013) que demonstraram que o 

reagente de Lawesson protegeu a mucosa gástrica de ratos contra lesões induzidas 

por alendronato de sódio, sendo essa gastroproteção confirmada pela redução da 

peroxidação lipídica, evidenciada pela diminuição da formação de malondialdeído 

(MDA), pela baixa atividade da MPO, aumento do nível de glutationa reduzida (GSH) 

e concentração diminuída de citocinas TNF-α e IL-1β no tecido gástrico.  

Doadores de H2S também se demonstraram eficazes na recuperação de 

lesões gástricas induzidas por estresse em ratos, reduzindo a peroxidação lipídica e 

aumentando a atividade de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD), catalase e a GSH (ABOUBAKR et al., 2013). Além disso, na lesão gástrica 

induzida por etanol em camundongos os efeitos benéficos do H2S podem estar 
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relacionados com o envolvimento de canais de potássio dependentes de ATP (KATP), 

neurônios aferentes sensíveis a capsaicina e receptores TRPV1 (MEDEIROS et al., 

2009). Recentemente também foi demonstrado que o H2S produzido pela DAO 

apresentou gastroproteção contra lesões induzidas por etanol, diminuindo os níveis 

de MDA e mantendo os níveis gástricos de GSH (SOUZA et al., 2017). De acordo 

com os estudos citados, pode-se concluir que o H2S, como um mediador gasoso, 

desempenha um papel importante em muitos aspectos fisiopatológicos do TGI 

(Figura 3).  

    

Figura 3: Efeito gastroprotetor do H2S. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: Adaptado de MAGIEROWSKI et al., 2015. 
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1.4.2. Óxido Nítrico  

 

A síntese do óxido nítrico ocorre durante a transformação do aminoácido L-

arginina em L-citrulina, em uma reação mediada pela enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) (Figura 4). A enzima NOS, inicialmente descoberta no endotélio vascular, é 

conhecida como eNOS (NOS endotelial), porém a que se encontra presente no 

cérebro e no sistema nervoso periférico é chamada de nNOS (NOS neuronal). A 

forma da enzima NOS cuja síntese é induzida pelo estímulo imunológico ou 

inflamatório é designada como iNOS (NOS induzida) (NAPOLI; IGNARRO, 2009). 

Depois de produzido, o NO se difunde do endotélio para os músculos lisos, 

localizados na parede vascular, onde reage com a guanilato ciclase solúvel (GCs), 

levando ao aumento de um segundo mensageiro, o monofosfato cíclico de 

guanosina (GMPc). Assim, o NO ativa a GCs, transformando trifosfato de guanosina 

(GTP) em GMPc. Por sua vez, o GMPc, atuando através da proteína cinase G, 

conduz ao relaxamento celular do músculo liso e subsequentemente ao aumento do 

diâmetro do vaso e aumento no fluxo sanguíneo do órgão (BIAN; MURAD, 2014). A 

vasodilatação provocada por essa molécula gasosa contribui para a manutenção da 

integridade gástrica (MAGIEROWSKI et al., 2015).  

 

Figura 4: Biossíntese e mecanismo de ação do NO. 

   

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Autoria própria, 2017. 
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A ação biológica do NO pode ser mimetizada pela administração exógena de 

dadores de NO, tais como o nitrato de sódio, o nitroprussiato de sódio (NPS) ou 

outros nitratos orgânicos (MUSCARA; WALLACE, 1999). Desse modo, esses 

doadores de óxido nítrico apresentam efeito gastroprotetor, evidenciado pelo 

aumento da secreção de muco pelas células epiteliais e pela redução de citocinas 

pró-inflamatórias e do estresse oxidativo (MAGIEROWSKI et al, 2015) (Figura 5). 

Demonstrou-se também que o pré-tratamento com NPS reverteu o efeito do 

alendronato de sódio sobre o esvaziamento gástrico de líquidos em ratos (SILVA et 

al., 2015). 

 

Figura 5: Efeito gastroprotetor do NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de MAGIEROWSKI et al., 2015.  

 

Na lesão gástrica induzida por etanol, o óxido nítrico protegeu a mucosa de 

animais reduzindo os produtos da peroxidação lipídica, como MDA, e mantendo os 

níveis gástricos de GSH. Assim como ocorre na gastroproteção mediada pelo H2S, 

esse mecanismo também parece ser dependente da participação de canais KATP, 

bem como da produção de GMPc (MEDEIROS et al., 2008; SANTANA et al., 2015). 
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Foi demonstrado também que o NO endógeno reduziu a lesão gástrica causada por 

etanol através da regulação da microcirculação da mucosa gástrica (MASUDA et al., 

1995). Além do mais, foi demonstrado em um estudo in vitro que esses doadores de 

NO também inibiram a secreção ácida em células parietais isoladas, contribuindo, 

portanto, para a gastroproteção que foi observada em estudos in vivo (KONTUREK 

et al., 2001). 

 

1.4.3. Monóxido de Carbono 

 

O monóxido de carbono é produzido por meio da ação de enzimas 

denominadas heme oxigenases (HO), que catabolizam o heme e produzem CO, 

biliverdina e ferro livre (Fe2+) (Figura 6). Posteriormente a biliverdina é convertida em 

bilirrubina, um pigmento conhecido por sua função antioxidante no tecido gástrico de 

animais (GOMES et al., 2010). Atualmente, são descritas na literatura três isoformas 

da heme oxigenase (HO-1, HO-2 e HO-3) (IMMENSCHUH et al., 1999). A HO-1 é 

descrita como a isoforma enzimática induzível, sendo geralmente expressa em 

níveis muito baixos no lúmen do trato gastrointestinal, mas pode ser 

acentuadamente induzida a elevados níveis por uma grande variedade de 

moléculas, incluindo agentes que induzem o estresse celular (NAIK et al., 2003; 

CHANG et al., 2009). A HO-2 é reconhecida como a forma constitutiva e, é 

amplamente expressa no trato gastrointestinal, em nervos entéricos e nas células 

intersticiais de Cajal (FARRUGIA; SZURSZEWSKI, 1999; BATTISH et al., 2000).  

Quanto a HO-3, essa isoforma é descrita como um pseudogene em algumas 

espécies e há poucas publicações descrevendo as suas funções (FARRUGIA; 

SZURSZEWSKI, 2014). 

 

Figura 6: Biossíntese do CO. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria, 2017. 
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Moléculas liberadoras de CO como o CORM-2 ou o substrato para a síntese 

desse mediador gasoso, a hemina, são utilizadas experimentalmente para avaliar os 

efeitos do monóxido de carbono em diferentes sistemas biológicos (FARRUGIA; 

SZURSZEWSKI, 2014). Foi demonstrado que tanto o CORM-2 quanto a hemina 

protegeu o tecido gástrico de animais contra lesões induzidas por estresse, por 

fármacos como o alendronato de sódio e a aspirina, e por etanol (GOMES et al., 

2010; COSTA et al., 2013; MAGIEROWSKA et al., 2015, 2016; MAGIEROWSKI et 

al., 2016; KWIECIEN et al., 2016). Além disso, Magierowski e colaboradores (2017) 

demonstraram que o monóxido de carbono liberado do CORM-2 ou produzido 

endogenamente através da via HO-1/Nrf2 acelerou a recuperação de úlceras 

gástricas induzidas por ácido acético em ratos e essa gastroproteção foi mediada 

pelo aumento do fluxo sanguíneo gástrico e pela diminuição de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β e TNF-α (Figura 7). No mesmo contexto, sabe-se que o 

monóxido de carbono também contribui para a manutenção da integridade da 

mucosa gástrica contra lesões induzidas por etanol, e um desses mecanismos de 

gastroproteção parece ser dependente da ativação do GMPc, bem como da 

diminuição dos níveis de MDA e aumento dos níveis gástricos de GSH (GOMES et 

al., 2010). 

 

Figura 7: Efeito gastroprotetor do CO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Autoria própria, 2017. 
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Os estudos citados nesta seção reforçam a ideia de que o monóxido de 

carbono juntamente com o sulfeto de hidrogênio e o óxido nítrico são extremamente 

importantes para o trato gastrointestinal, pois essas moléculas mantêm a integridade 

da mucosa e estimulam os mecanismos de proteção gástrica. Embora esteja muito 

claro que esses mediadores gasosos apresentam efeito gastroprotetor, ainda é 

necessário que mais estudos sejam realizados para compreender melhor as vias de 

sinalização que estão envolvidas nesses efeitos benéficos. 

 

1.5. PROTEÍNA CINASE ATIVADA POR AMP (AMPK): ESTRUTURA E 

REGULAÇÃO 

 

A Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) é uma enzima considerada como 

sensor intracelular que controla a homeostase energética ao nível de vários tecidos 

(MUANPRASAT et al., 2015). A AMPK conserva os níveis de ATP em situações de 

estresse energético, como no exercício físico, em casos de hipóxia ou em eventos 

de proliferação celular (HARDIE, 2014; MOUNIER  et al., 2015). Estruturalmente, a 

AMPK é uma proteína cinase heterotrimérica serina / treonina que consiste em uma 

subunidade catalítica (α) e duas subunidades reguladoras (β e γ) que existem como 

múltiplas isoformas e variantes (por exemplo: α1, α2, β1, β2, γ1, γ2 e γ3), resultando 

na geração de 12 possíveis combinações heterotriméricas, com uma ampla 

diversidade entre os padrões de expressão celulares (HARDIE et al., 1998, 

CAMERON; KURUMBAIL, 2016). 

A subunidade α contém o domínio serina-treonina cinase N-terminal que 

também inclui o resíduo Thr172, cuja fosforilação por outras proteínas cinases faz-se 

necessária para a ativação dessa enzima.  Além disso, há um domínio auto inibitório 

(AID) que é fundamental para reduzir a atividade cinase na ausência de AMP (CHEN 

et al., 2013), e um domínio globular C-terminal, que se liga às subunidades β e γ 

(Figura 8). A subunidade β contém uma molécula central de ligação aos carboidratos 

(CBM), que permite que a AMPK se ligue ao glicogênio (POLEKHINA et al., 2003). 

Já a subunidade γ contém quatro repetições de sequências em tandem 

denominadas de motivo CBS (a partir da cistationina β-sintase, onde foram 

originalmente encontradas), que funcionam em pares para proporcionar quatro 

locais de ligação de nucleotídeos potenciais, tais como o AMP e o ATP (CAMERON; 
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KURUMBAIL, 2016). Entretanto, apenas a ligação do AMP, mas não do ADP, pode 

conduzir a ativação alostérica da enzima, a qual é antagonizada pela elevação nos 

níveis de ATP. 

A AMPK pode ser regulada por outras proteínas cinases, incluindo a LKB1 

(cinase hepática B1), bem como a cinase ativada por proteína cinase dependente de 

cálcio/calmodulina do tipo beta (CAMKKβ) (JENSEN et al., 2007)  e a cinase 1 

ativadora do fator transformador de crescimento β (TAK1) (HERRERO-MARTIN et 

al., 2009; CHEN et al., 2013). A ativação alostérica da AMPK por AMP foi 

demonstrada em 1980, porém foi somente no início de 1990 que observaram que a 

ligação da AMP a AMPK não causa apenas uma ativação alostérica, mas também 

promove a sua fosforilação no resíduo Thr172 (MOORE et al., 1991). 

 

 

Figura 8: Estrutura da AMPK  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: São conhecidas duas subunidades α, duas β e três γ da AMPK. Para modular a proteína 
cinase, a subunidade α contém um domínio auto inibitório (AID), elementos reguladores conhecidos 
como αRIMs e um domínio C-terminal que se liga estreitamente com as subunidades β e γ. A 
subunidade β é ligada a um resíduo de glicina N terminal, seguido por um módulo de ligação a 
carboidrato (CBM) e um domínio C terminal que ancora as subunidades α e γ. A subunidade γ 
contém quatro módulos cistationina- β -sintase (CBS) em tandem. Além disso, as subunidades γ2 e 
γ3 possuem longas extensões N-terminais. Adaptado de Cameron; Kurumbail, 2016.  
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A descoberta de que o exercício físico induz a ativação da AMPK no músculo 

esquelético e, assim, estimula o aumento da captação de glicose sugeriu o potencial 

terapêutico dos ativadores da AMPK para o tratamento da diabetes do tipo 2 

(FRIEDRICHSEN et al., 2013). Além disso, a ativação da AMPK no fígado e no 

tecido adiposo (BIJLAND et al., 2013) modula diferentes vias para equilibrar a 

lipogênese e a lipólise na conservação dos níveis de ATP. Desse modo, estudos 

sugerem que os ativadores da AMPK podem inibir a gliconeogênese, entretanto o 

uso de modelos genéticos indicou que os efeitos diretos na produção de glicose 

hepática foram independentes da atividade dessa enzima (FORETZ et al., 2010), o 

que demonstra a necessidade de mais pesquisas para evidenciar esses 

mecanismos. 

A AMPK pode ser ativada por ativadores naturais ou sintéticos. Dentre os 

compostos naturais, cita-se o resveratrol e o ácido α-lipóico. Essa enzima também 

pode ser ativada por hormônios como adiponectina, leptina e interleucina- 6, por 

condições fisiológicas como o exercício físico, o jejum prolongado ou pela restrição 

calórica (Figura 9) (HARDIE, 2016). Consequentemente, a AMPK ativada provoca 

efeitos pleiotrópicos, incluindo a melhora da função endotelial, a redução da 

inflamação e o controle do equilíbrio redox celular (O’NEILL; HARDIE, 2013; 

SHIRWANY; ZOU, 2014). 

Para avaliar o papel da AMPK em modelos experimentais geralmente são 

utilizados ativadores farmacológicos, como o 5- aminoimidazole-4-carboxamida-1-β-

D-ribofuranoside (AICAR), a metformina, os salicilatos, dentre outros (HARDIE, 

2016). O AICAR é um intermediário endógeno na síntese de inosina monofosfato, 

que ativa a AMPK em células e tecidos (CAMERON; KURUMBAIL, 2016). Após a 

entrada na célula, o AICAR é fosforilado para gerar ZMP, um mimético do AMP 

(YOUNG et al., 1996). Com base nisso, muitos estudos sugeriram que os ativadores 

da AMPK poderiam ser eficazes para o tratamento de uma variedade de disfunções 

fisiológicas (CAMERON; KURUMBAIL, 2016) incluindo doenças renais (DECLEVES 

et al., 2014), cardiovasculares (KIM; DYCK, 2015) ou inflamatórias (O’NEILL; 

HARDIE, 2013).  
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Figura 9: Ativadores fisiológicos, farmacológicos, naturais e hormonais da AMPK.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Abreviações: CaMKKβ- cinase ativada por proteína cinase dependente de 
cálcio/calmodulina do tipo beta, AMP: Adenosina Monofosfato; ATP: Adenosina Trifosfato; GLP-1: 
Peptídeo semelhante ao Glucagon do tipo 1. Adaptado de Hardie, 2016. 
 
 

1.5.1. Evidências da AMPK no trato gastrintestinal 
 

A detecção da AMPK em células epiteliais intestinais foi relacionada com a 

manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico celular, pois a sua ativação contribui para 

a inibição dos canais reguladores de condutância transmembranar de fibrose cística 

(CFTR), que promovem a perda excessiva de água e de eletrólitos (KONGSUPHOL 

et al., 2009), bem como para a regulação de proteínas de transporte como as 

aquaporinas, que também são essenciais para o equilíbrio hidroeletrolítico intestinal 

(HE et al., 2017). Com base nessas funções, estudos indicam que a AMPK poderá 

ser um futuro alvo terapêutico para o tratamento de disfunções que acometem o 

TGI, como exemplo as diarreias secretoras (WALKER et al., 2003; ROGERS et al., 

2013). 

A AMPK também é expressa em células parietais de camundongos, onde 

participa da modulação da secreção ácida gástrica agindo como um interruptor 

metabólico da liberação de ácido clorídrico (SIDANI et al., 2009). A ativação da 

AMPK em células epiteliais gástricas de humanos está relacionada com a proteção 
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contra apoptose induzida por Helicobacter pylori (GUOQIANG et al., 2014). 

Demonstrou-se também que a ativação da AMPK no tecido gástrico de ratos 

diabéticos, tratados com metformina, reduziu significativamente as úlceras gástricas 

induzidas por ácido acético e esse efeito se deu principalmente pela produção de 

fatores angiogênicos (BARAKA; DEIF, 2011). Essas evidências demonstram que a 

ativação da AMPK no TGI contribui para muitos efeitos benéficos, incluindo a 

gastroproteção.    

 

1.5.2. Envolvimento da AMPK nos efeitos benéficos do sulfeto de hidrogênio, 

óxido nítrico e monóxido de carbono  

 

A literatura é extensa ao descrever a interação da AMPK com os mediadores 

gasosos: sulfeto de hidrogênio, óxido nítrico e monóxido de carbono em diferentes 

tipos de células, incluindo células endoteliais, neurônios, entre outras (LIU et al., 

2011;NUNES et al., 2015; XIE et al., 2015). Nesta seção serão descritos os 

principais estudos que evidenciaram o envolvimento da AMPK nas funções 

exercidas por essas moléculas gasosas, bem como a participação desses 

mediadores gasosos nos efeitos benéficos da AMPK.  

 

1.5.2.1. AMPK e Sulfeto de Hidrogênio 

      

Xie e colaboradores (2015) demonstraram que a AMPK, quando ativada por 

H2S, reduziu significativamente a lesão miocárdica ocasionada por isquemia e 

reperfusão. Além disso, o envolvimento da AMPK também foi atribuído aos efeitos 

cardioprotetores do H2S frente a disfunção cardíaca induzida por dieta hiperlipídica 

em camundongos ou pelo modelo de tabagismo em ratos (ZHOU et al., 2014a; 

BARR et al., 2015). Estudos também mostraram que o H2S causa supressão notável 

na produção de citocinas inflamatórias em macrófagos e em células de microglia 

frente ao estímulo por injeção de lipopolissacarídeo (HU et al., 2007; WHITEMAN et 

al., 2010). Paralelamente, a inibição da inflamação pela ativação da AMPK também 

foi demonstrada (O'NEILL; HARDIE, 2013), sendo assim, Zhou e colaboradores 

(2014b) descobriram que a supressão da inflamação da microglia por ação do H2S 

dependia em grande parte da ativação da AMPK via CaMKKβ, isso foi evidenciado 



ARAÚJO, S. Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO): evidência de 

interação mútua na gastroproteção em camundongos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 

40 
 

por doadores de H2S, pelo aumento da expressão de CBS e por animais knockdown 

para o gene da AMPK. 

Um doador de H2S, o NaHS, diminuiu o estresse oxidativo, restaurou a 

atividade de sistemas antioxidantes e reduziu os níveis de apoptose através da 

ativação da sinalização CaMKKβ/AMPK, atenuando, portanto, o processo de 

envelhecimento tanto em modelo experimental in vivo quanto in vitro (CHEN et al., 

2017). Além disso, a produção de ROS foi diminuída pela ativação da AMPK, 

induzida por H2S, em células osteoblásticas tratadas com dexametasona (YANG et 

al., 2014). Com base nesses estudos, pode-se sugerir que muitos dos efeitos 

benéficos do H2S podem ser mediados pela AMPK. 

 

 

1.5.2.2. AMPK e Óxido Nítrico  

 

Zhang e colaboradores (2008) demonstraram que o NO age como um 

ativador endógeno da AMPK em células endoteliais, aumentando os níveis de Ca2+ 

por meio da ativação da GCs. Posteriormente, o aumento dos níveis de cálcio 

conduz a ativação da AMPK mediada por CaMKKβ. Além disso, em circunstâncias 

patológicas, caracterizadas por aumento na produção de peroxinitrito (ONOO-), foi 

relatado que o ONOO- ativa a proteína cinase C (PKC), e isso estimula a fosforilação 

da LKB1, levando à ativação da AMPK (XIE et al., 2006). 

A isoforma endotelial da NO sintase é ativada por AMPK através da 

fosforilação da Ser1177 (CHEN et al., 1999), indicando que a AMPK também é 

capaz de regular os níveis de espécies reativas de nitrogênio, bem como de induzir 

a produção de NO. Por conseguinte, um aumento na atividade da AMPK em 

diferentes condições fisiológicas e patológicas, por exemplo, a estimulação do fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) pode levar a um aumento na síntese de 

NO por ação da eNOS (REIHILL et al., 2007; LEVINE et al., 2007) que, por sua vez, 

é capaz de aumentar ainda mais a produção de óxido nítrico através do feedback 

positivo da AMPK.  

É importante destacar que em camundongos knockout para Nos3-/-, a 

metformina (CALVERT et al., 2008), não tem efeito sobre a AMPK em células 

endoteliais, enfatizando o papel do NO endógeno na ativação da AMPK e a sua 
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subsequente modulação sobre o metabolismo bioenergético. Neste contexto, foi 

demonstrado que, em células endoteliais, a AMPK é fosforilada após o tratamento 

com diferentes dadores de NO e, uma vez ativada, essa enzima fosforila a proteína 

cinase IkB (IKKβ) (BESS et al., 2011). Isso conduz à redução da expressão do fator 

nuclear NFκB, sugerindo o papel do NO na inibição da resposta inflamatória 

(HATTORI et al., 2008; BESS et al., 2011).  

Tanto a administração de metformina bem como de AICAR, ambos ativadores 

da AMPK, aumentou significativamente a fosforilação da eNOS no resíduo Ser1179, 

induzindo a síntese de NO e melhorando o quadro de disfunção endotelial vascular 

(DAVIS et al., 2006). Ainda relativo aos efeitos benéficos do NO, o sildenafila, 

fármaco usado para inibir a disfunção erétil, apresenta efeito gastroprotetor através 

da indução da produção de óxido nítrico na mucosa gástrica de camundongos com 

lesões induzidas por etanol (MEDEIROS et al., 2008). Foi demonstrado também que 

a expressão da eNOS, induzida pelo sildenafila, ocorre por meio da ativação da 

AMPK em células neuronais (NUNES et al., 2015). Esses estudos sugerem que os 

efeitos benéficos do óxido nítrico, dentre outros fatores, se devem a ativação da 

AMPK.     

 

1.5.2.3. AMPK e Monóxido de Carbono 

 

Liu e colaboradores (2011) demonstraram que a ativação da AMPK, pelo 

AICAR, em células endoteliais humanas aumentou a expressão gênica da HO-1, o 

que contribuiu para os efeitos antiapoptóticos da AMPK, preservando a viabilidade 

celular durante o estresse metabólico. Foi demonstrado também que a AMPK exerce 

uma influência positiva na sinalização Nrf2 / HO -1 em fibroblastos embrionários de 

ratos (ZIMMERMANN et al., 2015). O Nrf2 é um fator nuclear de transcrição que 

regula a expressão de proteínas antioxidantes e protege células e tecidos contra o 

estresse oxidativo induzido por lesões e inflamação (QIANG, 2013). Assim, a 

ativação da AMPK além de induzir a produção endógena de monóxido de carbono 

por meio da HO-1, também auxilia no combate das ROS através da indução da 

expressão de Nrf2 (ZIMMERMANN et al., 2015).   

Um estudo in vitro demonstrou que a hemina, um substrato para a síntese de 

monóxido de carbono, aumentou a expressão da HO-1 e essa, por sua vez, induziu 
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a fosforilação da AMPK em queratinócitos humanos expostos a radiação UVB 

(PARK et al., 2017). Além disso, como citado anteriormente, foi observado também 

que o AICAR induziu a expressão da HO-1 em células endoteliais humanas (LIU et 

al., 2011; BYUN et al., 2014), ou seja, esses mecanismos sugerem uma interação 

mútua entre a AMPK e a via de sinalização do monóxido de carbono, onde  tanto a 

AMPK pode induzir a expressão da HO-1, quanto  a HO-1, induzida por hemina, 

também pode estimular a fosforilação da AMPK (PARK et al., 2017). 

Finalizando, nesta seção foram demonstrados os principais estudos que 

evidenciaram o envolvimento da AMPK nas funções biológicas exercidas pelo 

sulfeto de hidrogênio, óxido nítrico e monóxido de carbono. Embora muitas 

pesquisas tenham sido realizadas nos últimos anos tendo como foco esses 

mecanismos, até o presente momento nenhuma publicação descreveu o 

envolvimento da AMPK nos efeitos gastroprotetores desses mediadores gasosos, 

deixando uma lacuna aberta para investigações futuras. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar se a Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) apresenta efeito 

gastroprotetor e se está envolvida na gastroproteção mediada por H2S, NO e 

CO na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificar o efeito do AICAR (ativador da AMPK) ou do Composto C (inibidor da 

AMPK) em modelo de lesão gástrica induzida por etanol 50% em 

camundongos;  

 

 Analisar o efeito da ativação da AMPK sobre os níveis gástricos de H2S, 

nitrato / nitrito e de bilirrubina através da dosagem desses mediadores 

gasosos em homogenatos de tecido gástrico de camundongos;  

 

 Avaliar o efeito da ativação da AMPK na presença dos inibidores enzimáticos 

de H2S, NO ou CO na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos 

através da avaliação macroscópica e histológica das lesões; 

 

 Investigar o envolvimento da AMPK na proteção gástrica mediada por H2S, 

NO e CO em modelo de lesão gástrica induzida por etanol, por meio da 

avaliação macroscópica e histológica das lesões; 

 

 Demonstrar o efeito da inibição da AMPK sobre os níveis de H2S, 

nitrato/nitrito e de bilirrubina em homogenatos gástricos de camundongos 

tratados com doadores ou substratos para a síntese dos mediadores gasosos 

(H2S, NO e CO); 
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 Verificar a expressão da AMPK em amostras gástricas de animais submetidos 

ao tratamento com doadores de H2S, NO e CO na lesão gástrica induzida por 

etanol, através da técnica de imunohistoquímica; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. DROGAS E REAGENTES 

 

O Hidrossulfeto de sódio (NaHS) e o Reagente de Lawesson, ambos 

doadores de sulfeto de hidrogênio, DL-propargilglicina (PAG, inibidor da enzima 

cistationina-γ-liase), o Nitroprussiato de sódio (NPS, doador de óxido nítrico), a L-

arginina (substrato para a síntese de óxido nítrico), L-NG-nitro-arginina metil éster (L-

NAME, inibidor da síntese de óxido nítrico), Dímero de tricarbonildicloro rutênio II 

(CORM-2, doador de monóxido de carbono), Hemina (substrato da enzima HO-1 

para a síntese de monóxido de carbono), Zinco protoporfirina IX (ZnPP IX, inibidor 

da síntese de monóxido de carbono), AICAR (ativador da AMPK) e o  Composto C 

(inibidor da AMPK) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

O ZnPP IX foi dissolvido em 50 mM de Na2CO3, a Hemina em 1 mM de 

NaOH, o CORM-2 foi diluído em DMSO a 1% e o Composto C em PBS. As demais 

drogas foram dissolvidas em salina 0,9%. 

 

3.2. ANIMAIS 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos (variedade 

Swiss) pesando entre 25-30 g de ambos os sexos provenientes do Centro de 

Ciências Agrárias (CCA), da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram 

mantidos em gaiolas e acondicionados no laboratório com temperatura controlada 

de 22 ± 2 °C, em ciclo de 12 h claro/12 h escuro, com livre acesso a ração (dieta 

padrão) e água ad libitum. Cada grupo experimental consistiu de 5 a 6 animais e os 

controles utilizados foram etanol (agente indutor de lesões gástricas) e salina. Antes 

dos experimentos os animais foram submetidos a jejum de 18 a 20 horas, mas com 

livre acesso ao consumo de água. Os procedimentos e os protocolos experimentais 

usados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Federal do Piauí (protocolo n° 228/2016). 
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3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  

 

Para verificar o envolvimento da AMPK no efeito gastroprotetor dos 

mediadores gasosos (H2S, NO e CO) os grupos experimentais foram divididos 

conforme representado no delineamento experimental da figura 10. Foram 

realizados quatro protocolos experimentais, onde no primeiro foi avaliada a interação 

entre AMPK e H2S. Para isso, os animais foram pré-tratados com o inibidor da 

AMPK (Composto C) seguido ou não dos doadores de H2S (NaHS ou Reagente de 

Lawesson). Outro grupo experimental foi tratado com o inibidor da síntese de H2S 

(PAG) e posteriormente recebeu AICAR.  

No segundo protocolo, investigou-se a interação entre AMPK e NO e, para 

isso os animais foram também tratados com um doador ou um substrato para a 

síntese de NO (NPS ou L-arginina, respectivamente) na presença ou não do pré-

tratamento com o inibidor da AMPK. Outro grupo de animais recebeu L-NAME 

seguido por AICAR.  

No terceiro grupo experimental foi avaliada a interação entre AMPK no efeito 

gastroprotetor do CO. Assim, os animais foram tratados com um doador de CO 

(CORM-2) ou com um substrato para a síntese desse mediador gasoso (hemina) na 

presença ou não do inibidor da AMPK. Outro grupo de animais foram tratados com 

ZnPP IX seguido por AICAR.  

No quarto protocolo foi avaliado o efeito da ativação da AMPK, pelo AICAR, 

no tecido gástrico de camundongos tanto na proteção gástrica quanto na capacidade 

de estimular a produção de mediadores gasosos. Após 30 minutos de cada 

tratamento os animais receberam etanol 50% por via oral (exceto o grupo salina e 

um grupo AICAR) e após 1 hora foram eutanasiados e as amostras de tecido 

gástrico foram utilizadas para análises posteriores, incluindo a avaliação 

histopatológica, quantificação da produção de H2S, nitrato /nitrito e de bilirrubina e 

para a verificação da expressão da AMPK no tecido gástrico dos camundongos que 

foram tratados com AICAR, NaHS, NPS ou CORM-2 na lesão por etanol (Figura 10). 

É importante destacar que o intervalo entre cada um dos tratamentos de todos os 

grupos experimentais foi de 30 minutos. 
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3.3.1. Lesão gástrica induzida por etanol 

  

Após o jejum de 18 a 20 horas, os grupos de animais receberam etanol na 

concentração de 50% (0,5 ml/25 g) por via oral e foram eutanasiados 1 hora depois. 

Posteriormente, foi feita uma laparotomia mediana e os estômagos foram excisados 

e abertos ao longo da curvatura maior, lavados com água corrente e estendidos 

sobre uma placa, onde foram fotografados com câmera digital (Canon Profissional 

Eos Rebel EF-S 18-135, 18MP) para posterior análise e medições das alterações 

macroscópicas com uso de um programa de planimetria computadorizada (Image J). 

Os dados referentes à área da lesão gástrica foram transferidos para o Software 

GraphPad Prism versão 6.0 para a realização da análise estatística. Os fragmentos 

de tecidos gástricos foram pesados e armazenados sob refrigeração para análises 

posteriores (MEDEIROS et al., 2009). 

 

3.3.2 Protocolo I – Avaliação do envolvimento da AMPK no efeito 

gastroprotetor do H2S na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos 

 

Os camundongos foram tratados por via oral com NaHS (150 μmol/kg, 

MEDEIROS et al., 2009) ou reagente de Lawesson (27 μmol/kg, MEDEIROS et al., 

2009). Outros grupos receberam Composto C (10 mg/Kg i. p, RIOS et al., 2013) + 

NaHS ou Composto C + reagente de Lawesson ou PAG (50 mg/Kg, v.o, MEDEIROS 

et al., 2009) + AICAR (20 mg/Kg, i.p, BUENO JÚNIOR et al., 2012). Trinta minutos 

depois as lesões gástricas foram induzidas por etanol conforme descrito no tópico 

3.3.1. Alguns fragmentos de tecidos foram armazenados em formol a 10% para 

serem usados para a avaliação histológica e para imunohistoquímica da expressão 

da AMPK. Amostras também foram imediatamente utilizadas para a quantificação de 

H2S (GU et al., 2013). 

 

3.3.3 Protocolo II – avaliação do envolvimento da AMPK no efeito 

gastroprotetor do NO na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos 

   

Neste protocolo experimental, os camundongos foram tratados com NPS (10 

mg/Kg v.o, SILVA et al., 2015), L-Arginina (200 mg/Kg i. p, MEDEIROS et al., 2008) 

ou com L-NAME (10 mg/Kg, i. p, SILVA et al., 2014) ou um volume equivalente de 
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seus respectivos veículos. Outros grupos receberam Composto C + NPS, Composto 

C + L-arginina ou L-NAME + AICAR. Trinta minutos depois, o etanol foi administrado 

conforme descrito no tópico 3.3.1. Os fragmentos de tecido gástrico foram utilizados 

para a avaliação histológica, análise da expressão da AMPK ou para a quantificação 

dos níveis de nitrato/nitrito (GREEN et al., 1982). 

 

3.3.4 Protocolo III – avaliação do envolvimento da AMPK no efeito 

gastroprotetor do CO na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos 

 

Os animais foram tratados com CORM-2 (5 mg / kg v.o, MAGIEROWSKA et 

al., 2015), hemina (10 mg / kg, v.o, GOMES et al., 2010), ou ZnPP IX (3 mg / Kg i.p, 

MAGIESROWSKA et al., 2016). Outros grupos receberam Composto C + CORM-2, 

Composto C + hemina ou ZnPP IX + AICAR. Trinta minutos depois as lesões 

gástricas foram induzidas por etanol conforme relatado no tópico 3.3.1. Alguns 

fragmentos de tecidos gástricos foram utilizados para avaliação histopatológica bem 

como para análise da expressão da AMPK ou dos níveis de bilirrubina (FORESTI et 

al., 2003).  

 

3.3.5 Protocolo IV – avaliação do efeito gastroprotetor da AMPK sobre a 

produção de H2S, nitrato/nitrito ou de bilirrubina em homogenatos gástricos de 

camundongos 

 

Neste protocolo, os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal com 

AICAR (20 mg/Kg ) seguido ou não do tratamento com etanol. Uma hora depois os 

animais foram eutanasiados e os seus estômagos foram removidos, conforme citado 

no tópico 3.3.1. Em seguida, as amostras foram utilizadas para a análise histológica 

e para verificar a possibilidade da produção de sulfeto de hidrogênio (GU et al., 

2013), de nitrato / nitrito (GREEN et al., 1982) ou de bilirrubina (FORESTI et al., 

2003) no tecido gástrico dos animais. Além disso, foi avaliada a expressão da AMPK 

nos tecidos gástricos de animais tratados com AICAR + etanol. 

 

 

 

 



ARAÚJO, S. Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO): evidência de 

interação mútua na gastroproteção em camundongos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 

52 
 

3.3.6 Avaliação histológica das lesões gástricas 

 

Fragmentos do estômago dos animais foram colhidos e fixados em formol a 

10 % por 24 horas, para análise histológica. O material biológico foi desidratado em 

concentrações crescentes de álcool etílico, processado e emblocados em parafina. 

As secções de quatro micrômetros de espessura foram desparafinadas, coradas 

com hematoxilina e eosina, e depois examinadas sob microscópio óptico. As 

amostras de tecido gástrico foram avaliadas de acordo com critérios previamente 

descritos por Laine e Weinstein (1988), onde foram atribuídas pontuações nos 

seguintes parâmetros: lesão hemorrágica (pontuação de 0-4), edema (pontuação de 

0- 4), perda de células epiteliais (pontuação 0-3) e presença de células inflamatórias 

(pontuação de 0-3), obtendo-se uma pontuação máxima de 14, conforme pode ser 

observado nas tabelas de 1 a 4. 

 

3.3.7 Determinação dos níveis de sulfeto de hidrogênio no tecido gástrico de 

camundongos  

 

As amostras de estômagos de animais que foram tratados com AICAR, 

NaHS ou com  Composto C + NaHS, foram obtidas por meio do procedimento 

previamente descrito no item 3.3.2. Ambas foram utilizadas para determinar os 

níveis de H2S de acordo com o método descrito por Gu e colaboradores (2013). Este 

método permite quantificar indiretamente os níveis de H2S teciduais por meio da 

utilização de um tampão antioxidante diluído na amostra de interesse. Esse tampão 

contém salicilato de sódio, ácido ascórbico e NaOH, que convertem todo o H2S no 

íon S2–, que é então mensurado por um microeletrodo de íon sulfeto. Inicialmente, as 

amostras foram pesadas e homogeneizadas no tampão antioxidante diluído para se 

obter um homogenato a 10%. No homogenato de cada amostra foi então inserido o 

microeletrodo de íon sulfeto (Lazar Research Laboratories, Los Angeles, CA, EUA) 

ligado a um medidor de pH modelo 6230M (Jenco Instruments), seguindo as 

especificações do fabricante. As soluções padrões para a curva de calibração foram 

preparadas usando-se o NaHS como doador de sulfeto.    
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3.3.8 Dosagem dos níveis de nitrato/nitrito no tecido gástrico de camundongos 

 

A produção de óxido nítrico no tecido gástrico dos animais foi avaliada 

indiretamente por meio da quantificação dos níveis gástricos de nitrato (NO3
-) e 

nitrito (NO2
-) (coletivamente denominados como NOx), utilizando a reação de Griess. 

A amostras de tecidos gástricos dos animais controles e dos que foram tratados com 

AICAR, com NPS ou com Composto C + NPS foram maceradas em solução de 

cloreto de potássio (KCl, 0,15 M) e o homogenato foi centrifugado sob refrigeração. 

Em seguida, o sobrenadante (100 μL) foi misturado com o reagente de Griess (100 

μL) (ácido fosfórico, sulfanilamida e di-hidrocloreto de N- (1-naftil) etilenodiamina). 

Após 10 min, a absorbância das amostras foi medida a 540 nm. Os resultados foram 

expressos como micromoles de nitrito e nitrato (NOx) (GREEN et al., 1982). 

 

3.3.9 Determinação dos níveis de bilirrubina no tecido gástrico de 

camundongos 

 

A produção de monóxido de carbono no tecido gástrico dos camundongos 

foi avaliada indiretamente por meio da dosagem de bilirrubina, pois quando esse 

pigmento é produzido também ocorre a produção de ferro livre (Fe2+) e de monóxido 

de carbono através do metabolismo do heme (GOMES et al., 2010).  

Resumidamente, 100 mg de tecidos gástricos congelados foram homogeneizados 

em 1 ml de solução salina. Foram adicionadas alíquotas de 500 μl do homogenato a 

250 mg de BaCl2 e misturou-se  completamente com o auxílio de um vórtex, 

conforme descrito por Foresti et al, (2003) com algumas modificações. Em seguida, 

adicionou-se 0,75 ml de benzeno à mistura, e os tubos foram novamente misturados 

vigorosamente com o vórtex. A fase benzênica contendo a bilirrubina extraída foi 

separada da fase aquosa por centrifugação a 13 000 RPM durante 30 min. Uma 

curva padrão de bilirrubina foi obtida a partir da bilirrubina comercial (8,6 mg / dL) 

(Labtest, Brasil). A bilirrubina foi medida espectrofotometricamente, com a diferença 

de absorbância entre 450 e 600 nm e expressa como mg / dL (FORESTI et al., 

2003). 
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3.3.10 Imunohistoquímica para AMPKα e AMPK fosforilada no tecido gástrico 

de camundongos 

 

As amostras gástricas de camundongos tratados com AICAR, NaHS, NPS ou 

CORM-2 na lesão gástrica induzida por etanol foram avaliadas para a expressão da 

AMPK por meio da técnica de imunohistoquímica. As lâminas que foram montadas a 

partir dos blocos de parafina para as análises histológicas foram desparafinizadas e, 

em seguida hidratadas. Posteriormente essas lâminas foram submetidas ao 

processo de recuperação antigênica em pH alto (PT link 10027, Dako) por um 

período de 1 hora e 30 minutos em temperaturas variando de 65 a 99 oC. Em 

seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena (EnVision Flex Peroxidase 

Blocking, Dako) e depois  foi adicionado o anticorpo primário anti-AMPKα (Mouse 

monoclonal, 1:400, Abcam) ou o anticorpo anti-AMPK fosforilada (Rabbit policlonal, 

1:100, Abcam) . Os anticorpos foram incubados por 20 minutos e logo depois se 

prosseguiu com a incubação secundária (HRP EnVision, Dako). A revelação foi feita 

com cromógeno 3,3' Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (EnVision DAB + 

Dako), que forneceu a lâmina a cor marrom típica da reação e a contra coloração foi 

feita com hematoxilina de Harry (Heamatoxylin EnVisionFlex Dako). As lâminas de 

controle negativo foram processadas ao mesmo tempo como descrito, mas sem o 

uso dos respectivos anticorpos. Este protocolo foi executado de acordo com 

especificações dos fabricantes de anticorpos e dos respectivos reagentes usados.  

 

3.3.11 Análise da imunohistoquímica para AMPK fosforilada  

 

As imagens para a análise foram adquiridas de uma câmera com um sistema 

de aquisição LAZ 3.5 (LEICA DM1000, Alemanha) acoplado a um microscópio de 

luz. As imagens microscópicas resultantes foram submetidas a subtração de fundo e 

correção de cor. A intensidade de coloração da AMPK foi estimada com o software 

ImageJ versão 2.1, de acordo com o método qualitativo e não subjetivo descrito por 

Ruifrok e Johnston (2001). Os vetores de componentes de hematoxilina e DAB 

foram separados em imagens de seção, com uma ampliação final de 100 ×, pelo 

plugin ImageJ Color deconvolution (H-DAB). Este método demonstra uma correlação 

linear entre o aumento da concentração de anticorpos e o peso DAB (DABwt) 

(HARFORD-WRIGHT et al., 2014). Os resultados foram expressos como DABwt%. 
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3.4. Análise estatística 
 

Os dados foram apresentados como a média (±EPM) de 5 a 6 animais em 

cada grupo. Os testes estatísticos foram realizados no software Graphpad Prism 

(versão 6.0). A significância estatística das diferenças entre os grupos foi 

determinada por análise unidirecional de variância (ANOVA) seguida do teste de 

múltiplas comparações de Student-Newman-Keuls. Para a análise histológica os 

dados foram apresentados como medianas com os escores mínimos e máximos e 

foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn 

para múltiplas comparações. As diferenças foram consideradas significativas quando 

P < 0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1. O EFEITO GASTROPROTETOR DA AMPK É DEPENDENTE DO SULFETO 

DE HIDROGÊNIO, DO ÓXIDO NÍTRICO E DO MONÓXIDO DE CARBONO.  

 

4.1.1. A inibição de H2S, NO e CO no tecido gástrico de camundongos reverte o 

efeito gastroprotetor da AMPK: avaliação macroscópica. 

 

 A figura 11 demonstra que o tratamento com etanol 50% (0,5 mL por 25 g) 

promoveu a formação de extensas lesões macroscópicas na mucosa gástrica de 

camundongos (43,89 ± 4,36 mm2, figura 11 B) quando comparado com o grupo 

salina (figura 11 A). Observou-se também que o tratamento com AICAR (2,74 ± 1,23 

mm2, figura 11 C) protegeu significativamente o tecido gástrico de camundongos 

com lesões induzidas por etanol (p<0,05). Entretanto, evidenciou-se que o pré-

tratamento com o inibidor de sulfeto de hidrogênio (PAG), com o inibidor da 

produção de óxido nítrico (L-NAME) ou com o inibidor da biossíntese de monóxido 

de carbono (ZnPP IX) reverteu significativamente (P< 0,05) o efeito gastroprotetor do 

AICAR (50,83 ± 6,16 mm2, 33,77 ± 5,11 mm2,  47,30 ± 6,06 mm2, respectivamente, 

figuras 11 D-F).  
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Figura 11: Efeito do AICAR, ativador da AMPK, na presença dos inibidores de H2S, 

NO ou CO na lesão gástrica induzida por etanol em camundongos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os animais foram pré-tratados apenas com salina ou com AICAR (20 mg/kg, i.p), na 
presença do etanol 50%. Em outros grupos experimentais, os camundongos foram tratados com PAG 
(50 mg/Kg, vo), L-NAME (10 mg/Kg, ip) ou ZnPP (3 mg/Kg ip) e após 30 min receberam AICAR. 
Depois de 30 min, as lesões gástricas foram induzidas com etanol e 1h depois os animais foram 
eutanasiados.  Os resultados estão expressos como a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. 
*p<0,05 versus grupo salina, **p< 0,05 versus grupo etanol, #P< 0,05 versus grupo AICAR (one-way 
ANOVA e pós-teste de Newman– Keuls). As figuras de A-F representam as alterações macroscópicas 
dos estômagos de camundongos submetidos aos tratamentos citados anteriormente.   
 
 



ARAÚJO, S. Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO): evidência de 

interação mútua na gastroproteção em camundongos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 

59 
 

4.1.2. A inibição de H2S, NO e CO no tecido gástrico de camundongos reverte o 

efeito gastroprotetor da AMPK: avaliação histopatológica. 

 

 A tabela 1 demonstra os parâmetros histopatológicos de tecidos gástricos de 

camundongos tratados com AICAR, ativador da AMPK, na lesão gástrica induzida 

por etanol 50%.  Observa-se que o etanol ocasiona extensas lesões microscópicas, 

caracterizadas por perda de células epiteliais (figura 12 B). Além disso, nota-se 

também que nas amostras gástricas de animais tratados com os inibidores de H2S, 

de NO ou de CO apresentaram elevados danos histopatológicos provocados pelo 

etanol, e o efeito gastroprotetor do AICAR foi abolido (figuras 12 D-F, 

respectivamente).    
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Figura 12: Alterações histopatológicas no tecido gástrico de camundongos durante 

a avaliação do envolvimento entre AMPK e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO) 

na lesão induzida por etanol.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A e B são imagens histológicas dos grupos controles (salina e etanol 50%, 
respectivamente). A imagem C se refere ao grupo experimental tratado com AICAR. As imagens D, E 
e F demonstram o tecido gástrico de animais pré-tratados com PAG, L-NAME ou ZnPP, 
respectivamente, seguido da administração de AICAR..  As imagens A e C evidenciam integridade do 
tecido gástrico dos animais. Entretanto, as imagens B,D,E e F demonstram perda de células epiteliais 
(asterisco), edema (linha tracejada) ou dano hemorrágico (setas). Ampliação: 100X.   
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Tabela 1: Avaliação histopatológica do envolvimento entre AMPK e mediadores 

gasosos (H2S, NO e CO) em tecidos gástricos de camundongos submetidos à lesão 

por etanol.   

 

Grupo 
experimental 

(n=6) 

Lesão 
hemorrágica 
(escore 0–4) 

Edema 
(escore 0–4) 

Perda de 
células 

epiteliais 
(escore 0–3) 

Células 
inflamatórias 
(escore 0–3) 

Total 
(escores 14) 

Salina 
 

0 (0–0) 0 (0–1) 0 (0–1) 0 (0–0) 0 (0–2) 

Etanol 
 

2 (1–4)* 3 (2–4)* 2 (2–3)* 1 (0–1) 9 (8–11)* 

AICAR+ etanol 
 

0 (0–1) 1 (0–2)** 0 (0–2)** 0 (0–1) 1 (0–5)** 

PAG + AICAR 
+ etanol 
 

3 (1–4) 2 (2–3) 2 (1–3) 0 (0–1) 7 (6–9) 

L-NAME +  
AICAR + etanol  
 

3 (3–4)#* 3 (2–4)* 2 (1–3)* 1 (0–1) 9 (9–10)#* 

ZnPP +     
AICAR + etanol 
 

2 (2–3) 3 (2–4)#* 2 (1–2) 1 (0–1) 8 (7–9) 

 

Legenda: Os dados apresentados são medianas com os escores mínimos e máximos (indicados 
entre parênteses). O teste não paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido do teste de Dunn, foram 
utilizados para as comparações múltiplas na avaliação histológica. (*) p<0,05, quando comparado 
com o grupo salina, (**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanol, (#) p<0,05 quando 
comparado com o grupo pré-tratado com AICAR.   
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4.1.3. Efeito da ativação da AMPK sobre os níveis de H2S, de bilirrubina e de 

nitrato/nitrito no tecido gástrico de camundongos. 

 

A administração de AICAR aumentou significativamente os níveis de H2S no 

tecido gástrico dos camundongos (0,116 ± 0,009 μmol / g) quando comparado ao 

grupo salina (0,051 ± 0,002 μmol / g). Além disso, os camundongos tratados apenas 

com etanol 50% também mostraram níveis significativamente elevados de H2S 

(0,163 ± 0,010 μmol / g) quando comparados com os grupos salina ou AICAR 

sozinho. O pré-tratamento com AICAR na presença de etanol 50% apresentou níveis 

significativamente maiores de H2S (0,190 ± 0,030 μmol / g) quando comparados ao 

grupo que recebeu apenas AICAR (P < 0,05) (figura 13 A). 

Quanto aos níveis de nitrato/nitrito nos tecidos gástricos de camundongos, 

nota-se que o tratamento com o etanol elevou esses níveis (0,38 ± 0,02 μM) quando 

comparado com o grupo salina (0,24 ± 0,02 μM), sendo estatisticamente significativo 

(p< 0,05). Entretanto, o tratamento apenas com AICAR ou com AICAR seguido de 

etanol não foi capaz de elevar os níveis do NOx gástrico quando comparado com os 

grupos salina ou etanol (figura 13 B). 

A análise da concentração de bilirrubina nos homogenatos de tecido gástrico 

mostrou que o AICAR aumentou os níveis desse pigmento (0,0111 ± 0,0007 mg/dl) 

quando comparado ao grupo salina (0,0006  ±  0,0006 mg/dl). Semelhantemente, o 

grupo etanol 50% também apresentou níveis significativamente aumentados de 

bilirrubina (0,0046 ± 0,0008 mg/dl) quando comparados ao grupo salina. O grupo 

AICAR, na presença de etanol 50%, apresentou níveis elevados de bilirrubina 

(0.0124 ± 0.0001 mg/dl) quando comparados aos grupos salina ou etanol, contudo, 

não apresentou diferença estatística quando comparado ao grupo AICAR sozinho 

(figura 13 C).   
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Figura 13: Avaliação da produção de H2S, de nitrato/nitrito ou de bilirrubina após o 

tratamento com AICAR em homogenatos de tecido gástrico de camundongos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Os camundongos foram tratados com salina, etanol 50%, AICAR (20 mg/kg, ip) ou AICAR + 
etanol (administrado 30 min depois). Os animais foram eutanasiados 1 h mais tarde e os 
homogenatos de tecido gástrico foram utilizados para quantificar os níveis de H2S (A), nitrato/nitrito 
(B) ou de bilirrubina (C). Os resultados estão expressos como a média ± EPM de 7-8 animais por 
grupo. *P<0,05 versus grupo salina, ** ou *** p< 0,05 versus grupo etanol, **p< 0,05 versus o grupo 
AICAR sem etanol (apenas no gráfico A). (one-way ANOVA e pós-teste de Newman– Keuls).      
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4.2. O EFEITO GASTROPROTETOR DO SULFETO DE HIDROGÊNIO É 

DEPENDENTE DA AMPK.  

 

4.2.1. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o 

aumento dos níveis de H2S produzidos pelo NaHS. 

 

A figura 14 demonstra que a administração de NaHS aumentou 

significativamente os níveis de H2S no tecido gástrico de camundongos (0,45 ± 0,06 

μmol /g) quando comparado ao grupo controle salina (0,14 ± 0,03 μmol /g). Os 

animais tratados com etanol 50% também mostraram níveis significativamente 

elevados de H2S (0,34 ± 0,04 μmol /g) quando comparados ao grupo salina. 

Todavia, a administração do Composto C, inibidor da AMPK, reverteu o efeito do 

NaHS (0,14 ± 0,03 μmol /g) na produção de H2S. 
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Figura 14: Análise da concentração de H2S em homogenatos de tecidos gástricos 

de camundongos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Efeitos do NaHS (150 μmol/kg, vo) ou Comp C (10 mg/kg, i.p) + NaHS na produção de  H2S 
no tecido gástrico. O grupo controle negativo recebeu apenas solução salina (Sal). Entretanto, após 
30 minutos os demais grupos foram submetidos ao tratamento com etanol 50% para indução das 
lesões gástricas. 1 h depois os animais foram eutanasiados. Os dados estão expressos como a 
média ± EPM de 5-6 camundongos por grupo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido 
do pós-teste de Newmane Keuls. As diferenças foram consideradas significativas: *p < 0.005 versus o 
grupo salina; **p < 0.005 versus os grupos salina e etanol; #p < 0.05 versus o grupo pré-tratado 
apenas com  NaHS.  Abreviatura: Comp C - Composto C.          
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4.2.2. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do H2S: avaliação macroscópica.  

 

A figura 15 demonstra que o tratamento com etanol 50% (0,5 mL por 25 g) 

promoveu a formação de extensas lesões macroscópicas na mucosa gástrica de 

camundongos (39,6 ± 3,49 mm2, figura 15 B) quando comparado com o grupo salina 

(figura 15 A). Entretanto, o tratamento com NaHS (3,08 ± 0,84 mm2, figura 15 C) ou 

Reagente de Lawesson (Law, 2,60 ± 1,60 mm2, figura 15 D) protegeram 

significativamente o tecido gástrico de camundongos com lesões induzidas pelo 

etanol (P<0.05). Por outro lado, o pré-tratamento com o Composto C (Comp C) 

reverteu o efeito gastroprotetor do NaHS (22,75 ± 3,27 mm2, figura 15 E) e do Law 

(48,25 ± 1,21 mm2, figura 15 F). Além disso, o tratamento com o Comp C (30,86 ± 

4,43 mm2, figura 15 G) na presença do etanol, não apresentou diferença estatística 

quando comparado com o grupo controle etanol. 
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Figura 15: Avaliação do envolvimento entre AMPK e H2S na lesão gástrica induzida 

por etanol em camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os animais foram tratados com salina, NaHS (150 μmol/kg, vo), Law (27 μmol/kg, vo) ou 
Comp C (10 mg/kg, i.p) + NaHS ou Comp C + Law. Após 30 min, a lesão gástrica foi induzida por 
etanol 50% e os animais foram eutanasiados 1 h depois. Os resultados são expressos como a média 
± EPM de até 6 animais por grupo. * p<0,05 versus o grupo salina, ** ou Ω p< 0,05 versus o grupo 
etanol, # p<0,05 versus NaHS ou Law,  (one-way ANOVA e pós-teste Newman– Keuls). As figuras de 
A-G representam as alterações macroscópicas dos estômagos de camundongos submetidos aos 
tratamentos citados anteriormente. Abreviaturas: Comp C - Composto C. Law- Reagente de 
Lawesson.        
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4.2.3. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do H2S: avaliação histopatológica.  

 

A tabela 2 demonstra os parâmetros histopatológicos de tecidos gástricos de 

camundongos tratados com doadores de H2S na lesão gástrica induzida por etanol 

50%. Observa-se que o etanol ocasiona extensas lesões microscópicas, 

caracterizadas por edema e perda de células epiteliais (figura 16 B). Entretanto, o 

pré-tratamento dos animais com doadores de sulfeto de hidrogênio (NaHS 150 μmol 

/ kg e reagente de Lawessons 27 μmol / kg, figuras 16 C e D, respectivamente) 

diminuíram de forma significativa (p<0,05) esses danos histopatológicos provocados 

pelo etanol. Além disso, a administração de Comp C (10 mg / Kg i. p) reverteu o 

efeito gastroprotetor dos doadores de sulfeto de hidrogênio (figuras 16 E e F). 
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Figura 16: Alterações histopatológicas no tecido gástrico de camundongos durante 

a avaliação do envolvimento entre AMPK e sulfeto de hidrogênio na lesão induzida 

por etanol.  

Legenda: A e B são imagens histológicas dos grupos controles (salina e etanol 50%, 
respectivamente). As imagens C e D referem-se aos grupos experimentais tratados com NaHS ou 
Law, respectivamente. As imagens E e F demonstram o tecido gástrico de animais pré-tratados com 
Comp C seguida da administração de NaHS ou Law, respectivamente. Além disso, demonstra-se a 
imagem histopatológica (G) de tecido gástrico de camundongos tratados apenas com Comp C na 
presença do etanol 50%.  As imagens A, C e D evidenciam integridade do tecido gástrico dos 
animais. Entretanto, as imagens B,E,F e G demonstram perda de células epiteliais (asterisco), edema 
(linha tracejada) ou dano hemorrágico (setas). Ampliação: 100X. Abreviaturas: Comp C – Composto 
C. Reagente de Lawesson – Law. 
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Tabela 2: Avaliação histopatológica do envolvimento entre AMPK e H2S em tecidos 

gástricos de camundongos submetidos à lesão por etanol.  

 

Grupo 
experimental 

(n=6) 

Lesão 
hemorrágica 
(escore 0–4) 

Edema 
(escore 0–4) 

Perda de 
células 

epiteliais 
(escore 0–3) 

Células 
inflamatórias 
(escore 0–3) 

Total 
(escores 14) 

Salina 
 

0 (0–0) 0 (0–1) 0 (0–1) 0 (0–0) 0 (0-2) 

Etanol 
 

1 (0–1)* 4 (3–4)* 3 (2-3)* 1 (0–1) 8 (6 –9)* 

NaHS + etanol 
 

0 (0–1) 2 (0–2)** 1 (0–2) 0 (0–1) 3 (0 – 4) 

Comp C + 
NaHS + etanol 
 

1 (1–4)* 4 (2–4)* 2 (0–2) 0 (0–1) 6 (6–9)* 

LAW + etanol  
 

0 (0–1) 2 (1–2) 0 (0–1)** 0 (0–1) 3 (2 – 4) 

Comp C + 
LAW + etanol 
 

1 (1–3) 3 (2–4)* 2 (1–3) 0 (0–1) 8 (4 –10)* 

Comp C + 
etanol 

2 (1–4)* 2 (2–4) 2 (1–3) 0 (1–1) 8 (5 –10)* 

 

Legenda: Os dados apresentados são medianas com os escores mínimos e máximos, 
respectivamente (indicados entre parênteses). O teste não paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido do 
teste de Dunn foi utilizado para as comparações múltiplas na avaliação histopatológica. (*) p<0,05, 
quando comparado com o grupo salina, (**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanol.  
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4.3. O EFEITO GASTROPROTETOR DO ÓXIDO NÍTRICO É DEPENDENTE DA 

AMPK.  

 

4.3.1. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o 

aumento dos níveis de nitrato/nitrito produzidos pelo NPS. 

 

A figura 17 demonstra que a administração de etanol 50% elevou os níveis 

gástricos de nitrato/nitrito (NOx) (0,40 ± 0,02 μM) quando comparados ao controle 

salina (0,23 ± 0,02 μM). Além disso, o tratamento com NPS elevou ainda mais esses 

níveis (0,85 ± 0,02 μM) quando comparado ao grupo controle etanol. Por outro lado, 

o pré-tratamento com Comp C reverteu o efeito do NPS, evidenciado pela 

diminuição significativa dos níveis do NOx (0,62 ± 0,09 μM) quando comparado com 

o grupo NPS. 
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Figura 17: Níveis de nitrato/nitrito em homogenatos de tecido gástrico de 

camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Efeitos de NPS (10 mg/kg, vo) ou  Comp C (10 mg/kg, ip) + NPS sobre os níveis de 
nitrato/nitrito  no tecido gástrico de camundongos. O grupo controle negativo recebeu apenas solução 
salina (Sal). Contudo, após 30 min os demais grupos foram submetidos ao tratamento com etanol 
50% para indução das lesões gástricas. 1 h depois os animais foram eutanasiados. Os dados estão 
expressos como a média ± EPM de 5-6 camundongos por grupo. Os resultados foram analisados por 
ANOVA seguidos pelo pós-teste de Newmane Keuls. As diferenças foram consideradas significativas: 
*p < 0,005 versus o grupo salina; **p< 0,005 versus os grupos salina e etanol; #p < 0,05 versus o 
grupo pré-tratado apenas com NPS.  Abreviaturas: Comp C - Composto C.    
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4.3.2. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do NO: avaliação macroscópica. 

 

A figura 18 demonstra que o tratamento com etanol 50% (0,5 mL por 25 g) 

promoveu a formação de extensas lesões macroscópicas na mucosa gástrica de 

camundongos (47,38 ± 3,30 mm2, figura 18 B) quando comparado com o grupo 

salina (figura 18 A). Entretanto, o tratamento com NPS (2,18 ± 1,17 mm2, figura 18 

C) ou L-Arginina (L-Arg, 5,94 ± 3,36 mm2, figura 18 D) protegeu significativamente o 

tecido gástrico de camundongos com lesões induzidas por etanol (P<0.05). Por outro 

lado, o pré-tratamento com Composto C (Comp C) reverteu o efeito gastroprotetor 

do NPS (40,55 ± 5,16 mm2, figura 18 E) e da L-Arg (33,85 ± 6,90 mm2, figura 18 F).  
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Figura 18: Avaliação do envolvimento entre AMPK e NO na lesão gástrica induzida 

por etanol em camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Os animais foram tratados com salina, NPS (10 mg/kg, vo), L-arginina (200 mg/kg, i.p) ou 
Comp C (10 mg/kg, i.p) + NPS ou Comp C + L-arginina. Após 30 min, , a lesão gástrica foi induzida 
por etanol 50% e os animais foram eutanasiados 1 h depois. Os resultados são expressos como a 
média ± EPM de até 6 animais por grupo. * p<0,05 versus o grupo salina, *** ou Ω p< 0,05 versus o 
grupo etanol, # p< 0,05 versus NPS ou L-arginina (one-way ANOVA e pós-teste Newman– Keuls). As 
figuras de A-F representam as alterações macroscópicas dos estômagos de camundongos 
submetidos aos tratamentos citados anteriormente. Abreviaturas: NPS- Nitroprussiato de sódio; Comp 
C - Composto C.   
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4.3.3. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do NO: avaliação histopatológica. 

 

A tabela 3 demonstra os parâmetros histopatológicos de tecidos gástricos de 

camundongos tratados com um doador de NO ou com um substrato para a síntese 

desse mediador gasoso na lesão gástrica induzida por etanol 50%.  Observa-se que 

o etanol ocasiona extensas lesões microscópicas, caracterizadas por edema e perda 

de células epiteliais (figura 19 B). Entretanto, o pré-tratamento dos animais com um 

doador de óxido nítrico (NPS 10 mg/kg, v.o)  ou com o substrato L-Arginina (200 

mg/kg, i.p), demonstrados nas figuras 19 C e D, respectivamente) diminuíram de 

forma significativa (p<0,05) esses danos histopatológicos provocados pelo etanol. 

Além disso, a administração de Comp C (10 mg/Kg, i.p) reverteu o efeito 

gastroprotetor do óxido nítrico neste tipo de lesão (figuras 19 E e F).    
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Figura 19: Alterações histopatológicas no tecido gástrico de camundongos durante a 

avaliação do envolvimento entre AMPK e óxido nítrico na lesão induzida por etanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A e B são imagens histológicas dos grupos controles (salina e etanol 50%, 
respectivamente). As imagens C e D referem-se aos grupos experimentais tratados com NPS ou L-
Arginina (L-Arg), respectivamente. As imagens E e F demonstram o tecido gástrico de animais pré-
tratados com Comp C seguida da administração de NPS ou L-Arg, respectivamente.  As imagens A, 
C e D evidenciam integridade do tecido gástrico dos animais. Entretanto, as imagens B,E e F 
demonstram perda de células epiteliais (asterisco), edema (linha tracejada) ou dano hemorrágico 
(setas). Ampliação: 100X. Abreviatura: Comp C – Composto C.  
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Tabela 3: Avaliação histopatológica do envolvimento entre AMPK e NO em tecidos 

gástricos de camundongos submetidos à lesão por etanol.  

 

Grupo 
experimental 

(n=6) 

Lesão 
hemorrágica 
(escore 0–4) 

Edema 
(escore 0–4) 

Perda de 
células 

epiteliais 
(escore 0–3) 

Células 
inflamatórias 
(escore 0–3) 

Total 
(escores 14) 

Salina 
 

0 (0–0) 0 (0–1) 0 (0–1) 0 (0–0) 0 (0-2) 

Etanol 
 

1 (0–1)* 4 (3–4)* 3 (2-3)* 1 (0–1) 8 (6 –9)* 

NPS + etanol 
 

1 (0–2) 1 (0–1)** 0 (0–1)** 0 (0–1) 2 (0 –4) 

Comp C + 
NPS + etanol 
 

2 (2–3)* 3 (2–4)* 1 (1–2) 1 (0–1) 7 (7 –9)* 

L-Arg + etanol  
 

0 (0–2) 1 (0–2)** 0 (0–1)** 0 (0–1) 2 (1 –3)** 

Comp C +     
L-Arg + etanol 
 

1 (0–3) 1 (1–3) 1(1–2) 0 (0–1) 5 (3 –9)* 

 

Legenda: Os dados apresentados são medianas com os escores mínimos e máximos, 

respectivamente (indicados entre parênteses). O teste não paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido do 

teste de Dunn foi utilizado para as comparações múltiplas na avaliação histopatológica. (*) p<0,05, 

quando comparado com o grupo salina, (**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ARAÚJO, S. Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO): evidência de 

interação mútua na gastroproteção em camundongos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 

78 
 

4.4. EFEITO GASTROPROTETOR DO MONÓXIDO DE CARBONO É 

DEPENDENTE DA AMPK.  

 

4.4.1. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o 

aumento dos níveis de bilirrubina produzidos pela Hemina.  

 

A figura 20 demonstra que a administração de Hemina, um substrato da HO-

1, aumentou significativamente os níveis de bilirrubina no tecido gástrico de 

camundongos (0,020 ± 0,002 mg /dl), quando comparado ao grupo controle salina 

(0,0012 ± 0,0012mg /dl). Os animais tratados com etanol 50% também mostraram 

níveis significativamente elevados de bilirrubina gástrica (0,0046 ± 0,0008 mg/dl), 

quando comparados ao grupo salina. Entretanto, a administração do Composto C 

reverteu o efeito da Hemina (0,006 ± 0,004 mg / dl) na elevação dos níveis desse 

pigmento.      
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Figura 20: Níveis de bilirrubina em homogenatos de tecido gástrico de 

camundongos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: Efeitos da Hemina (10 mg/kg, ip) ou Comp C (10 mg/kg, ip) + Hemina na produção de 
bilirrubina em homogenatos de tecido gástrico. O grupo controle negativo recebeu apenas solução 
salina (Sal). No entanto, após 30 min os demais grupos foram submetidos ao tratamento com etanol 
50% para indução das lesões gástricas e 1 h depois os animais foram eutanasiados. Os dados estão 
expressos como a média ± EPM de 5-6 camundongos por grupo. Os resultados foram analisados por 
ANOVA seguidos pelo pós-teste de Newmane Keuls. As diferenças foram consideradas significativas: 
#p < 0,005 versus o grupo salina; ***p < 0,005 versus os grupos salina e etanol; **p < 0,05 versus o 
grupo pré-tratado apenas com Hemina.  Abreviatura: Comp C - Composto C.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ARAÚJO, S. Proteína Cinase Ativada por AMP (AMPK) e os mediadores gasosos (H2S, NO e CO): evidência de 

interação mútua na gastroproteção em camundongos. 2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI. 

80 
 

4.4.2. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do CO: avaliação macroscópica. 

 

A figura 21 demonstra que o tratamento com etanol 50% (0,5 mL por 25 g) 

promoveu a formação de extensas lesões macroscópicas na mucosa gástrica de 

camundongos (42,22 ± 3,66 mm2, figura 21 B) quando comparado com o grupo 

salina (figura 21 A). O tratamento com CORM-2 (3,41 ± 1,28 mm2, figura 21 C) ou 

Hemina (2,71 ± 1,16 mm2, figura 21 D) protegeu significativamente o tecido gástrico 

de camundongos com lesões induzidas pelo etanol (P< 0,05). Entretanto, o pré-

tratamento com Composto C (Comp C) reverteu o efeito gastroprotetor do CORM-2 

(53,64 ± 4,68 mm2, figura 21 E) e da Hemina (40,66 ± 4,79 mm2, figura 21 F).  
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Figura 21: Avaliação do envolvimento entre AMPK e CO na lesão gástrica induzida 

por etanol em camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os animais foram tratados com salina, CORM-2 (5 mg/kg, vo), Hemina (10 mg/kg, i.p) ou 
Comp C (10 mg/kg, i.p) + CORM-2 ou Comp C + Hemina. Após 30 min, a lesão gástrica foi induzida 
por etanol 50% e os animais foram eutanasiados 1 h depois. Os resultados são expressos como a 
média ± EPM de até 6 animais por grupo. * p<0,05 versus o grupo salina, ** ou Ω p< 0,05 versus o 
grupo etanol, # p< 0,05 versus CORM-2 ou Hemina (one-way ANOVA e pós-teste Newman– Keuls). 
As figuras de A-F representam as alterações macroscópicas dos estômagos de camundongos 
submetidos aos tratamentos citados anteriormente. Abreviatura: Comp C – Composto C.  
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4.4.3. A inibição da AMPK no tecido gástrico de camundongos reverte o efeito 

gastroprotetor do CO: avaliação histopatológica. 

 

A tabela 4 demonstra os parâmetros histopatológicos de tecidos gástricos de 

camundongos tratados com um doador de CO ou com um substrato para a síntese 

desse mediador gasoso na lesão gástrica induzida por etanol 50%.  Observa-se que 

o etanol ocasiona extensas lesões microscópicas, caracterizadas por edema e perda 

de células epiteliais (figura 22 B). Entretanto, o pré-tratamento dos animais com um 

doador de monóxido de carbono (CORM-2 5 mg/kg, v.o)  ou com o substrato 

Hemina (10 mg/kg, i.p), demonstrados nas figuras 22 C e D, respectivamente) 

diminuíram de forma significativa (p<0,05) esses danos histopatológicos provocados 

pelo etanol. Além disso, a administração de Composto C (10 mg/Kg, i.p) reverteu o 

efeito gastroprotetor do monóxido de carbono neste tipo de lesão (figuras 22 E e F).     
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Figura 22: Alterações histopatológicas no tecido gástrico de camundongos durante 

a avaliação do envolvimento entre AMPK e monóxido de carbono na lesão induzida 

por etanol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A e B são imagens histológicas dos grupos controles (salina e etanol 50%, 
respectivamente). As imagens C e D referem-se aos grupos experimentais tratados com CORM-2 ou 
Hemina, respectivamente. As imagens E e F demonstram o tecido gástrico de animais pré-tratados 
com Comp C seguida da administração de CORM-2 ou Hemina, respectivamente.  As imagens A, C e 
D evidenciam integridade do tecido gástrico dos animais. Entretanto, as imagens B,E e F demonstram 
perda de células epiteliais (asterisco), edema (linha tracejada) ou dano hemorrágico (setas). 
Ampliação: 100X. Abreviatura: Comp C – Composto C.   
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Tabela 4: Avaliação histopatológica do envolvimento entre AMPK e CO em tecidos 

gástricos de camundongos submetidos à lesão por etanol.  

 

Grupo 
experimental 

(n=6) 

Lesão 
hemorrágica 
(escore 0–4) 

Edema 
(escore 0–4) 

Perda de 
células 

epiteliais 
(escore 0–3) 

Células 
inflamatórias 
(escore 0–3) 

Total 
(escores 14) 

Salina 
 

0 (0–0) 0 (0–1) 0 (0–1) 0 (0–0) 0 (0-2) 

Etanol 
 

1 (0–1)* 4 (3–4)* 3 (2-3)* 1 (0–1) 8 (6 –9)* 

CORM-2 + 
etanol 
 

 
0 (0–1) 

 
0 (0–1)** 

 
0 (0–1)** 

 
0 (0–0) 

 
2 (1 –3) 

Comp C + 
CORM-2 + 
etanol 
 

 
2 (1–3)* 

 
3 (2–4)* 

 
2 (1–3)* 

 
0 (0–1) 

 
6 (6 –9)* 

Hemina + 
etanol  
 

 
1 (0–2) 

 
0 (0–1)** 

 
1 (0–1)** 

 
0 (0–1) 

 
1 (0 –4)** 

Comp C +     
Hemina + 
etanol 
 

 
2 (2–3)* 

 
2 (2–3)* 

 
2 (1–3)* 

 
0 (0–1) 

 
6 (5 –9)* 

 

Legenda: Os dados apresentados são medianas com os escores mínimos e máximos, 
respectivamente (indicados entre parênteses). O teste não paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido do 
teste de Dunn foi utilizado para as comparações múltiplas na avaliação histopatológica. (*) p<0,05, 
quando comparado com o grupo salina, (**) p<0,05, quando comparado com o grupo etanol.  
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4.5. OS DOADORES DE SULFETO DE HIDROGÊNIO, DE ÓXIDO NÍTRICO OU DE 

MONÓXIDO DE CARBONO AUMENTAM A EXPRESSÃO DA AMPK NO TECIDO 

GÁSTRICO DE CAMUNDONGOS. 

 

4.5.1.  NaHS, NPS ou CORM-2 aumentam a imunomarcação da AMPKα no 

tecido gástrico de camundongos. 

 

Os tecidos gástricos de camundongos foram avaliados por meio de 

imunohistoquímica para determinar a localização da AMPKα (figura 23). Observa-se 

que a imunomarcação para essa enzima foi discreta nos tecidos gástricos dos 

animais tratados com salina (figura 23 B). Entretanto, a intensidade de coloração 

para AMPKα foi aumentada nas demais amostras gástricas que foram tratadas 

apenas com etanol 50% (figura 23 C) ou com o etanol na presença de NaHS (figura 

22 D), NPS (figura 23 E) ou do CORM-2 (figura 23 F).  
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Figura 23: Fotomicrografias de imunohistoquímica demonstrando a expressão da 

AMPKα no tecido gástrico de camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Imagem A: fotomicrografias do tecido gástrico de camundongos (Magnificação, x100, 
escala de 50 μm) demonstrando ausência de imunoreatividade para a enzima AMPK na mucosa 
gástrica de camundongos normais (lâmina negativa). Na imagem B (salina) observa-se baixa 
imunoreatividade para a enzima AMPK. Por outro lado, nas imagens C, D, E e F mostra-se elevada 
imunomarcação nas células epiteliais do tecido gástrico de camundongos 1 hora após a 
administração de etanol 50%. (Anticorpo contra AMPKα, diluição 1/400).  Setas indicam a 
imunomarcação. 
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4.5.2.  NaHS, NPS ou CORM-2 aumentam a imunomarcação da AMPK 

fosforilada no tecido gástrico de camundongos. 

 

A figura 24 demonstra os tecidos gástricos de camundongos que foram 

avaliados por meio de imunohistoquímica para determinar a localização da AMPK 

fosforilada. Evidencia-se que a imunomarcação para essa enzima foi discreta tanto 

nos tecidos gástricos dos animais que foram tratados com salina quanto naqueles 

que foram tratados com etanol 50% (figuras 24 A e B, respectivamente). No entanto, 

demonstra-se coloração mais intensa para AMPK fosforilada nos tecidos gástricos 

de camundongos que foram tratados com AICAR (figura 24 C), NaHS (figura 24 D), 

NPS (figura 24 E) ou com CORM-2 (figura 24 F), ambos na presença do etanol.   
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Figura 24: Fotomicrografias de imunohistoquímica demonstrando a expressão da 

AMPK fosforilada no tecido gástrico de camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Imagem A: Fotomicrografias do tecido gástrico de camundongos (Magnificação, x100, 
escala de 50 μm) demonstrando baixa imunoreatividade para a enzima p-AMPK na mucosa gástrica 
de camundongos tratados com salina ou etanol (imagem B). Entretanto, na imagem C observa-se 
elevada imunoreatividade para a enzima AMPK fosforilada, confirmando a sua ativação pelo AICAR. 
Além disso, nas imagens D, E e F também observa-se elevada imunomarcação nas células epiteliais 
do tecido gástrico e no endotélio vascular de camundongos 1 hora após a administração de etanol 
50%, quando comparado com os grupos salina e etanol. (Anticorpo contra p-AMPK, diluição 1/100). 
As setas indicam as áreas com maior imunomarcação. 
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4.5.3.  NaHS, NPS ou CORM-2 aumentam a coloração DAB para AMPK 

fosforilada na mucosa gástrica de camundongos.  

 

A figura 25 demonstra os tecidos gástricos de camundongos que foram 

avaliados por meio de imunohistoquímica para quantificar a intensidade da 

coloração DAB para AMPK fosforilada na mucosa gástrica. Nota-se que a 

imunorreatividade para essa enzima foi discreta na mucosa gástrica dos animais 

tratados com salina (0,085 ± 0,009 %DABwt) ou com etanol 50% (0,153 ± 0,020 

%DABwt). Entretanto, a imunomarcação foi mais evidente após o tratamento com 

AICAR (0,804 ± 0,067 %DABwt ). Além disso, a coloração mais intensa para AMPK 

fosforilada na mucosa gástrica de camundongos também foi demonstrada nas 

amostras de animais que receberam NaHS (0,422 ±   0,077 %DABwt), NPS (0,525 ±  

0,020 %DABwt) ou CORM-2 (0,419 ±  0,035 %DABwt), sendo ambas 

estatisticamente significativas (P< 0,05) quando comparadas com os grupos etanol 

ou salina.    
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Figura 25: Análise de imunohistoquímica demonstrando a quantificação da 

intensidade da coloração DAB para AMPK fosforilada na mucosa gástrica 

camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: Imagens da imunohistoquímica para p-AMPK na mucosa gástrica de camundongos (A-F). 
As fotomicrografias sofreram processo de deconvolução de cor para evidenciar a coloração com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (Magnificação, x100). Nas imagens A (salina) e B (etanol) observa-se 
discreta imunorreatividade para p-AMPK. Entretanto, na imagem C nota-se aumento significativo da 
imunomarcação para essa enzima no grupo tratado com AICAR. As imagens D, E e F também 
evidenciam elevada imunomarcação da p-AMPK na mucosa gástrica dos animais quando 
comparados com os grupos salina ou etanol. Gráfico: Ψ P <0,05 versus o grupo salina ou etanol; * P 
<0,01 versus o grupo AICAR. Análise de variância e teste de Newman-Keuls foram utilizados para a 
avaliação. As setas tracejadas indicam as áreas com maior imunomarcação. 
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Discussão 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, demonstramos pela primeira vez que a ativação da 

AMPK promove e interage mutuamente com a gastroproteção mediada por H2S, NO 

e CO contra lesões gástricas induzidas por etanol. Usando ferramentas 

farmacológicas, mostramos que a ativação da AMPK ou doadores e substratos para 

a síntese de H2S, NO e CO protegeram o tecido gástrico dos animais contra lesões 

ocasionadas pela administração de etanol. A ativação da AMPK elevou os níveis 

gástricos de H2S e de bilirrubina, mas não os níveis de NO3
- / NO2

- na mucosa 

gástrica dos animais. Além disso, o bloqueio da síntese desses mediadores gasosos 

reverteu o efeito gastroprotetor da ativação da AMPK. Sequencialmente, mostramos 

também que a inibição da AMPK não potencializou o dano gástrico induzido pelo 

etanol, mas aboliu a proteção gástrica mediada por H2S, NO e CO. 

A administração de etanol promove lesões gástricas caracterizadas por 

intensa produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e depleção de sistemas 

antioxidantes, como a glutationa reduzida (GSH), a superóxido dismutase (SOD) e a 

catalase (CAT), que são fatores fundamentais para a manutenção da integridade da 

mucosa gástrica (KWIECIEÑ et al., 2002; DAS; VASUDEVAN, 2007). Neste 

contexto, estudos mostram que a AMPK é um sensor biológico importante na 

manutenção da homoeostase intracelular durante condições de estresse oxidativo 

(TOYODA et al.,2004; RABINOVITCH et al., 2017). 

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com AICAR impediu o 

dano gástrico e manteve a integridade da mucosa contra a gastropatia induzida por 

etanol. Da mesma forma, um estudo mostrou que a ativação da AMPK inibiu a 

produção de ROS e apresentou papel protetor na homeostase vascular contra o 

estresse oxidativo (TAKEUCHI et al., 2013). No entanto, utilizando cultura de células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs), Colombo e Moncada (2009) 

mostraram que a inibição da AMPKα1 diminuiu a expressão de genes antioxidantes, 

incluindo a γ-glutamilcisteína sintase (γ-GS), CAT e SOD, que culminou em estresse 

oxidativo e apoptose (COLOMBO; MONCADA, 2009). Com base nesses achados, 

os resultados do nosso estudo sugerem que o efeito gastroprotetor da AMPK é 

devido, pelo menos em parte, à inibição do estresse oxidativo e da resposta 

inflamatória que é induzida por etanol. 
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Os mediadores gasosos H2S, NO e CO são amplamente conhecidos como 

segundos mensageiros que estão envolvidos em muitos processos fisiológicos que 

ocorrem em mamíferos, incluindo a proteção contra condições de intenso estresse 

oxidativo (SMITH JR  et al., 2005; GOMES et al., 2010;  KIMURA, 2014). . Estudos 

mostraram que a AMPK funciona como um mediador chave nos efeitos protetores 

desses mediadores gasosos em diferentes sistemas biológicos (ZHANG et al., 2008; 

NIZAMUTDINOVA et al., 2009; XIE et al., 2015). Com base nisso, o passo posterior 

do nosso estudo foi avaliar se o efeito gastroprotetor da AMPK poderia depender do 

H2S, NO e CO. Para isso, os camundongos foram pré-tratados com antagonistas 

enzimáticos (PAG, L-NAME ou ZnPP IX) antes da administração do ativador da 

AMPK. 

Está bem descrito na literatura que o PAG (inibidor irreversível da CSE), o L-

NAME (inibidor da síntese de óxido nítrico) ou o ZnPP IX (inibidor da HO-1), quando 

administrados nas mesmas doses que foram usadas neste estudo e na presença do 

etanol, não alteraram os efeitos desse agente lesivo (MEDEIROS et al., 2008; 

MEDEIROS et al., 2009; GOMES et al., 2010; COSTA et al., 2013). Além disso, o 

tratamento com esses inibidores na ausência do etanol também não ocasionou 

lesões gástricas (MEDEIROS et al., 2008; COSTA et al., 2013).Nossos resultados 

demonstraram que os antagonistas enzimáticos reverteram a proteção gástrica 

promovida pelo ativador da AMPK contra lesões induzidas por etanol. Assim, 

sugerimos que o efeito gastroprotetor mediado por AMPK depende, pelo menos em 

parte, dos produtos enzimáticos da CSE, da NO sintase (NOS) e da HO-1. Para 

testar essa hipótese, nós avaliamos o efeito da ativação da AMPK na produção de 

H2S, NO3
- / NO2

- e de bilirrubina na mucosa gástrica dos animais.  

Como resultados, vimos que a ativação da AMPK aumentou os níveis de H2S 

e de bilirrubina, mas não os níveis de NO3
- / NO2

- no tecido gástrico dos animais. Do 

mesmo modo, em um estudo realizado por Yang e colaboradores (2017) a ativação 

da AMPK aumentou os níveis séricos de H2S e apresentou cardioproteção tanto em 

estudo in vivo quanto in vitro. Além disso, Carrasco-Chaumel e colaboradores (2005) 

demonstraram que a ativação da AMPK induziu a síntese de NO em ratos 

submetidos a lesão hepática por isquemia / reperfusão. Os resultados obtidos por 

esses autores, referentes a elevação dos níveis de NO, parecem contraditórios aos 

achados do nosso estudo, entretanto, essas diferenças são possíveis devido a 

diferentes condições ou modelos experimentais bem como pela dose utilizada do 
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ativador da AMPK, por exemplo: utilizamos uma dose considerada relativamente 

baixa (20 mg / Kg) quando comparada com a dose utilizada por Carrasco-Chaumel e 

colaboradores (2005) que foi de 100 mg / Kg intravenosa e isso pode ter sido um 

dos motivos pelos quais os níveis de NO3
- / NO2

- não foram aumentados após a 

administração do AICAR.  

Neste estudo, também confirmamos que o tratamento com doadores de H2S 

(NaHS ou o reagente de Lawesson) reverteu as lesões gástricas ocasionadas por 

etanol (MEDEIROS et al., 2009), e esse feito gastroprotetor foi acompanhado pelo 

aumento da produção de sulfeto de hidrogênio no tecido gástrico dos camundongos.  

Corroborando com os nossos resultados, estudos demonstraram que a AMPK, 

ativada por H2S, protegeu células osteoblásticas contra o dano induzido por 

dexametasona (YANG et al., 2014) e atenuou a lesão miocárdica induzida por 

isquemia / reperfusão (XIE et al., 2015). A AMPK também foi atribuída aos efeitos 

cardioprotetores do H2S na disfunção cardíaca induzida por dieta hiperlipídica ou por 

tabagismo (ZHOU et al., 2014a; BARR et al., 2015). Assim, sugerimos que a 

ativação da AMPK seja necessária para o efeito gastroprotetor do H2S contra lesões 

induzidas por etanol. 

Também investigamos o papel da AMPK no efeito gastroprotetor do NO. 

Corroborando com a literatura, mostramos que tanto o doador quanto o substrato da 

NOS aboliu de forma macroscópica e microscópica a lesão gástrica causada por 

etanol (SILVA  et al., 2015; MEDEIROS et al., 2008), com elevação dos níveis de 

NO3
- / NO2

- na mucosa gástrica dos animais. Além disso, o inibidor da AMPK 

reverteu essa proteção gástrica mediada pelo NO. De maneira análoga, estudos 

relataram que a AMPK exerce ações biológicas através de diferentes vias de 

sinalização, incluindo a fosforilação e a ativação da eNOS, culminando com a  

produção de NO (CHEN et al., 2009). Mutuamente, o NO também atua como um 

ativador endógeno da AMPK (ZHANG et al., 2008). Com base nessas evidências, os 

nossos dados sugerem que o efeito gastroprotetor do NO contra a lesão gástrica 

induzida por etanol pode ser dependente da ativação da AMPK.  

Assim como visto para outros mediadores gasosos, no nosso trabalho, 

mostramos que o CORM-2 (doador de CO) ou a hemina (substrato para a síntese de 

CO) reverteram o dano gástrico causado por etanol. Resultados semelhantes 

também foram encontrados por Gomes e colaboradores (2010) no modelo de lesão 

gástrica por etanol, bem como por Magierowska e colaboradores (2016) no modelo 
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de lesão gástrica por estresse em ratos. No presente estudo, o pré-tratamento com 

hemina aumentou significativamente os níveis gástricos de bilirrubina, que é um 

marcador indireto para a produção de CO. Nos nossos experimentos, a 

administração de etanol 50% também aumentou consideravelmente o nível gástrico 

de bilirrubina, provavelmente como um mecanismo de autodefesa fisiológico contra 

a ação lesiva do etanol, pois esse pigmento tem ação antioxidante e a sua produção 

é estimulada diante do estresse oxidativo (GOMES et al., 2010). Entretanto, a 

inibição da AMPK, pelo composto C, aboliu o efeito gastroprotetor e a elevação dos 

níveis de bilirrubina promovidos pela produção de CO.  

A ativação da HO-1 desempenha um mecanismo de proteção importante, pois 

os seus produtos, isto é, a bilirrubina e o CO, exercem potentes efeitos anti-

apoptóticos, anti-inflamatórios e angiogênicos (BROUARD et al., 2000; DESHANE et 

al., 2007). Neste contexto, Liu e colaboradores (2011) relataram que a AMPK, 

ativada, induziu o aumento da expressão gênica da HO-1 em células endoteliais 

humanas e em artérias de ratos. Do mesmo modo, o aumento da expressão da HO-

1 resultou na fosforilação da AMPK em queratinócitos humanos (PARK et al., 2017). 

Com base na literatura e de acordo com os resultados encontrados no nosso estudo, 

sugerimos que o efeito gastroprotetor do CO pode ser dependente da AMPK. 

Haja vista que os nossos resultados tenham sugerido fortemente que a AMPK 

modula o efeito gastroprotetor dos mediadores gasosos, a etapa seguinte do nosso 

estudo foi avaliar a expressão da AMPKα ou da AMPK fosforilada (ativada) na 

mucosa gástrica dos camundongos tratados com doadores de H2S, NO e CO.  A 

literatura demonstra que a AMPK é ativada quando ocorre a fosforilação no resíduo 

de treonina 183 da subunidade α-1 ou no resíduo de treonina 172 da subunidade α-2 

(MOORE et al., 1991; HARDIE et al., 1998). A ativação acontece quando há uma 

alteração no estado energético da célula, assim, quando a relação AMP:ATP está 

aumentada ocorre uma alteração conformacional na proteína, deixando-a suscetível 

a fosforilação e a ativação (HARDIE et al., 2014). 

Os nossos resultados mostraram uma baixa expressão endógena da AMPKα 

nos tecidos gástricos dos animais que foram tratados com salina. Resultados 

semelhantes foram anteriormente demonstrados por Sidani e colaboradores (2009), 

que identificaram a expressão da AMPKα em células parietais de camundongos 

após o tratamento com AICAR, sugerindo que essa enzima desempenha um 

importante papel fisiológico, atuando na inibição da secreção ácida gástrica. 
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Além da imunomarcação da AMPKα nas células parietais, identificamos 

também a expressão endógena dessa enzima com maior frequência nas porções 

inferiores das glândulas gástricas. Nesses locais há muitas células principais ou 

pépticas, que são produtoras de pepsinogênio (um precursor da pepsina). 

Entretanto, para que ocorra a conversão de pepsinogênio em pepsina, faz-se 

necessária a presença do ácido clorídrico (CHOI et al., 2014), que por sua vez tem a 

secreção inibida quando a AMPK é ativada nas células parietais (SIDANI et al., 

2009). A partir desses resultados, sugerimos que a gastroproteção mediada pela 

ativação da AMPK pode ocorrer também via modulação da secreção de muco e de 

ácido gástrico, que são fatores fundamentais para a homeostase e a manutenção da 

integridade gástrica (SIDANI et al., 2009;  CORNICK et al., 2015). 

Demonstramos também que o tratamento com o etanol ocasionou uma 

extensa imunomarcação para AMPKα no tecido gástrico dos animais, sendo mais 

evidente tanto nas porções inferiores quanto nas superfícies das glândulas gástricas. 

Isso pode ter ocorrido como um mecanismo de autodefesa fisiológico, no qual 

ocorreu um aumento da expressão gênica da AMPKα, para proteger a mucosa 

gástrica da ação lesiva do etanol. Sabe-se também que durante o metabolismo do 

etanol são produzidas espécies reativas de oxigênio (BAILEY et al., 1999) e a 

expressão da AMPK também pode ocorrer em resposta ao estresse oxidativo 

(HWANG et al., 2004; TOYODA et al., 2004; RABINOVITCH et al., 2017). Assim, 

pode-se, em parte, justificar a elevada imunorreatividade da AMPKα nesse tecido 

lesionado. Sugerimos, portanto, que o etanol na concentração utilizada não foi capaz 

de ativar a AMPK, pois verificamos também a expressão da AMPK fosforilada e 

encontramos uma imunomarcação bastante diminuída nas amostras de tecido 

gástrico dos animais que foram tratados apenas com esse agente lesivo. A literatura 

demonstra que um dos mecanismos pelos quais o etanol pode inibir a fosforilação 

da AMPK é por meio da inibição da PKC, uma cinase que fosforila a LKB1, sendo 

essa última uma ativadora da AMPK. O etanol também pode estimular a produção 

de fosfatases 2A, que causam a desfosforilação da AMPK (LIANGPUNSAKUL et al., 

2008).  

De modo semelhante, demonstramos que o tratamento com os doadores 

gasosos de H2S, NO e CO aumentou a imunorreatividade da AMPK no tecido 

gástrico dos animais. Este efeito também foi anteriormente descrito em outros 

estudos envolvendo células epiteliais glomerulares, músculo esquelético e células 
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endoteliais de roedores, nos quais o NaHS, o NPS e o CORM-2 aumentaram a 

expressão da AMPK (NIZAMUTDINOVA et al., 2009; HIGAKI et al., 2001;  LEE et 

al., 2012), entretanto, o nosso estudo é o primeiro a demonstrar que esses doadores 

gasosos também aumentam a expressão dessa enzima no tecido gástrico de 

camundongos. Além disso, observamos que nos animais que foram tratados com 

CORM-2 a imunorreatividade da AMPK foi mais baixa. Isso pode ser justificado, em 

parte, pelo fato da expressão da HO-1 ser relativamente baixa no lúmen do TGI 

(NAIK et al, 2003).  

Avaliamos também o efeito dos doadores gasosos sobre a expressão da 

AMPK fosforilada, pois estudos anteriores demonstraram que a AMPK pode ser 

fosforilada após tratamento com doadores de H2S, de NO e também com a hemina 

e, uma vez ativada, essa enzima contribui para muitos efeitos benéficos, incluindo a 

inibição da resposta inflamatória (HATTORI et al, 2008; BESS et al, 2011; CHEN et 

al., 2017; PARK et al., 2017). Os nossos resultados mostraram que o tratamento 

com AICAR, bem como com o NaHS, o NPS e o CORM-2 aumentaram 

consideravelmente a imunomarcação da AMPK fosforilada no tecido gástrico dos 

animais, quando comparado com os grupos controle (etanol e salina), que 

apresentaram baixa expressão dessa enzima. Esses resultados foram 

estatisticamente significativos na análise de quantificação da intensidade da 

coloração DAB para AMPK no tecido gástrico dos animais. 

As principais limitações deste estudo foram ligadas a questões 

metodológicas. Em primeiro lugar uma das dificuldades presentes foi a de recursos 

financeiros insuficientes para a compra de anticorpos, visto que, inicialmente 

almejava-se avaliar a expressão da CSE, eNOS e HO-1 para verificar se a ativação 

da AMPK seria capaz de aumentar a expressão dessas enzimas no tecido gástrico 

dos animais. Outra dificuldade foi referente à técnica de western blotting, a qual foi 

realizada por várias vezes para verificar se os doadores de mediadores gasosos 

(NaHS, NPS ou CORM-2) seriam capazes de elevar a expressão da p-AMPK. 

Entretanto, todas as tentativas experimentais falharam, provavelmente por conta da 

instabilidade dos anticorpos.  

Além disso, pretendeu-se também verificar o efeito da ativação da AMPK 

sobre os níveis de MDA e de GSH. Todavia, as amostras foram insuficientes para 

essas análises, visto que outras avaliações eram mais urgentes, como a 

quantificação dos níveis de H2S, de nitrato/nitrito e de bilirrubina. Essas foram 
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algumas lacunas que ficaram por serem preenchidas durante a execução deste 

trabalho e que podem ser vistas como propostas para investigações futuras. 

Portanto, os resultados encontrados neste estudo demonstraram que a 

ativação da AMPK apresenta efeito gastroprotetor contra a lesão induzida por etanol, 

por interação mútua com os mediadores gasosos H2S, NO e CO. Assim, a 

capacidade da AMPK para modular o efeito desses mediadores gasosos fornece um 

mecanismo relevante pelo qual esta cinase protege a mucosa gástrica contra os 

efeitos nocivos do etanol e poderá se tornar um alvo terapêutico importante para o 

tratamento de disfunções gástricas.   
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6 CONCLUSÕES 

 

 A ativação da AMPK no tecido gástrico de camundongos apresentou efeito 

gastroprotetor contra lesões macroscópicas e microscópicas induzidas por 

etanol, mas a inibição dessa enzima não potencializou as lesões; 

 A ativação da AMPK aumentou significativamente os níveis de H2S e de 

bilirrubina, mas não aumentou os níveis de NO3
- / NO2

- em homogenatos de 

tecido gástrico de camundongos submetidos ou não a lesão induzida por 

etanol;  

 Os inibidores enzimáticos da síntese de H2S, NO e CO reverteram o efeito 

gastroprotetor mediado pela ativação da AMPK contra lesões induzidas por 

etanol em camundongos; 

 A inibição da AMPK reverteu a proteção gástrica mediada por H2S, NO e CO 

no modelo de lesão induzida por etanol em camundongos;  

 A inibição da AMPK reduziu os níveis gástricos de H2S, de NO3
- / NO2

- e de 

bilirrubina produzidos, respectivamente, por NaHS, NPS e hemina na lesão 

causada por etanol em camundongos; 

 A análise de imunohistoquímica demonstrou que os doadores de H2S, de NO 

e de CO aumentaram a expressão e a ativação da AMPK em células epiteliais 

gástricas de camundongos submetidos à lesão por etanol; 

 Com todos os resultados obtidos neste estudo e baseado em dados da 

literatura, propõe-se o seguinte desenho esquemático (Figura 26) acerca do 

mecanismo de ação da AMPK no efeito gastroprotetor dos mediadores 

gasosos: H2S, NO e CO contra lesões gástricas induzidas por etanol.  
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Figura 26: Diagrama esquemático representativo da possível interação entre AMPK 

e os mediadores gasosos: sulfeto de hidrogênio, óxido nítrico e monóxido de 

carbono. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Este diagrama foi esquematizado a partir de resultados demonstrados por outros 
pesquisadores em diferentes sistemas biológicos, bem como através dos resultados encontrados no 
nosso estudo referente ao envolvimento da AMPK no efeito gastroprotetor dos mediadores gasosos. 
Um estudo mostrou que a elevação dos níveis de H2S, pelo NaHS, foi capaz de reduzir o estresse 
oxidativo por meio da ativação da AMPK (CHEN et al., 2017), do mesmo modo, no nosso estudo, 
demonstramos que a ativação da AMPK, pelo AICAR,  aumenta os níveis de H2S em homegenatos 
gástricos de camundongos. Semelhantemente foi visto que a AMPK estimula a produção de NO 
através da fosforilação da eNOS (CHEN et al., 1999) e por sua vez, o óxido nítrico também conduz a 
ativação da AMPK (BESS et al., 2011).   Foi também mostrado que o aumento da expressão da HO-
1, pela hemina, induziu a fosforilação da AMPK (PARK et al., 2017), além disso, a AMPK induziu a 
expressão gênica da HO-1 em células endoteliais (LIU et al., 2011). Essas evidências indicam que os 
mecanismos pelos quais a AMPK está envolvida nos efeitos biológicos dos mediadores gasosos 
parece ser uma via de mão dupla. Além do mais, foi relatado também que esses mediadores gasosos 
interagem entre si ao modular as suas funções farmacológicas (COLETTA et al., 2012; TAKEUCHI  et 
al, 2015; LUCETTI et al., 2016) (setas cinza tracejadas). Na figura, as setas verdes indicam ativação 
através de uma interação mútua, os quadros vermelhos representam os inibidores do H2S (PAG), do 
NO (L-NAME), do CO (ZnPP IX) e da AMPK (Composto C) que foram utilizados neste estudo. Os 
quadros violetas representam o ativador da AMPK e os doadores ou substratos para a síntese dos 
mediadores gasosos. Fonte: autoria própria, 2018.   
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ANEXO 1 – CERTIFICADO DE APROVAÇÃO DO PROJETO PELO COMITÊ DE 
ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL – CEEA/UFPI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


