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RESUMO

Os antiinflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) constituem um grupo de
medicamentos de uso rotineiro na terapéutica clinica, principalmente no
tratamento do processo inflamatério e doloroso. O efeito colateral mais
comum constatado pelo seu uso é a irmitagdo da mucosa gastrica.
A atividade ulcerogénica dos AINES tem variabilidade diaria, uma vez que
quando administrados a noite, so melhor tolerados que durante o dia.
Tal observagdo chama a aten¢do para a possivel agdo do horménio pineal,
melatonina, sintetizado no periodo de escuro, tanto por animais de habitos
noturnos como diurnos. No presente estudo foram investigados os efeitos da
administragdo de melatonina sobre a atividade antiinflamatoria e lesdo
gastrica induzida pelo piroxicam ¢ o efeito da melatonina ¢ do piroxicam
sobre a sintese de PGE, pela mucosa gastrica, testando esse horménio nos
seguintes modelos: edema de pata de rato induzido pela carragenina, lesio da
mucosa gastrica induzida pelo piroxicam e determinagdo da sintese de PGE,
por enzima-imunoensaio (EIA). Administragdo intragastrica de melatonina
ndo alterou o efeito antiinflamatorio do piroxicam, mas inibiu o efeito
colateral ulcerogénico. O efeito antiulcerogénico da melatonina foi observado
apos administragdo intragastrica, mas no apés administragio subcutinea.
As diferengas observadas entre as duas vias de administragio sugere um
efeito  local desse hormdnio sobre a  mucosa  gastrica.
O efeito antiulcerogénico da melatonina intragastrica esta relacionada a
prevengdo da inibigdo da produgdo de PGE, da mucosa gastrica pelo
piroxicam. A pinealectomia aumentou o efeito ulcerogénico da administragéo
noturna de piroxicam. Mesmo utilizando fenilbutazona, que é um AINE
ulcerogenicamente mais potente, no periodo da manhi, quando o efeito

ulcerogénico dos AINEs parece ser mais acentuado, a melatonina



RESUMO

administrada intragastricamente promoveu protegio da mucosa gastrica.
Por outro lado, a melatonina administrada intragastricamente nio interferiu
com a ulceragdo induzida pelo estresse, sugerindo que o efeito
antiulcerogénico da melatonina esta relacionado mais especificamente com
fatores importantes na patogénese da lesio gastrica induzida por AINEs.
Estes dados sugerem que a melatonina pode atenuar a severidade da lesdo
gastrica mnduzida pelos AINEs (piroxicam e fenilbutazona) em ratos,
prevenindo a inibi¢do da sintese de PGE, da mucosa gastrica induzida pelo

piroxicam, sem afetar a agio antiinflamatoria.






INTRODUCAO

1. FARMACOLOGIA DOS ANTINFLAMATORIOS
NAO-ESTEROIDAIS

Os antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINEs) constituem um grupo de
medicamentos  amplamente  utilizados com agdo  principalmente
antiinflamatoria, analgésica e antipirética. Frequentemente, causam também

efeitos colaterais, tais como lesdo gastrica e renal (FROLICH, 1997).

O provavel mecanismo de agdo dos AINEs tanto para o efeito
antiinflamatério como para o ulcerogénico, é a inibigdo da sintese de
prostandides, através da inibicdo da ciclooxigenase (VANE, 1971).
A aparente inseparabilidade dos efeitos dos AINEs sobre a sintese de
prostaglandinas no sitio de inflamagéo e na mucosa gastrica tem sido o maior

obstaculo no uso terapéutico destes medicamentos.

Os AINEs do grupo dos salicilatos, cujo principal exemplo ¢ a
aspirina, induzem a inibigdo irreversivel da ciclooxigenase (COX), ou seja,
mesmo removendo a droga ndo ocorre a sintese de prostaglandinas, havendo
a necessidade de produgio de uma nova enzima através da sintese protéica.
A grande maioria dos outros AINEs, como o piroxicam, mibem a COX por
competigdo reversivel. A duragdo da agfo da aspirina ¢ determinada pela
taxa de sintese de novas enzimas ciclooxigenase, ja o piroxicam tem a
duragio do seu efeito dependente da depuragdo farmacocinética

(LANDS, 1981, RANG & DALE, 1989 e GODMAN & GILMAN, 1996).

O 4acido araquidénico (AA), presente na grande maioria das
membranas celulares de mamiferos (WILLIS & SMITH, 1994), ¢ liberado
quando as fosfolipases A,, C e D sdo ativadas. A fosfolipase A, principal
enzima liberadora, depende de célcio para ser ativada. Uma vez liberado, o

4cido araquidonico pode ser metabolizado por duas vias enzimaticas: pela via
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da ciclooxigenase e pela via da lipoxigenase. A via da COX da origem as
prostaglandinas, tromboxanas e prostaciclina ¢ a wvia da LPOX aos

leucotnienos.

O AA ¢é convertido pela ciclooxigenase a prostaglandina G2 (PGG?), a

qual por sua vez, é metabolizada pela hidroperoxidase a prostaglandina H,
(PGH,) e esta sob a ag#o de outras sintases origina as prostaglandinas (PGs),

prostaciclina (PGIp) e tromboxana (TXAj)). A ciclooxigenase se apresenta

em pelo menos duas isoformas com peso molecular semelhante (~ 70 kDa):
COX-1 e COX-2 (MITCHELL et alii, 1993).

A COX-1 é a ciclooxigenase constitutiva, fisiolégica, encontrada
principalmente nas plaquetas, onde ¢ essencial para sintese de TXA,.
A ativagdo de COX-1 leva a produgéo de prostaciclina, que quando liberada
pelo endotélio tem agdo antitrombogénica e na mucosa gastrica constitue
fator citoprotetor. A atividade da COX-1 também tem participagdo

importante na sintese de prostaglandinas renais.

A COX-2 é a ciclooxigenase induzida, patologica liberada em
processos inflamatorios, quando as células sdo expostas a agentes pro-

inflamatdrios, citocinas, mitdgenos e endotoxinas (MITCHELL et alii, 1993).

Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs) na tentativa de inibir a
COX-2 num processo inflamatorio, suprimem também a COX-1, mostrando,
inclusive em alguns casos maior seletividade para COX-1 que para COX-2.
Os AINEs atualmente utilizados na terapéutica, tais como piroxicam, mibem
ambas, sendo a inibi¢gdo da COX-1 frequentemente a causa responsavel pelos

efeitos gastricos e renais indesejaveis na terapéutica com AINEs

(VANE & BOTTING, 1995).
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Na reagdo inflamatoéria, a prostaglandina E, induz vasodilatagio em
arteriolas, contribuindo para o edema mnflamatorio, quando associada a
substincias que aumentam a permeabilidade vascular (MONCADA et alii,
1973; WILLIAMNS &  PECK, 1977, FLOWER, 1978).
A prostaglandina E, aumenta a dor induzida por outros mediadores, tais
como a histamina, diminuindo o limiar dos receptores algicos (FERREIRA,
1972; HIGGS et alii, 1978 ¢ FERREIRA et alii, 1978). E potente indutora de
febre, principalmente em infecg¢des virdticas, onde ha a participagdo de IL-1
(SAXENA et alii, 1979).

Outro grupo de eicosandides sdo os leucotrienos, que derivam da
metabolizagdo do AA pela enzima S-lipoxigenase (5-LPOX).
O AA ¢ convertido em é&cido hidroperoxieicosatetraendico (HPETE) e a
seguir para leucotrieno A4 (LTA4). O LTA,; sofre a ag¢do da hidrolase
citosolica formando o leucotrieno B4 (LTB,). Por outro lado, LTA4 pode ser
conjugado a glutationa reduzida e sob a agdo da GSH-transferase presente
nos microssomas formar o LTC,. O LTC, através de reagdo de remogdo de
glutamina, e da glicina pela gama glutamil-transferase e LTD-dipeptidase da
origem aos LTD, e LTE,, respectivamente (DENNIS & KRELL, 1994).

LTB4 é um potente estimulador da secre¢do, agregagdo, aderéncia e
migragdo neutrofilica. Aumenta a liberagdo de enzimas lisossomais, produgio
de anions superdxidos, aderéncia de neutrofilos ao endotélio ¢ aumenta a
permeabilidade vascular quando associado a substincias vasoativas
(FORD-HUTCHINSON, 1990). Este leucotrieno é um indutor de injuria
tecidual mediada por neutréfilos e lhe é atribuido papel na patogénese de
doengas inflamatdrias e lesdes gastrintestinais. Os leucotrienos peptidicos
(LTC4, LTD4 e LTEs) exercem potente efeito constrictor em vasos e
aumentam a permeabilidade vascular em vénulas pos-capilares e estimulam a
secre¢do de muco (SAMUELSSON, 1983).
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Os AINEs além de promoverem lesdes do trato digestivo pela remogédo
da citoprotegdo da mucosa gastrica via prostaglandinas, podem também
irritar  diretamente a mucosa (WYNNE & RAWLINS, 1993).
As formas tamponantes ou com revestimento entérico de AINEs reduzem a

hemorragia do trato gastrintestinal (TGI), mas néo evitam a inibigdo da PGE?
e ndo suprimem niveis séricos de TXAy) (HAWTHORNE ez alii, 1991).
TXA) é considerada um potente agente ulcerogénico, devido a sua atividade

vasoconstrictora (WHITE et alii, 1981).

A supressdo na sintese de PGE> e PGI) € considerada, em parte um

fator determinante da injuria gastrointestinal induzida pelos AINEs.

PGE7 e PGIp exercem fungSes citoprotetoras sobre a mucosa gastrica,

mibem a secre¢do dcida, estimulam a secre¢do de muco e bicarbonato e
elevam o fluxo sanguineo da mucosa. Intbem a aderéncia de leucécitos ao
endotélio vascular e aceleram a reparagdo de  tlceras

(WALLACE & GRANGER, 1996).

A interagdo leucocito-endotélio via moléculas de adesdo, parece
também contribuir para o desenvolvimento de ilcera pelos AINEs.
Ratos neutropénicos tratados com AINEs mostram uma diminui¢do da injuria
gastrica. Prevengdo de aderéncia neutrofilica ao endotélio com o uso de
anticorpos especificos para moléculas de adesdo resulta em protegio da

mucosa contra os efeitos da indometacina (WALLACE et alii, 1990).

O prroxicam, 4-hidroxi-2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-benzoatiazina-3-
carboxamida-1,1-diéxido, é agente antiinflamatério nio-esteroidal, de longa
duragdo (t1/2 de 45 h em humanos ¢ de 6 h em ratos), de grande uso
terapéutico, sendo indicado no tratamento da dor do pos-parto, dor de dente,

dismenorréia e doengas reumaticas como a artrite reumatoide e a osteoartrite
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(WISEMAN, 1985, COMBES & HEIRINCH, 1990). Piroxicam tem sido
associado com efeitos colaterais tais como, ulceracio e hemorragia
gastrintestinal (SAVAGE et alii, 1993). Estes efeitos colaterais parecem
estar relacionados a idade, com aumentada . incidéncia em idosos
(BOUDINOT et alii, 1993). Piroxicam provoca lesdes hemorragicas que
podem ser observadas 3 horas apos sua administragdo (AVILA et alii, 1996).

O cariter acido e lipofilico do piroxicam permite boa absorgdo pelo
sistema gastrintestinal (RAINSFORD, 1985). Sua concentragdo plasmatica
maxima é atinginda em média em 2 horas, podendo ocorrer um segundo pico
plasmatico cerca de 6 horas depois. Sua prescrigdo pode ser realizada em
dose unica diaria, sendo esta uma das suas grandes vantagens.
Liga-se a proteinas plasmaticas em cerca de 99% e se distribui bem pela area
sinovial e inflamada, a citocromo P450 do figado é a principal via de

metabolizagdo, sendo excretado pela urina.

O piroxicam inibe "in vitro" a formagdo de anion superoxido, a
liberagdo de enzima lisossomica induzida pelo agente quimiotatico FMLP
(f-met-leu-phe), ¢ a migragdo dos PMNs e, em menor extensdo, dos

monocitos (BIEMOND et alii, 1990).

A fenilbutazona, 1,2-difenil-3,5-dioxo-4-n-butilpirazolidina, é agente
antiinflamatorio ndo-esteroidal, potencialmente toxico de uso limitado. As
formas mais graves de efeitos adversos incluem ulceragdes gastrintestinais
(ou a sua reativagdo com hemorragia e perfuragdo), leucopenia,

agranulocitose ¢ trombocitopenia (RAINSFORD, 1985).
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Ha décadas a industria farmacéutica tem como prioridade a sintese de
um antiinflamatorio que resulte em maiores beneficios para o paciente, ou
seja, com poucos efeitos adversos ou quase nenhum. Sabemos que o
contingente de individuos idosos vem aumentando paulatinamente na
populagio mundial e estes constituem os maiores usudrios desse grupo de

medicamento.

Os idosos representam o grupo de maior susceptibilidade a ulcera
gastrica (CRYER et alii, 1992) A sintese de prostaglandina da mucosa
gastrica estd diminuida em animais velhos (LEE & FELDMAN, 1994), o que
contribui para que estes sejam os provaveis portadores de injiria gastrica por
AINEs. Considerando que as prostaglandinas endoégenas da mucosa
gastroduodenal sdo importantes na protegdo e prevengdo da ulcera gastrica e
duodenal, entdo o uso de farmacos, tais como piroxicam ¢ fenilbutazona
dentre outros AINEs, que reduzem a sintese de prostaglandinas, pode ser de

grande risco em 1dosos.
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2. FISIOLOGIA DA MUCOSA GASTRICA E
FISIOPATOLOGIA DA ULCERA GASTRICA POR AINEs

O estémago pode ser anatomicamente dividido em corpo, fundo, antro
e piloro. Funcionalmente, a mucosa do estdmago pode ser dividido em duas
regides glandulares: a antral e a oxintica. A regido antral (sitio de secregdo
ndo-acida) sintetiza gastrina. A mucosa oxintica é o sitio de secregdo acida, o
principal tipo celular é a célula oxintica ou parietal que secreta acido
cloridrico. Além das células parietais na mucosa oxintica sdo encontradas
também células principais que sintetizam e secretam pepsinogénio (KENT

LLOYD & DEBAS, 1994).

A integridade da mucosa gastrica ¢ mantida pelo equilibrio entre forgas
destrutivas e fatores protetores. Enquanto o limen gastrico contém um fluido
altamente acido com enzimas digestivas ativas que podem rapidamente
destruir tecidos, a mucosa gastrica apresenta uma barreira para a difusdo de

acido.

Uma série de fatores defensivos tém sido estudados e associados a
fisiologia do trato gastrointestinal, incluindo o muco e a secre¢do de

bicarbonato, fluxo sanguineo local e reparagdo tecidual.

Prostanoides, prncipalmente PGIp e PGEj, NO enddgeno e

neuropeptideos sensoriais, todos parecem exercer uma fungdo modulatéria na

regulacgdo da integridade da mucosa gastrica.



INTRODUCAO

2.1. SECRECAO ACIDA

A secregdo acida pelas células parietais é estimulada pela gastrina,
acetilcolina, via receptores muscarinicos M3 e histamina, via receptores H).

O receptor Hy aumenta o AMPc intracelular. AMPc ¢ Ca2t agem via

proteina quinase, aumentando a secregdo de H'» através da ativagdo da
enzima H+>K+-ATPase. Esta enzima catalisa a troca de H™ intracelular por
K™ extracelular. A PGE» age diminuindo a atividade da adenilato ciclase e
do AMPc intracelular. A célula parietal possue subunidades regulatorias G; e
G; , mas parece existir outros tipos de subunidades (CHEW, 1989).

A sintese de prostaglandinas (PGs) pode ser demonstrada em toda
parte do trato gastrointestinal. /n vivo, prostaglandinas mibem a fungdo
secretéria acida em resposta a histamina, pentagastrina e estimulagdo de

alimento.

A ativagdo do receptor EP; para prostaglandina na célula parietal
gastrica, suprime a atividade da adenilato ciclase inibindo a secregdo acida

estimulada pela histamina (WATSON & ABBOTT, 1991).

2.2. SECRECAO DE MUCO E BICARBONATO

O trato gastrintestinal, como todas as superficies epiteliais internas de
mamiferos, é coberto por uma camada de um gél polimérico viscoelastico
lubrificante que é o muco. O muco, secretado pelas células epiteliais
superficiais, ¢ constituido de glicoproteinas denominadas mucinas. As
mucinas desempenham diversas fungdes, como: lubrificante da superficie
epitelial; constituintes de barreiras para a difusdo de nutrientes, drogas, ions,
toxinas e ~macromoléculas; ligantes de bactérnias, virus, parasitas;
detoxificante quando se liga a metais pesados; protetora da mucosa contra

proteases ¢ interagindo com o sistema imune.
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A mucina constitue uma camada que recobre a mucosa. As cé€lulas da
superficie da mucosa também sintetizam bicarbonato. O bicarbonato €
utilizado na constituigdo do muco, para estabelecer um pH adequado para os
diversos compartimentos do sistema digestivo. A estimulagdo da secregdo
acida também acentua a secre¢do de muco e de bicarbonato, que servem para
proteger a mucosa gastrica. Esta fun¢do citoprotetora €, em grande parte,

mediada pela sintese de prostaglandinas, como a PGE) Essa resposta ¢

inibida por bloqueadores da ciclooxigenase como os AINEs. A administragéo

intragastrica de PGE7 em humanos estimula a liberagdo de muco. O muco

gastrico, protetor da mucosa, forma uma barreira ao criar uma camada para o
bicarbonato secretado neutralizar ions hidrogénio. A estimulagdo de muco e

bicarbonato por prostandides ¢ importante no processo de reparagéo epitelial.

A alcalinizagdo luminal do estdmago necessaria para receber a camada
de muco ¢ modulada pela PGE, em diversas espécies de animais € no homem
(REES et alii, 1983; JOHANSSON et alii, 1983, KAUFFMAN et alii, 1980,
WHITLLE et alii, 1984 , FELDMAN et alii, 1982, 1983 e 1985).

Estudos com ratos em jejum demonstraram a existéncia de ritmos
circadianos na secregdo gastrica de H', HCO; e muco. As secregdes de H' e
HCO; possuem picos em diferentes horarios do dia, sendo que no final do

periodo de atividade (4:45 a.m.), tem-se o pico da secre¢do acida e no meio
do periodo de repouso (11:41 a.m.), o pico da secre¢do de bicarbonato

(LARSEN et alii, 1991).
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2.3. FLUXO SANGUINEO

A superficie epitelial do estdmago ¢ uma densa area de capilares. A
microcirculagdo tem fungdo de fornecer nutrientes e oxigénio para o epitélio,
remover, diluir e neutralizar substincias toxicas que se difundem entre a
mucosa ¢ o limen. Quando o epitélio € danificado, a microcirculagdo tem
papel importante no processo de reparagio (WALLACE et alii, 1996).
PGEj, PGI) e seus andlogos sintéticos sdo potentes vasodilatadores da
circulagdo gastrica, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa gastrica,
podendo ser benéficos para a manutengdo da integridade funcional do tecido
gastrico (WHITLLE, 1980 ¢ WHITLLE & VANE, 1987).

A PGI», vasodilatador local formado pelas células endoteliais, tem sua
sintese suprimida por inibidores da ciclooxigenase como os AINEs. Assim a
inibigdo da formagdo de prostaglandinas endogenas e a redugdo do fluxo

sanguineo da mucosa tem relagfo direta com a ulcerogenicidade dos AINEs.

A formagdo de NO fisiolégico tem fungdo modulatéria sobre o fluxo
sanguineo ¢ integridade tecidual. Entretanto, uma liberagdo inadequada de
NO e uso de altas doses de doadores espontdneos de NO podem levar a
extensa lesdo tecidual. Isto pode resultar na toxicidade direta de radicais NO
ou metabolitos como o radical peroxinitrito, que gera os radicais reativos
hidroxil (BECKMAN et alii, 1990; LIPTON, 1993). A redugdo na formagéo
de NO pode comprometer a integridade gastrica e a excessiva formagdo de
NO pode também participar da patologia da lesdo da mucosa gastrintestinal
(LOPEZ-BELMONTE et alii, 1993; WHITTLE et alii, 1990).

O pré-tratamento com inibidores da sintese de NO reduz a elevagdo do
fluxo sanguineo em 65%, ndo alterando a propor¢do de secre¢do 4acida

induzida pela pentagastrina e atenuando os efeitos hiperémicos.
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O NO esta envolvido no aumento do fluxo sanguineo da mucosa gastrica. NO
e neuropeptideos sensoriais parecem estar envolvidos no processo de
vasodilatagio que acompanha a ativago de nervos sensoriais por intermédio
da difusio acida na mucosa. Enfim, a interagdo entre NO enddgeno,
neuropeptideos sensoriais e prostandides parece modular a integridade da
mucosa gastrica (WHITTLE, 1994)

Neurbnios sensiveis a capsaicina, modulam o fluxo sanguineo pela
liberagdo de peptideos vasodilatadores, como o CGRP, o VIP ¢ a substincia
P. A estimulagio desses neurdnios ocasiona a protegdo da mucosa contra
danos induzidos pelo etanol ou aspirina, provavelmente pelo aumento do
fluxo sanguineo na mucosa (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).

Serotonina liberada pelos nervos entéricos promove constrigdo de
inimeros leitos vasculares, incluindo a microcirculagdo gastrica. No modelo
de estresse, niveis gastricos elevados de serotonina parecem estar associados
a ulceragio da mucosa gastrica (KITAJIMA et alii, 1988, 1991), pela
diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico (WONG et alii, 1990)

Outro mediador da mucosa gastrica é a TXA,, que ¢ metabolito do
acido araquidénico. TXA; ¢ potente ulcerogénico, cujos efeitos lesivos sdo
decorrentes da vasoconstri¢ido da microvasculatura da mucosa gastrica. Seus
efeitos sdo reduzidos com o uso de inibidores, essa agdo protetora pode ser
devido a elevagio da sintese de prostaglandina gastrica (WALLACE, 1993).

Endotelinas, peptideos com 21 aminodcidos derivados das células
endoteliais, sdo potentes agentes vasoconstritores que mimetizam a
tromboxana. Os niveis de endotelina aumentam com a diminui¢do do fluxo
sanguineo da mucosa gastrica de ratos submetidos ao estresse experimental
por imersdo.em agua (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).

O fluxo sanguineo adequado ¢é essencial para a manutengdo da
integridade da mucosa gastrica (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).

11
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2.4. REPARACAO TECIDUAL

Depois do epitélio ter sido comprometido por agentes injuriosos, sua
integridade = e  funcionalidade  sdo  rapidamente  restaurados.
A rapida regeneragio da camada de células epiteliais ocorre em cerca de 5
horas, isso porque muito pouco tempo é requerido para a divisdo celular. A
reepitelizagdo ocorre por migragdo de células vidveis para areas adjacentes
ou para as lesdes que necessitam ser recobertas. Durante o processo de
reparo essas areas sdo protegidas por uma camada muco-fibrinica. Um
ambiente alcalino é importante para a reepitelizagdo, acidos podem degradar

a lamina basal e nesse caso ndo permitir a reparagdo (HIRST, 1989).

Quando todos os niveis de defesa da mucosa sdo vencidos, ulceragdes
no estémago podem ocorrer. O nivel final de defesa nestas circunstéincias € o
processo de reparo. Uma inflamagdo aguda é uma resposta critica para a
remogdo de tecido necrotico. O tecido de granulagdo serve como um
arcabougo para novamente as células dividirem, migrarem e iniciarem a
reforma da arquitetura da mucosa. O processo de angiogénese resulta no
desenvolvimento de novos vasos como no tecido de granulagdo. A
revascularizagdo das dreas danificadas é um pré-requisito para o
restabelecimento das glandulas gastrica. Este processo de reparagéo tecidual
comega nas margens da tdlcera e gradualmente ¢ direcionado para todos os
lados e para o centro do tecido ulcerado. A restitui¢do epitelial requer um
tempo muito curto para estimular a divisdo e prolifera¢do celular e 1sto ocorre
horas apos a ocorréncia da injiria. A camada de muco cobrindo o epitélio
possue células que estio em varios estagios de degeneragdo
(KVIETYS et alii, 1991 e GOKE et alii, 1996).

A inibi¢do da proliferagdo celular observada na mucosa oxintica de
ratos tratados com indometacina indica que as prostaglandinas end6genas

tem papel importante na manutengdo da atividade proliferativa do epitélio

(URIBE, 1993).

12



INTRODUCAO

3. CRONOFARMACOLOGIA DA ATIVIDADE
ANTIINFLAMATORIA E ULCEROGENICA DOS AINES

Varios relatos indicam que, tanto o efeito antiinflamatério como a
susceptibilidade a lesdo gastrica induzida por AINEs mostram uma variagio

circadiana (LABRECQUE, 1994, MOORE, 1994)

Ritmo circadiano da agdo antiinflamatéria dos AINEs tem sido descrito
em modelos experimentais de inflama¢ido e em estudos clinicos. Entretanto,
os dados encontrados na literatura sdo bastante contraditorios. Alguns
estudos mostram que a efetividade maxima da agdo antiinflamatéria de
indometacina, fenilbutazona ou flubiprofeno é obtida quando administrados
durante periodo de repouso do animal (LABRECQUE, 1994). Por outro lado,
LOUBARIS et alii, (1984) relatam que o efeito antiinflamatério maximo da
fenilbutazona ¢ obtido quando administrado durante o periodo de atividade
dos ratos (20:00 h), enquanto o efeito minimo é observado no periodo de
repouso dos animais (8:00 h). E ainda, estudos de cronofarmacologia de
AINEs em pacientes com osteoartrite mostram que a efetividade de AINEs
depende do ritmo biologico da doenga inflamatéria (LEVI et alii, 1985). Os
dados sobre a analgesia induzida por indometacina indicam que a efetividade
aumenta significativamente quando a administragio da indometacina ¢ feita
horas antes do aparecimento do pico do processo doloroso. A administragio
de indometacina a noite ¢ mais efetiva em pacientes com dor
predominantemente no periodo noturno ou no inicio da manhi, enquanto que
a administragdo de manh3 € mais efetiva em pacientes, cujo pico do processo
doloroso ocorre & tarde. Assim, a fun¢do do ritmo circadiano na atividade

antiinflamatoéria dos AINEs permanece incerta e ndo esclarecida.

13
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O ritmo circadiano na atividade ulcerogénica dos AINEs € um
fenémeno mais regular e reproduzivel, como tem sido mostrado em varios
estudos. Em humanos, a administragio de AINEs a noite ¢ melhor tolerado
do que a administragdo de manhd (LEVI et alii, 1984, MOORE & GOO,
1987, PFEIFFER et alii, 1990). Em ratos, a aspirina acidificada causa
significativamente menos lesdo da mucosa gastrica quando administrada no
inicio da fase de escuro do que no inicio da fase de claro
(OLSON, 1987, OLSON et alii, 1986). Assim, a ulceragdo gastrica induzida
por AINEs em humanos e em ratos ¢ menor a noite (fase de escuro) do que
de manhi (fase de claro), apesar do ciclo atividade-repouso ser inverso. Estes
fatos sugerem que a susceptibilidade circadiana da mucosa gastrica a AINEs
ndo esta diretamente relacionada ao ciclo de atividade ou de secregdo écida,

mas ndo descarta a possibilidade da influéncia do ciclo claro-escuro.

4. MELATONINA

A melatonina, principal horménio da glandula pineal, é secretada a
noite (periodo de escuro) tanto em animais de habitos noturnos como
diurnos. No sangue, o ritmo da melatonina é de aproximadamente 24 horas,
um ciclo de melatonina similar é encontrado em outros fluidos organicos de
vertebrados, inclusive no homem. Em mamiferos, a conexdo neural entre os
olhos e a glandula pineal est4 agora bem definida ¢ podem ser resumidas da
seguinte maneira: o sistema nervoso central recebe sinal visual via RHT
(trato retinohipotalimico) ou via GHT (trato geniculohipotalamico),
transmitindo entdo o sinal integrado para a glandula pineal, via corda toracica

superior e ganglio cervical superior do sistema nervoso simpatico.

A formagdo da melatonina noturna é primariamente resultante da
liberagdo da norepinefrina (NE) das terminagdes neuronais pos-ganglionares
simpaticas na glandula pineal. Uma vez liberada, NE interage com receptores
B-adrenérgicos, via proteina G estimulatéria para adenilil ciclase, na

membrana dos pinealocitos. A ativagdo da adenilato ciclase aumenta a
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produgdo de AMPc intracelular, que leva a indugdo da N-acetiltransferase
(NAT), a enzima limitante da sintese de melatonina. Assim, esta indolamina &
sintetizada pela acetilagdo da serotonina, mediada pela NAT e por uma
metilagdo da  N-acetil-5-hidroxitriptamina  pela  Hidroxi-Indol-O-
Metiltransferase (HIOMT) (PRESLOCK, 1984, EBALDI, 1984). O ritmo de
sintese da melatonina ¢ progressivamente atenuado durante o
envelhecimento, presumivelmente devido a redugdo no nimero de receptores

-adrenérgicos nas membranas dos pinealdcitos (REITER, 1991).

Uma vez sintetizada na glandula pineal, a melatonina é imediatamente
liberada na corrente sanguinea. Receptores da melatonina tém sido
classificados em dois subtipos, ML-1 e ML-2, de acordo com sua cinética e
propriedades farmacoldgicas. Parece existir uma ritmicidade circadiana na
densidade de receptores da melatonina. Na fase tardia do periodo claro foi
encontrada uma alta densidade de sitio de ligagdo da ['*’IJiodomelatonina no
hipotalamo de rato (SAARELA & REITER, 1994). Classicamente considera-
se que os receptores de melatonina estdo associados a membrana, entretanto,
a localizagdo imunohistoquimica de melatonina indica sua ligagdo no nucleo
das células do parénquima da pineal e células da retina de rato
(MENNENGA et alii.,, 1991). Achados mais recentes mostram acumulo
nuclear de melatonina no nucleo de células de muitos 6rgdos (MENENDEZ-
PELAEZ & REITER, 1993). Os autores sugerem que a melatonia pode
proteger o DNA nuclear dos efeitos lesivos de radicais livres
(REITER, 1993) ou pode inibir a expressdo da 5-lipoxigenase em linfocitos
B (CALBERG & WIESENBERG, 1995, STEINHILBER, 1995).

Por causa da sua natureza lipofilica, a melatonina do sangue distribui-
se facilmente para os fluidos organicos e células do organismo, onde pode
atuar como Sequestrador de radicais livres, cuja agdo ndo requer receptor.
Assim, todas as células expostas a melatonina podem responder a alteragdes

nos seus niveis circulantes.
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A melatonina estd envolvida em muitos processos fisiologicos
(REITER, 1991). Tem efeito sobre a regulagdo da temperatura, modulagédo
da secregio de insulina e de hormoénios gastrintestinais e recentemente parece

estimular o sistema imune e ter agdo na oncostase (ARENDT, 1995).

Melatonina e seus sitios de ligagdo foram demonstrados no TGI
(HUETHER, 1994, LEE & PANG, 1993). O uso de ['*Iliodomelatonina
como radioligante possibilitou a identificagdo e caracterizagdo em
preparagbes de jejuno de rato, de sitios de ligagdo estavel, saturivel,

reversivel e de alta afinidade para melatonina (VAKKURI et alii, 1984).

Tem sido relatado que a melatonina provoca efeitos antagdnicos sobre
as contragdes induzidas pela serotonina em duodeno isolado de rato
(QUASTEL & RAHAMIMOFF, 1965). As propriedades relaxantes da
melatonina sobre os tecidos intestinais sio mais potentes nos segmentos
isolados do duodeno e célon de rato, enquanto que efeitos minimos sdo
detectados nas preparagdes de ileo e jejuno (HERLOW & WEEKLEY,
1986). Além disso, os efeitos diferenciais da melatonina sobre os musculos
intestinais estdo diretamente relacionados com os niveis de melatonina ao
longo do trato digestivo. Tem sido sugerida a possibilidade de interagdes
antagonicas competitivas entre melatonina e serotonina
(FIORETTI et alii, 1974, HOLLOWAY et alii, 1980; HARLOW &
WEEKLY, 1986; BUBENIK, 1986 , BUBENIK & DHANVATARI, 1989).

Melatonina também € capaz de reduzir a severidade da colite induzida
por dextrana sulfato em camundongos (PENTNEY & BUBENIK, 1995), de
aliviar as lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos e reverter
parcialmente redu¢des no fluxo sanguineo da mucosa gistrica glandular

induzida pela serotonina (CHO et alii, 1989).
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Os sitios de ligagdo da melatonina no intestino exibem variagdes
diumas com Bmax a noite significativamente menor do que durante o dia.
Uma possivel explicagdo para tal variagdo circadiana pode ser atribuida a
modulagio do sitio de ligagdo pela melatonina. Assim, o elevado nivel de
melatonina a noite pode exercer uma agdo regulatoria sobre estes sitios de
ligagdo e subsequentemente diminuir sua afinidade de ligagéo
(HOLLOWAY et alii, 1980). Considerando a captagdo de melatonina
sistémica pelos tecidos gastrintestinais (BUBENIK, 1980), o nivel elevado de
melatonina a noite no soro pode exercer agdo regulatoria sobre os sitios de

ligagio intestinal e consequentemente modificar suas caracteristicas.

Foi levantada a hipétese da existéncia de sintese de melatonina por
uma via extra-pineal independente de luz. Nesse caso, o intestino constituiria
um desses tecidos aptos a sintese hormonal. A grande quantidade de
triptofano precursor da melatonina, aminoacido essencial armazenado no
trato gastrintestinal e a provavel existéncia da maquinaria enzimatica

necessaria a sintese reforgaram essa teoria (BRAMMER, 1994).

Os idosos apresentam uma queda na sintese de melatonina
(ARENDT, 1995) e constituem o grupo mais susceptivel a ulceragdo gastrica
(CRYER et alii, 1992). Os relatos da literatura sugerem que a concentragdo
de prostaglandina gastrica e duodenal declina com idade em humanos e que
esta diminui¢io na prostaglandina da mucosa estd associada com um
aumento na secre¢do acida gastrica (CRYER et alii, 1992).
Assim, os pacientes idosos apresentam comprometimento da capacidade de
protecdo da mucosa, representando um grupo de alto risco para o
desenvolvimento de ilcera induzida por AINEs. Entretanto, ndo existe
nenhuma informagdo a respeito da possivel participagdo da melatonina na
ulceragdo gastrica induzida por AINEs, desse modo, surgiu o interesse em
estudar a influéncia da melatonina sobre a lesdo gastrica induzida por AINEs

(piroxicam e fenilbutazona), bem como do estresse.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi determinar a influéncia da melatonina
sobre a lesdo gastrica induzida por AINEs e o possivel mecanismo de agéo.

Para isso estudamos :

1) o efeito da pré-administragio de melatonina sobre o efeito
antiinflamatorio e ulcerogénico do piroxicam nos seguintes modelos: edema de
pata de rato induzido por carragenina e lesdo da mucosa gastrica induzida por

piroxicam intragastrico;

2) o efeito da administragdo exdgena de melatonina sobre lesdo da mucosa

gastrica induzida por fenilbutazona;

3) o efeito da administragio exdgena de melatonina sobre lesdo gastrica

induzida por estresse;

4) o efeito ulcerogénico do piroxicam quando administrado, no periodo

noturno, a ratos pinealectomizados e falso-operados;

5) a capacidade de sintese de prostaglandina E2 (PGE2) pela mucosa

gastrica apos o tratamento com MEL + piroxicam.
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MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos com peso de 220 - 280 gramas,
provenientes do Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP, mantidos em ciclo

claro-escuro controlado 12/12 horas.

Os amimais foram mantidos em gaiolas plasticas, em numero de
6 animais por gaiola, receberam ragdo e agua ad libitum, até atingir peso e
idade ideais para uso experimental. A luz era acendida as 06: hs

¢ apagada as 18:00 hs.

2. TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS
2.1. MELATONINA

A melatonina (Sigma) foi dissolvida em etanol e diluida em 6leo de
oliva de forma a atingir concentragio final de 2% de alcool. Foram utilizadas
as doses de 107, 10%; 10°; 103; 107; 1,0, 3,0; 7,5 mgkg que foram
administradas, as 16:00 hs, por via intragastrica. Este método de preparagio
foi utilizado em todos os experimentos em que a melatonina foi administrada

mtragastricamente.

A melatonina administrada subcutineamente foi dissolvida em etanol e
diluida em salina, até atingir concentragdo final de 5% de alcool. Foram
utilizadas doses de 1,0, 3,0 e 7,5 mg/kg.

Em todos os ensaios, os animais controles receberam os veiculos
utilizados nas dilui¢des dos farmacos. O volume administrado de melatonina
intragastrica e seus veiculos foi de 0,5 mL para cada 100 g de peso corpéreo.

Na via subcuténea, foi injetado volume de 0,2 mL / 100 g de peso corpéreo.
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2.2. PIROXICAM E FENILBUTAZONA

No estudo de ulcerogenicidade, a dose utilizada de piroxicam
dissolvido em carboximetilcelulose (CMC) 0,5%, foi de 10 mg/kg e no
estudo da atividade antiinflamatéria, dose de 5 mg/kg. Em ambos os ensaios

a administragdo foi mtragastrica.

Empregou-se fenilbutazona na dose de 120 mg/kg, num volume de

0,06 mL/100 g de rato, administrada por via intraperitoneal.

3. MODELO DE ESTUDO DA INFLAMACAO AGUDA :
EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO PELA CARRAGENINA

A melatonina, na dose de 3,0 mg/kg, foi administrada as 16:00 h, por

via intragastrica.

O piroxicam, na dose de 5 mg/kg, foi administrado as 16:30 h, por via

intragastrica.

A carragenina foi dissolvida em salina estéril (4mg/ml) e 0,1 ml dessa
suspensio foi injetado na regido subplantar de uma das patas posteriores de
animais. Obedecendo-se aos cuidados de assepsia. A pata contralateral

recebeu igual volume de salina. A administragdo foi realizada as 17:00 h.

O volume das patas até a articulagdo tibio-tarsica foi medido em varios
intervalos de tempo apds a injegdo podal de carragenina, com auxilio de
pletismografo acoplado a transdutor e poligrafo Grass modelo 79, de acordo
com o método de VAN ARMAN et alli (1965).

As medidas pletismograficas foram realizadas antes ¢ 30 mun, 1 hora,

2,3,4,5 e 24 horas ap6s inje¢do de carragenina.
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O edema foi expresso em termos de porcentagem de aumento do

volume da pata (VF), em relagdo ao volume inicial (VI).
VF - VI x 100 = % de aumento do volume da pata (edema)

VI

Os resultados foram expressos na forma de porcentagem de aumento
do volume da pata apds inje¢do da carragenina pela subtragdo do valor

controle da pata contralateral que recebeu salina.

4. MODELOS DE ESTUDO DA LESAO GASTRICA
4.1. ULCERACAO GASTRICA PELO PIROXICAM

Os animais foram colocados em jejum em caixas de contengido
(Bollman, 1948), 24 horas antes do tratamento e permaneceram nesta
situagdo até o final do experimento. Os animais foram mantidos com agua

ad libitum.

A melatonina ou o veiculo foram administrados intragastricamente ou
subcutaneamente as 16:00 hs. Uma hora depois (17:00 hs) a lesdo gastrica foi
mduzida pela administragdo intragastrica de piroxicam (10 mg/kg).

Os animais controles receberam o veiculo (CMC 0,5%).

Na manhd seguinte (08:00 h), os animais foram sacrificados com éter
etilico, a cavidade abdominal aberta e o estdbmago retirado.
O estdmago foi entdo aberto ao longo da grande curvatura, a seguir lavado
com solugdo fisiolégica e afixado em disco de cortiga. As lesdes foram

examinadas em microscopio esteroscopico Nikon (modelo SMZ-10).

As lesdes gastricas induzidas por piroxicam foram classificadas quanto

a severidade, segundo BASILE et alii (1990):
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1 — hiperemia e/ou hemorragia puntiforme,
2 — lesdes hemorragicas com erosdes moderadas,

3 — botdes hemorragicos com lesdo severa

O indice de lesdo foi calculado somando-se o numero total de lesdes
multiplicados pelos respectivos indices de severidade

(LAMBRECHT et alii,1993).

A mucosa do estbmago, no rato, apresenta-se dividida em duas zonas,
separadas nitidamente por um prega limitante, que € a zona cérnea ou
cutinea (ndo-glandular) e a mucosa oxintica (findica, glandular)
(JUNQUEIRA & MARTINS, 1947, HEBEL & STROMBERG, 1986).
A zona comea € de cor acinzentada, translicida. A mucosa oxintica, onde
sdo encontradas as lesGes gastricas, tem uma cor amarelo-parda e apresenta

pregas longitudinais.

4.2. ULCERACAO GASTRICA PELA FENILBUTAZONA

Esse experimento foi realizado tendo em vista algumas indagagdes :

I) Como a mucosa gastrica pré-tratada com melatonina se comportaria
diante de um AINE potencialmente ulcerogénico admimstrado pela
parenteral, portanto sem ser absorvido no TGI ? Sendo assim, utilizou-se a

via intraperitoneal para administrar fenilbutazona.

II) Se a administragdio do AINE fosse realizado em outro horario
diferente daquele utilizado para o piroxicam, serda que a melatonina

protegeria a mucosa gastrica ?
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Os animais foram colocados em gaiolas metalicas as 10:00 hs e
mantidos em jejum por 24 horas. No dia seguinte, as 10:00 h, os animais
receberam melatonina (3,0 mg/kg) por via intragastrica € uma hora mais
tarde, as 11:00 h, fenilbutazona (120 mg/kg) por via Intraperitoneal.
O sacrificio foi realizado as 16:00 h e conduziu-se a rotina descrita

anteriormente para a obtengdo dos indices de lesdo gastrica.
4.3. ULCERACAO GASTRICA PELO ESTRESSE

Os animais foram colocados em gaiolas metalicas as 08:00 h e

mantidos em jejum por 32 horas.

No dia seguinte, as 16:00 h os animais receberam melatonina
(3,0 mg/kg, v.0.) ou o veiculo, ¢ as 17:00 h foram colocados em banho de
agua a temperatura de 22°C. No dia seguinte, por volta das 10:00 h, foram
sacrificados e seguindo os procedimentos ja citados anteriormente obteve-se

os indices de lesdo gastrica.
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S. PINEALECTOMIA

A pinealectomia dos ratos foi realizada seguindo a metodologia de
HOFFMAN & REITER, 1965. Os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sédico (70 mg/kg, 1.p.), tricotomizados na por¢do posterior da
cabega, na regido do lobo occipital. Essa regido foi posteriormente
incisionada e divulsionada até que se expusesse a calota crdniana para
possibilitar a visualizagdo do encontro das suturas lambdoidea e sagittalis que
¢ denominado Y (ipsilon). Com o auxilio de broca cilindrica odontologica
acoplada a micromotor realizou-se a osteotomia de forma a se obter um disco
Osseo de pequeno didmetro, em que o Y estava centrado. Este disco foi
removido com uma pinga e mantido em gaze embebida com solugdo salina.
Expondo-se, entdo os seios venosos sagital e transverso, com uma pinga
curva introduzida com suas hastes abertas dentro da dura-mater, chegou-se a
confluéncia dos seios venosos € com fino movimento no sentido para frente
pingou-se € removeu-se a glandula pineal, identificada visualmente como
uma estrutura uniforme redonda e clara. A seguir,
recolocou-se o0 disco 6sseo a sua posi¢do na calota criniana e efetuou-se a

sutura do tecido mole.

Outros animais foram submetidos a mesma manipulagdo de forma a
constituir o grupo controle (falso-operado). Em seguida, os animais operados

permaneceram no biotério.

Decorridos 10 dias apos a remogdo da glindula pineal, os animais
pinealectomizados e falso operados foram colocados em contengdo e jejum,
por 24 horas. No dia seguinte as 23:00 h, receberam piroxicam (10 mg/kg) e
foram mantidos na situagdo anterior por mais 15 horas até o sacrficio.
Seus estomagos foram removidos para determinagdo dos indices de lesdo

gastrica, seguindo metodologia descrita anteriormente.
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6. QUANTIFICACAO DE PGE, _
Foi utilizado Kit de enzima-imunoensaio (EIA) da Amersham (Canada)
para dosagem de PGE,.

Os ratos foram colocados em jejum, em caixas de contengdo
(BOLLMAN, 1948) e com agua ad libitum, por 24 horas, a comegar as 16 h.
No dia seguinte as 16 h os animais foram tratados com melatonina
(10° mg/kg, i.g) e as 17 h receberam piroxicam (10 mg/Kg) e aos

30 minutos, 1 € 3 h apos administragdo do piroxicam foram sacrificados.

Os horarios de sacrificio foram estabelecidos segundo

(LEE & FELDMAN, 1994; OLSON, 1982; CURTIS et alii, 1993).

. Os animais foram sacrificados com éter etilico. A cavidade abdominal
foi aberta e o estdmago removido. O estdmago foi aberto ao longo da grande
curvatura e a seguir lavado com tampdo fosfato (0,1M) gelado e entdo

afixado em disco de cortiga.

Com uma espatula de 1amina fina retirou-se delicadamente amostras da
mucosa do estdmago que foram colocadas em eppendorfs previamente
pesados com conteado de 1,0 mL de tampdo fosfato (0,1M).

O tampio e os eppendorfs foram mantidos no gelo.

A seguir, os eppendorfs contendo as amostras foram novamente

pesados de modo a se obter o peso da amostra de tecido coletado.

O conteido do eppendorf foi homogenizado por 30 segundos.
Em seguida, agitados a 37°C em agitador de eppendorf por 20 minutos.
Posteriormente, foram centrifugados por 3 minutos a 16000 g e o

sobrenadante foi armazenado a -70°C.

As dilui¢des utilizadas nesse ensaio foram 1:10, 1:25 e 1:50.

25



MATERIAIS E METODOS

7. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média =+ EPM.
Para comparar mais do que dois grupos de dados paramétricos, a analise

estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste de Tukey.

Para dados nio-paramétricos, a analise estatistica foi realizada através
da analise de varidncia de Kruskall-Wallis, seguida pelo teste de
Mann-Whitney. A diferenca foi considerada estatisticamente significante

quando p<0,05.

8. DROGAS E REAGENTES

Melatonina- Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), Sigma USA;
Piroxicam (Pfizer); Fenilbutazona (GEIGY); carragenina, sal sodico, PM
60.000- 100.000 (MARINE COLLOIDS);, cloreto de calcio (MERCK);
cloreto de potassio (MERCK); cloreto de sédio (MERCK); éter etilico
(ANALITICA); fosfato monobasico de sédio hidratado (MERCK), fosfato

dibasico de so6dio hidratado (MERCK), pentobarbital sodico (HYPNOL®,
CRISTALIA).
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1. MELATONINA EXOGENA E O EFEITO ANTIINFLAMATORIO
DO PIROXICAM

Para determinar se a melatonina interfere com as propriedades
antiinflamatérias do piroxicam, foi utilizado o modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos. A carragenina induziu um aumento no
volume da pata de aproximadamente 70% duas horas apods sua
administragdo na pata, retornando aos niveis normais em aproximadamente
24 horas. A figura 1 mostra os efeitos antiinflamatorios do piroxicam
(5 mg/kg, i.g.) quando administrado sozinho ou na presenga de melatonina
(3 mg/kg, i.g.). Administragio intragastrica de piroxicam sozinho, 30 min.
antes da inje¢do subplantar de carragenina, causou uma significativa
inibigdo do edema. Administragdo intragistrica de melatonina, 30 min.
antes da administragio de piroxicam, ndo afetou as propriedades

antiinflamatorias do piroxicam.

2. MELATONINA EXOGENA E A LESAO GASTRICA INDUZIDA
PELO PIROXICAM

A figura 2 mostra os efeitos ulcerogénico do piroxicam (10mg/kg,
1.g.) quando administrado sozinho e na presenga de varias doses de
melatonina (1,0; 3,0 ou 7,5 mg/kg) administradas intragastricamente
(Figura 2A ) ou subcutaneamente (Figura 2B ). A administragdo de
piroxicam causou extensa lesdo na mucosa gastrica. Na presenga de
melatonina intragastrica (1.g.) a extensdo da lesdo gastrica estava
significativamente diminuida (Fig. 2A ). A melatonina (i.g.) reduziu indice
de lesdo gastrica para niveis de 50 a 70% dos valores controles. Por outro
lado, administragdo subcutinea (s.c.) das mesmas doses de melatonina

(1,0; 3,0 ou 7,5 mgkg) ndo causou alteragdes significativas na lesdo
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gastrica induzida por piroxicam (Fig. 2B ), portanto ndo produziu protegio
da mucosa do estOomago. Assim, as propriedades antiulcerogénicas
observadas nos grupos que receberam doses intragastricas de melatonina

podem ser atribuidas a um efeito local.

Os experimentos descritos acima foram realizados com doses muito
maiores do que a concentragdo maxima de melatonina detectada a noite.
Assim, uma ampla faixa de doses de melatonina (10 - 10" mg/kg) foi
testada a fim de melhor caracterizar o efeito protetor da melatonina
administrada intragastricamente (Figura 3). Uma redugdo significativa na
lesdo gastrica induzida por piroxicam foi observada no intervalo de dose

de 10 até 10" mg/kg, enquanto melatonina 107° mg/kg ndo teve efeito.

3. MELATONINA EXOGENA E A LESAO GASTRICA INDUZIDA
PELA FENILBUTAZONA

A figura 4 mostra os efeitos ulcerogénicos da fenilbutazona
(120 mg/kg, 1.p.) quando administrada sozinha e na presenga de melatonina
(3,0 mg/kg, i.g.). A administragdo intraperitoneal de fenilbutazona causou
extensa les3o na mucosa gastrica, determinando indice de lesdo pelo menos
duas vezes maior que o obtido com o piroxicam. Na presenga de
melatonina (1.g.) a extensdo da lesdo gastrica estava significativamente
diminuida. Melatonina (1.g.) reduz indice de lesdo gastrica para niveis de

50% dos valores controles.

Estes resultados mostram que a melatonina ¢ também capaz de
proteger a mucosa gastrica de lesdes induzidas por outros AINEs
potencialmente ulcerogénicos, como fenilbutazona, administrada no
periodo da manhi, onde segundo a literatura é o periodo de maior

susceptibilidade a ulcera gastrica por AINEs.
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4. MELATONINA EXOGENA E A LESAO GASTRICA INDUZIDA
PELO ESTRESSE

A administra¢do intragastrica de melatonina (3,0 mg/kg, i1.g.) ndo
previne a ulceragdo gastrica induzida por estresse (Figura 3§5).
A média do indice de lesdo em animais tratados com melatonina e veiculo

foi de 569 + 102 e 436 £ 101,5, respectivamente.

5. MELATONINA ENDOGENA E A LESAO GASTRICA INDUZIDA
PELO PIROXICAM

O efeito da melatonina endégena sobre a lesdo da mucosa gastrica
induzida por piroxicam foi avaliado pela andlise do indice de lesdo quando
piroxicam (10 mg/kg, i.g.) foi administrado aos ratos controles (falso
operados) ou pinealectomizados as 23:00 h, periodo de pico de melatonina
no plasma. O indice de lesdo foi significativamente menor quando
piroxicam foi administrada ao amimal controle (falso-operado) (81,0 £10,0)
se comparado com animais pinealectomizados (133,0 + 14,5) (Figura 6),
sugerindo que o efeito ulcerogénico do piroxicam pode ser reduzido pela

melatonina endogena.

6. MELATONINA E A SINTESE DE PGE, PELA MUCOSA
GASTRICA

Piroxicam (10 mg/kg, i.g.) reduziu significativamente a sintese de
PGE, da mucosa gastrica, de 55,4 + 8,1 ng/g de tecido no grupo controle
para 30,3 £ 7,3 ng/g de tecido e 34,8 + 3,4 ng/g de tecido no grupo tratado
com piroxicam 30 minutos e 1 hora, respectivamente.
Esta redugio foi transitoria, a sintese de PGE, 3 horas apds tratamento com
piroxicam (88,2 + 22,5 ng/g de tecido) ndo foi significativamente diferente
do controle, ou seja, as concentragdes de PGE, estavam restabelecidas
(Figura 7A).
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Com o objetivo de verificar se o efeito protetor da melatonina estava
relacionado com uma interferéncia na redugdo da sintese de PGE; na mucosa
gastrica promovida pelo piroxicam, estudamos o efeito do horménio pineal
(1,0 pg/kg, i.g.) sobre a sintese de PGE, avaliado 1 hora ap6s administragdo
de piroxicam. A figura 7B mostra que na presenga de melatonina, piroxicam
nio reduz as concentra¢des de PGE,; na mucosa gastrica de ratos, sugerindo
que a melatonina pode estar interferindo na redug@o das concentragdes de

PGE, induzida pelo piroxicam.
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Figura 1. Melatonina exégena (3,0 mg/kg, i.g.) e 0 efeito antiinflamatério
do piroxicam (5 mg/kg, i.g.) no edema de pata induzido pela carragenina
(400 pg). Melatonina ou veiculo foram administrados intragastricamentem, as
16:00 h, trinta minutos mais tarde os ratos receberam piroxicam ou solugdo de
CMC a 0,5% por via intragastrica. Trinta minutos mais tarde, as 17:00 h, o
edema foi induzido pela injegdo de carragenina na pata dos ratos. Volume das
patas foi determinado em varos intervalos de tempo. Os resultados
representam a média + EPM, com n de 5 animais para todos 0s grupos.
«P < 0,05 significativamente diferente por comparagdo com 0 grupo controle.
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Figura 2. Efeito da melatonina exdgena sobre a lesao gastrica induzida
pelo piroxicam. Melatonina (1,0; 3,0 e 7,5 mgkg) ou veiculo foram
administrados intragastricamente (A) ou subcutdneamente (B) as 16:00 h., em
animais mantidos em contengdo e jejum por 24 h. A lesdo gastrica foi induzida
por administragio intragastrica de piroxicam (10 mg/kg, i.g), as 17:00 h.
Os animais controles receberam somente piroxicam. Quinze horas apés a
administrtagiio de piroxicam os animais foram sacrificados. A intensidade da
lesdio gastrica foi expresso com indice de lesdo. Os resultados representam a
média + EPM do ntmero de animais mostrados dentro das colunas,

*P < 0,05 significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 3. Efeito da melatonina exégena em baixas doses sobre a lesdao
gistrica induzida pelo piroxicam. Melatonina (107° - 10”" mg/kg) ou veiculo
foram administrados intragastricamente as 16:00 h., em animais mantidos em
contengdo € jejum por 24 h. A lesdo gastrica foi induzida pelo piroxicam (10
mg/kg, i.g.), administrado as 17:00 h. Os animais controles receberam somente
piroxicam. Quinze horas ap6s a administragdo de piroxicam os animais foram
sacrificados. A intensidade da lesdo gastrica foi expressa como indice de leséo.
Os resultados representam a média £+ EPM do nimero de animais mostrados
dentro das colunas, *P < 0,05 significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 4. Efeito da melatonina exégena sobre a lesdo gastrica induzida
pela fenilbutazona. Melatonina (3,0 mg/kg) ou veiculo foram administrados
intragastricamente as 10:00 h., em animais mantidos em conten¢do € jejum por
24 h. A lesdo gastrica foi induzida por administragdo intraperitoneal de
fenilbutazona (120 mg/kg), as 11:00 h. Os animais controles receberam
somente fenilbutazona. Cinco horas ap6s a administra¢do de fenilbutazona, os
animais foram sacrificados. A intensidade da lesdo gastrica foi expressa como
indice de lesdo. Os resultados representam a média + EPM do numero de
animats mostrados dentro das colunas, *P < 0,05 significativamente diferente
do grupo controle.
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10(: %

Figura 5. Efeito da melatonina exégena sobre a lesdo gastrica induzida
pelo estresse. Melatonina (3,0 mg/kg) ou veiculo foram administrados
intragastricamente as 16:00 h., em animais mantidos em jejum por 32 hs.
A lesdo gastrica foi induzida por modelo de estresse por imersdo em agua.
Os animais controles receberam somente o veiculo da melatonina e
submetidos ao estresse. Quinze horas apds a colocagdo em banho de agua
os animais foram sacrificados. A intensidade da lesdo gastrica foi expressa
como indice -de lesdo. Os resultados representam a média + EPM do
nimero de animais mostrados dentro das colunas.
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Figura 6. Efeito da melatonina endégena sobre a lesido gastrica induzida
pelo piroxicam. Os animais pinealectomizados cirurgicamente e os controles
(falso-operados) foram colocados, depois de completados 10 dia de pds-
operatério, em contengdo e jejum de 24 h. A lesdo gastrica foi induzida por
administra¢io intragastrica de piroxicam (10 mg/kg) as 23:00 h. Quinze horas
apos a administragdo de piroxicam os animais foram sacrificados.
A intensidade da lesdo gastrica foi expressa como indice de lesdo.
Os resultados’ representam a média + EPM do nimero de animais mostrados
dentro das colunas, *P < 0,05 significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 7. Efeito da melatonina sobre a inibi¢io da sintese de PGE;
induzida pelo piroxicam. Melatonina (1,0 pg/kg, i.g.) ou veiculo foram
administrados as 16:00 h, em animais mantidos em conteng¢io € jejum por 24 h.
Piroxicam (10 mgkg, i.g.) foi administrado as 17:00 h. Os animais em (A)
receberam somente piroxicam e sacrificados 0,5, 1 e 3 horas depois. Em (B) os
animais receberam melatonina e piroxicam e sacrificados apdés 1 hora.
A mucosa gastrica foi coletada e incubada por 20 minutos para avaliar a sua
capacidade de sintetizar PGE,. Os resultados representam a média + EPM do
numero de animais mostrados dentro das colunas, * P< 0,05 por compara¢do
com controle.
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Os antiinflamatérios ndo-esterdides constituem uma classe de
medicamentos amplamente utilizados no tratamento e controle de doengas
inflamatérias. O efeito colateral mais comum constatado pelo seu uso é a
irritagio da mucosa gastrica (FROLICH, 1997). A descoberta das duas
isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), que sdo capazes de catalizar a
conversdo do acido araquiddnico em prostanodides, possibilitou explicar, em
parte, a origem dos efeitos adversos dos AINEs no trato gastrintestinal.
Os prostanoides citoprotetores do estdmago sdo sintetizados a partir do acido
araquidonico pela COX-1, enquanto que os prostandides presentes no processo
inflamatério sdo sintetizados pela COX-2. A inseparabilidade dos efeitos dos
AINESs em inibir tanto COX-1 quanto COX-2 é determinante para a ocorréncia
de efeitos colaterais. Assim, muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa
de descobrir novos AINEs com menos efeitos colaterais, principalmente lesdo
gastrica. Considerando que os AINEs sio melhor tolerados a noite (fase de
escuro) do que durante o dia (fase de claro), tanto em humanos com em ratos,
outra maneira de tentar reduzir os efeitos colaterais seria fazer administragio
de farmacos, levando em consideragdo a variagdo circadiana da lesdo gastrica
induzida por AINEs (LABRECQUE, 1994).

Uma vez que a melatonina (o horménio que marca a fase de escuro) e
seus sitios de ligagdo sdo detectados em altas concentragdes no trato
gastrintestinal (HEUTHER, 1994, LEE & PANG, 1993), entdo seria
interessante determinar a influencia deste horménio no efeito ulcerogenico dos
AINEs. O presente trabalho mostrou que a melatonina, administrada
intragastricamente ndo altera o efeito antiinflamatério do piroxicam, mas inibe
o efeito colateral ulcerogénico. O efeito antiulcerogénico da melatonina foi

observado ap6s administragdo intragastrica, mas ndo pela via subcutinea.
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As diferengas observadas entre as duas vias de administragdo sugerem um
efeito local do horménio sobre a mucosa gastrica. Isto esta em concordincia
com trabalhos anteriores que mostram que a melatonina atua localmente no
trato gastrintestinal, reduzindo tonus intestinal e antagonizando o efeito ténico
da serotonina, tanto in vitro (BUBENICK & DHANVANTARI, 1989) como
in vivo (BUBENICK, 1986) e trabalhos mais recentes mostrando que a
melatonina administrada intragastricamente oferece prote¢do contra lesdo
gastrica induzida por isquemia-reperfusio em ratos (KONTUREK et alii,
1997).

Por outro lado, o presente trabalho mostrou também que a melatonina
noturna endégena pode reduzir o efeito ulcerogénico do piroxicam. O aumento
no efeito ulcerogénico do piroxicam induzido por pinealectomia sugeriu que
melatonina derivada da glandula pineal é importante para protegio gastrica,
embora alguns autores refiram a uma produgio local de melatoniha no trato
gastrintestinal (HOLLOWAY er alii, 1980, HUETHER, 1994) independente
do ciclo claro-escuro e que drogas antiinflamatérios nio-esteroidais podem
diminuir sintese de melatonina (MURPHY et alii, 1996). Os nossos resultados
reforgam a possibilidade da melatonina, sintetizada pela glandula pineal, estar
envolvida na variagdo circadiana da gastrotoxicidade induzida por AINEs.
A noite, quando a produgéo circadiana de melatonina é maxima, tanto humanos
como ratos sdo menos susceptiveis a lesdo da mucosa gastrica por AINEs.
Embora a melatonina administrada intragastricamente ndo tivesse alterado o
efeito antiinflamatério do piroxicam, alguns relatos sugerem que a melatonina
endogena tem efeito  antiinflamatorio.Quimiotaxia de  leucécitos
polimorfonucleares induzida por BCG (Bacilo Calmette-Guerin) em
camundongos varia de acordo com periodo de estimulo, com acrofase as 17:00

h e nadir as 5:00 h (BUREAU et alii, 1986). Edema de pata e permeabilidade

39



DISCUSSAO

vascular em processo inflamatério crénico induzido por BCG também
apresenta uma variagfo circadiana (acrofase durante o dia e nadir a noite) que
¢ perdida ap6s a pinealectomia e restaurada pela administragio noturna de

melatomna (LOPES et alii, submetido a publicagio).

No presente trabalho foi também demonstrado o efeito antiulcerogénico
da melatonina intragastrica no modelo de tlcera induzido por fenilbutazona,
um AINE potencialmente ulcerogénico, administrado no periodo da manhi,
quando a ulcerogenicidade dos AINEs tem se mostrado maxima.
Estes resultados mostraram que o efeito antiulcerogénico da melatonina nio

depende do periodo de sua administragdo, nem é especifico do piroxicam.

Ulceragdo gastrica induzida por AINEs, inclusive piroxicam e
femlbutazona, estd correlacionada com inibigdo da biossintese de

prostaglandina gastrica, principalmente PGI2 e PGE), que constituem agentes

citoprotetores da mucosa gastrica. Estes prostanoides inibem secre¢do acida
gastrica, aumentam fluxo sanguineo da mucosa e promovem a secregio de
muco citoprotetor no intestino. No presente trabalho foi demonstrado que a
administragdo intragastrica de melatonina atua neutralizando a inibigio da
sintese de PGE? induzida por piroxicam na mucosa gastrica. O mecanismo
pelo qual a melatonina influencia a inibigdo da sintese de PGE7 induzida por
piroxicam ndo estd claro. E possivel propor duas hipéteses: na primeira,
podemos sugerir que a melatonina esteja neutralizando a inibigio da COX
induzida por piroxicam. E possivel que o pré-tratamento intragastrico com
melatonina atue no sitio de atividade da ciclooxigenase prevenindo a inibigdo
da atividade da enzima COX pelo piroxicam. Esta hipotese ¢ consistente com
os estudos de LECOMTE e alii (1994) que demonstraram um mutante de
COX-2 no residuo de Ser-516 (residuo homdlogo ao sitio ativo Ser-530 da

COX-1), que retem atividade enzimatica, mas nfo ¢ acetilada pela aspirina,
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mostrando que ¢ possivel atuar no sitio ativo e obter enzimas com diferentes
caracteristicas. Esta nossa hipotese pode, a primeira vista, parecer contraditoria
com os relatos de que em plaquetas a melatonina inibe a sintese de
prostaglandinas (MARTINUZZO et alii, 1991), entretanto, devemos ressaltar
que: (1) na nossa proposta ndo estamos sugerindo que a melatonina estimule a
sintese de PGE2, (2) na nossa proposta a melatonina atua neutralizando o
efeito do piroxicam sobre COX, dai neutralizando o efeito inbidor da sintese
de PGE>. Na segunda hip6tese podemos sugerir que a melatonina atua mibindo
a atividade da enzima lipoxigenase, uma vez que tem sido considerado que (1)
os AINEs inibindo a via da ciclooxigenase provocam um deslocamento para a
via da lipoxigenase, (2) a sintese de leucotrienos desempenha papel importante
no desenvolvimento da injiria gastrica (SAMUELSSON et alii, 1987, FORD-
HUTCHINSON et alii, 1994) e (3) inibidores da 5-lipoxigenase reduzem a
severidade da lesdo gastrica induzida por AINEs (RAINSFORD, 1987,
PIHAN et alii, 1988, VAANANEN et alii, 1992). A expres.sﬁo da 5-
lipoxigenase parece ser regulada negativamente pela melatonina em linfocitos
B, via receptor nuclear RZRa (receptor retindide Zo) (STEINHILBER et alii,
1995, CARLBERG & WIESENBERG, 1995). Assim, essa regulagdo negativa
na expressio do RNAm da 5-lipoxigenase pela melatonina poderia resultar em

um decréscimo na atividade da 5-lipoxigenase.

Considerando os dados discutidos até agora, foi testado se a melatonina
tem um efeito citoprotetor por si sO, ou somente neutraliza o efeito
ulcerogénico do piroxicam ou da fenilbutazona interferindo na redugdo dos
niveis de PGE). A ultima hipétese deve ser considerada, uma vez que a
melatonina ndo protegeu a mucosa do estdmago contra idlcera induzida por

estresse. E importante notar que embora o efeito citoprotetor do PGE2 contra

agentes lesivos seja bem estabelecido (ROBERT et alii, 1979, MORRIS,
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et alil, 1983), a ulceragdo gastrica induzida por estresse ¢ prevenida por drogas

que ndo afetam os niveis de PGE) na mucosa gastrica (OGLE er alii, 1985) e
que PGE) por via oral, que aumenta significativamente os niveis de PGE?2 na

parede no estémago, ndo impede a ulceragdo gastrica induzida por estresse.
Na verdade, tem sido sugerido que a ulcera do estdmago induzida por estresse
€ pouco dependente de PGE) (OGLE et alii,1985).

Um fator que tem sido constantemente associado com aumento de risco
para complicagdes gastricas relacionadas aos AINEs ¢ a idade. Em animais ou
humanos senis ocorre (1) uma progressiva diminui¢do da produgdo circadiana
de melatonina (ARENDT, 1995) e (2) um declinio na sintese de prostaglandina
pela mucosa gastrica (CRYER et alii, 1992, LEE & FELDMAN, 1994).
Assim, os nossos resultados permitem sugerir que o declinio do ritmo da
melatonina em idosos poderia contribuir na iniciagdo e desenvolvime_:nto de

lesdo gastrica induzida por AINEs.,

Piroxicam ¢ um antiinflamatério que tem uma meia-vida longa, que
permite a administragio de uma tmica dose diaria, assim pode-se sugerir a
possibilidade de administragdo noturna deste AINE, no sentido de poupar a
mucosa gastrica dos efeitos adversos. Além disso, hipétese de um provavel
beneficio terapéutico da administragdo conjunta de melatonina ¢ AINEs, em

alguns casos especificos pode ser sugerida.

Em conclusio, o presente trabalho mostra que (1) a melatonina
administrada intragastricamente pode impedir o efeito ulcerogénico do
piroxicam pela neutralizagdo da inibigio da sintese de PGE? induzido pelo
piroxicam (por um mecanismo local) e ndo afeta o efeito antiinflamatério deste
farmaco, (2) a melatonina, o horménio sintetizado pela glandula pineal a noite,

tem uma agdo protetora contra efeito ulcerogénico do piroxicam e sugere a
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existéncia de mecanismo de menor susceptibilidade a lesdo gastrica quando os
AINEs s3o administrados a mnoite, (3) a melatonina administrada
intragastricamente pdde neutralizar o efeito ulcerogénico da fenilbutazona
administrada no periodo matutino, quando o efeito ulcerogénico dos AINEs
parece ser mais acentuado, (4) melatonina administrada intragastricamente nio
interfere com a tlcera induzida por estresse, sugerindo que o efeito
antiulcerogénico da melatonina é mais especifico para lesdo gastrica induzida

por antiinflamatdrios nio-esteroidais.
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CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho, segundo os modelos experimentais

utilizados, mostram que:

(1) a melatonina administrada intragastricamente pode impedir o efeito
ulcerogénico do piroxicam pela neutralizagdo da inibi¢do da sintese de PGE,
induzida pelo piroxicam (por um mecanismo local) ndo afetando o efeito

antiinflamatoério deste AINE,

(2) a melatonina, horménio sintetizado pela glandula pineal a noite, tem
uma agio protetora contra o efeito ulcerogénico do piroxicam e sugere a
existéncia de um mecanismo de menor susceptibilidade a les@o gastrica quando
os AINES sio administrados a noite,

(3) a melatonina administrada intragastricamente pode neutralizar o
efeito ulcerogénico da fenilbutazona administrada no periodo matutino, quando

o efeito ulcerogénico dos AINES parece ser mais acentuado,

(4) melatonina administrada intragastricamente ndo interfere com a
ulcera induzida por estresse, sugerindo que o efeito antiulcerogénmico da
melatonina € mais especifico para lesio gastrica induzida por

antiinflamatdrios ndo-esteroidais.
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ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs are, as a group, the most
frequently consumed drugs worldwide. They also cause gastrointestinal
adverse effects, like gastric ulceration and increased bleeding. Several reports
indicate that, both the anti-inflammatory effect and the susceptibility to
mucosal damage produced by NSAIDs in rats and humans show a circadian
variation. Nighttime administration of NSAIDs is better tolerated than
morning administration in human and rats. Melatonin, the principal hormone
of the pineal gland is secreted at night both in nocturnal and diurnal ‘animals.
The purpose of this experiment was to study the effect of melatonin on the
anti-inflammatory action and gastric mucosal damage induced by piroxicam
and the effect of melatonin and piroxicam on the gastric mucosal
prostaglandin E, (PGE,) synthesis. Intragastric administration of melatonin
significantly attenuated the gastric lesions induced by piroxicam, but, did not
effect anti-inflammatory action accessed by measuring paw edema after
carrageenin administration. Melatonin anti-ulcerogenic effect was observed
after intragastric, but not subcutaneous administration. The differences
observed between the two administration routes point to a local effect of the
hormone on the stomach mucosa. Pinealectomy increases the ulcerogenic
effect of nocturnal administered piroxicam. The anti-ulcerogenic effect of
intragastric melatonin was related to prevention of the inhibition of gastric
mucosal PGE, production induced by piroxicam. Indeed, intragastric
administration of melatonin protect the gastric mucosa damage induced by
phenylbutazone, another potent ulcerogenic NSAID, while melatonin has no
effect on stress-induced gastric ulceration. These data suggest that melatonin
may attenuate the severity of NSAID-induced gastric mucosal lesions in rats
by preventing NSAID-induced inhibition of mucosal PGE, production
without affecting the anti-inflammatory action.

KEY WORDS: NSAIDs, NSAID-induced gastric mucosal lesions, mucosal
PGE,, melatonin
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