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RESUMO

Os antiinflamatóiios não-esteroidais(AINEs) constituem um grupo de

medicamentos de uso rotineiro na terapêutica clínica, principalmente no

tratamento do processo inflamatório e doloroso. O efeito colateral mais

comum constatado pelo seu uso é a irritação da mucosa gásüica.

A atividade ulcerogênica dos AINES tem variabilidade diária, uma vez que

quando administrados à noite, são melhor tolerados que durante o dia.

Tal observação chama a atenção para a possível ação do hormânio pinhal,

melatonina, sintetizado no período de escuro, tanto por animais de hábitos

notumos como diumos. No presente estudo foram investigados os efeitos da

administração de melatonina sobre a atividade antiinflamatória e lesão

gástrica induzida pelo piroxicam e o efeito da melatonina e do píroxicam

sobre a síntese de PGE2 pela mucosa gásüica, testando esse homtânio nos

seguintes modelos: edema de pata de rato induzido pela carragenina, lesão da

mucosa gástüca induzida pelo piroxicam e detemlinação da síntese de PGE2

por enzima-imunoensaio(EIA). Administração intragástrica de melatonina

não alterou o efeito antiinflamatório do piroxicam, mas inibiu o efeito

colateral ulcerogênico. O efeito antiulcerogênico da melatonina foi observado

após administração intragástríca, mas não após administração subcutânea.

As diferenças observadas entre as duas vias de admiústração sugere um

efeito local desse homiânio sobre a mucosa gásüica.

O efeito antiulcerogênico da melatonina intragástrica esta relacionada à

prevenção da inibição da produção de PGE2 da mucosa gástrica pelo

piroxicam. A pinealectomia aumentou o efeito ulcerogênico da administração

notuma de piroxicam. Mesmo utilizando fenilbutazona, que é um AINE

ulcerogenicamente mais potente, no período da manhã, quando o efeito

ulcerogênico dos AINEs parece ser mais acentuado, a melatonina



RESUMO

administrada intragastricamente promoveu proteção da mucosa gásüica.

Por outro lado, a melatonina administrada intragastdcamente não interferiu

com a ulceração induzida pelo estresse, sugerindo que o efeito

antiulcerogênico da melatonina está relacionado mais especi6camente com

fatores importantes na patogênese da lesão gástrica induzida por AINEs.

Estes dados sugerem que a melatonina pode atenuar a severidade da lesão

gástrica induzida pelos AINEs(piroxicam e fenilbutazona) em ratos,

prevenindo a inibição da síntese de PGE2 da mucosa gástrica induzida pelo

piroxicam, sem afetar a ação antiinílamatória.





INTRODUÇÃO

1. FARMACOLOGIA DOS ANTINFLAMATORIOS

NÃO-ESTEROIDAIS

Os antiinflamatórios não-esteroidais(AINEs) constituem um grupo de

medicamentos amplamente utilizados com ação principalmente

antiinflamatória, analgésica e antipirética. Frequentemente, causam também

efeitos colaterais, tais como lesão gástrica e renal (FRÕLICH, 1997).

O provável mecanismo de ação dos AINEs tanto para o efeito

antiinflamatórío como para o ulcerogênico, é a inibição da síntese de

prostanóides, através da inibição da ciclooxigenase (VANE, 1971).

A aparente inseparabilidade dos efeitos dos AINEs sobre a síntese de

prostaglandhas no sítio de inflamação e na mucosa gástrica tem sido o maior

obstáculo no uso terapêutico destes medicamentos.

Os Aln.bs do grupo dos salicilatos, cubo pííncipal exemplo é a

aspirina, induzem a inibição ineversível da ciclooxigenase(COX), ou sda,

mesmo removendo a droga não ocorre a síntese de prostaglandinas, havendo

a necessidade de produção de uma nova enzima através da síntese protéica.

A grande maioria dos outros AINEs, como o piroxicam, inibem a COX por

competição reversível. A duração da ação da aspir.ina é detemlinada pela

taxa de síntese de novas enzimas ciclooxigenase, já o piroxicam tem a

duração do seu efeito dependente da depuração famlacocinética

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

O ácido araquidânico(AA), presente na grande maioria das

membranas celulares de mamíferos (WILLIS & SMITH, 1994), é liberado

quando as fosfolipases Az, C e D são ativadas. A fosfolipase Az, principal

enzima liberadora, depende de cálcio para ser ativada. Uma vez liberada, o

ácido araquidânico pode ser metabolizado por duas vias enzimáticos: pela via

l
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da ciclooxigenase e pela via da lipoxigenase. A via da COX dá origem às

prostaglandinas, tromboxanas e prostaciclina e a via da LPOX aos

leucotrienos.

O AA é convertido pela ciclooxigenase a prostaglandina G2(PGG2), a

qual por sua vez, é metabolizada pela hidroperoxidase a prostaglandina H2

(PGH2) e esta sob a ação de outras sintases origina as prostaglandinas(PGs),

prostaciclina (PG12) e tromboxana (TXA2). A ciclooxigenase se apresenta

em pelo menos duas isoformas com peso molecular semelhante (- 70 kDa):

COX-l e COX-2 (MITCHELL e/ a///, 1993).

A COX-l é a ciclooxigenase constitutiva, fisiológica, encontrada

principalmente nas plaquetas, onde é essencial para síntese de TXAz.

A ativação de COX-l leva à produção de prostaciclina, que quando liberada

pelo endotélio tem ação antitrombogênica e na mucosa gásüica constitue

fator citoprotetor. A atividade da COX-l também tem participação

importante na síntese de prostaglandinas renais.

A COX-2 é a ciclooxigenase induzida, patológica liberada em

processos inflamatórios, quando as células são expostas a agentes pró-

inflamatórios, citocinas, mitógenos e endotoxinas (MITCHELL ef a//í, 1993).

Os antiinüamatórios não esteroidais(AINEs) na tentativa de iúbir a

COX-2 num processo inflamatório, supríinem também a COX-l, mostrando,

inclusive em alguns casos maior seletividade para COX-l que para COX-2.

Os AINEs atualmente utilizados na terapêutica, tais como piroxicam, inibem

ambas, sendo a inibição da COX-l âequentemente a causa responsável pelos

efeitos gástricos e renais indesdáveis na terapêutica com AINEs

(VALE & BOTTNG, 1995).

2
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Na reação inflamatória, a prostaglandina E2 induz vasodilatação em

arteríolas, conüibuindo para o edema inflamatório, quando associada a

substâncias que aumentam a permeabilidade vascular(MONCADA e/ a///,

1973; WILLIAMNS & PECK, 1977;: FLOWER, 1978).

A prostaglandina Ez aumenta a dor induzida por outros mediadores, tais

como a histamina, diminuindo o limiar dos receptores álgidos(FERREIRA,

1 972; HIGGS e/ a/í/, 1978 e FERREIRA ef a///, 1978). É potente indutora de

febre, principalmente em infecções viróticas, onde há a participação de IL-l

(SAXENA ef a/ii, 1 979).

Outro grupo de eicosanóides são os leucoüienos, que deíívam da

metabolização do AA pela enzima 5-lipoxigenase (5-LPOX).

O AA é convertido em ácido hidroperoxieicosatetraenóico(HPETE) e a

seguir para leucoüieno A4(LTA4). O LTA4 sobe a ação da hidrolase

citosólica fomlando o leucoüieno B4(LTB4). Por outro lado, LTA4 pode ser

conjugado à glutationa reduzida e sob a ação da GSH-transferase presente

nos microssomas fomiar o LTC4. O LTC4 através de reação de remoção de

glutamina, e da glicina pela gama glutamü-transferase e L'm-dipeptidase dá

origem aos L'm4 e LTE4, respectivamente(DENNIS & KRELL, 1994).

LTB4 é um potente estimulador da secreção, agregação, aderência e

migração neutroíílica. Aumenta a liberação de enzimas lisossomais, produção

de ânions superóxidos, aderência de neutróíilos ao endotélio e aumenta a

pemleabilidade vascular quando associado à substâncias vasoatívas

(FORD-HUTCHINSON, 1990). Este leucoüieno é um indutor de injúria

tecidual mediada por neutrófilos e Ihe é atribuído papel na patogênese de

doenças inílamatórías e lesões gastrintestinais. Os leucoüienos peptídicos

(LTC4, LTD4 e LTE4) exercem potente efeito constrictor em vasos e

aumentam a pemieabilidade vascular em vênulas pós-capilares e estimulam a

secreção de muco (SAMUELSSON, 1983).

3



IN'lRODUÇAO

Os AINEs além de promoverem lesões do trato digestivo pela remoção

da citoproteção da mucosa gásüica via prostaglandinas, podem também

irütar diretamente a mucosa (WYNNIE & RAWLINS, 1993).

As formas tamponantes ou com revestimento entérico de AINEs reduzem a

hemorragia do trato gasüintestinal(TGI), mas não evitam a inibição da PGE2

e não suprimem níveis sérícos de TXA2 (HAW't.TORNE ef a//i, 1991).

TXA2 é considerada um potente agente ulcerogênico, devido à sua atividade

vasoconsüíctora (WHITE e/ a/fi, 1981).

A supressão na síntese de PGE2 e PG12 é considerada, em parte um

fator determinante da injúria gastrointestinal induzida pelos AINEs.

PGE2 e PG12 exercem funções citoprotetoras sobre a mucosa gásüica,

inibem a secreção ácida, estimulam a secreção de muco e bicarbonato e

elevam o fluxo sanguíneo da mucosa. hlibem a aderência de leucócitos ao

endotélio vascular e aceleram a reparação de úlceras

(WAU,ACE & GRANGER, 1996).

A interação leucócito-endotélio via moléculas de adesão, parece

também contribuir para o desenvolvimento de úlcera pelos AINEs.

Ratos neutropênicos tratados com AINEs mostram uma diminuição da injúria

gásüica. Prevenção de aderência neutroíilica ao endotélio com o uso de

anticorpos específicos para moléculas de adesão resulta em proteção da

mucosa confia os efeitos da indometacina (WALLACE ef a/í/, 1990).

O piroxicam, 4-hidroxi-2-metal-N-(2-piridil)-2H-1 ,2-benzoatiazina-3 -

carboxamida-l,l-dióxido, é agente antiinflamatório não-esteroidal, de longa

duração (tl/2 de 45 h em humanos e de 6 h em ratos), de grande uso

terapêutico, sendo indicado no tratamento da dor do pós-parto, dor de dente,

dismenorréia e doenças reumáticas como a artrite reumatóide e a osteoartrite

4
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(WISEMAN, 1985, COMBES & HEIRINCH, 1990). Píroxicam tem sido

associado com efeitos colaterais tais como, ulceração e hemorragia

gastrintestinal (SAVAGE ef a///, 1993). Estes efeitos colaterais parecem

estar relacionados à idade, com aumentada . incidência em idosos

(BOUDINOT ef a///, 1993). Piroxicam provoca lesões hemorrágicas que

podem ser observadas 3 horas após sua administração (AVILA ef a///, 1996).

O caráter ácido e lipofílico do piroxicam pemute boa absorção pelo

sistema gastrintestinal (RAINSFORD, 1985). Sua concentração plasmática

máxima é atinginda em média em 2 horas, podendo ocorrer um segundo pico

plasmático cerca de 6 horas depois. Sua prescrição pode ser realizada em

dose única diária, sendo esta uma das suas grandes vantagens.

Liga-se a proteínas plasmáticas em cerca de 99% e se disüibui bem pela área

sinovial e inflamada, a citocromo P450 do ílígado é a principal via de

metabolização, sendo excretado pela urina.

O piroxicam inibe "fn ví/ro" a formação de ânion superóxido, a

liberação de enzima lisossâmica induzida pelo agente quimiotático FMLP

(f-met-leu-phe), e a migração dos PMNs e, em menor extensão, dos

monólitos (BIEMOND ef a///, 1990).

A fenilbutazona, 1,2-difeni1-3,5-dioxo-4-n-butilpirazolidina, é agente

antiinÊamatório não-esteroidal, potencialmente tóxico de uso limitado. As

fomlas mais graves de efeitos adversos incluem ulcerações gastrintestinais

(ou a sua reativação com hemorragia e perfüação), leucopenia,

agranulocitose e trombocitopenia (RAINSFORD, 1985).

5
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Há décadas a indústria íamlacêutica tem como prioridade a síntese de

um antiinflamatóíio que resulte em maiores beneâcios para o paciente, ou

sqa, com poucos efeitos adversos ou quase nenhum. Sabemos que o

contingente de indivíduos idosos vem aumentando paulatinamente na

população mundial e estes constituem os maiores usuáríos desse grupo de

medicamento.

Os idosos representam o grupo de maior susceptibilidade a úlcera

gásüica (CRYER ef a/ii, 1992) A síntese de prostaglandina da mucosa

gástrica está diminuída em animais velhos(LEE & FELDMAN, 1994), o que

conüibui para que estes soam os prováveis portadores de injúria gásüíca por

AINEs. Considerando que as prostaglandinas endógenas da mucosa

gastroduodenal são importantes na proteção e prevenção da úlcera gástrica e

duodenal, então o uso de fámiacos, tais como piroxicam e fenilbutazona

dentre outros AINEs, que reduzem a síntese de prostaglandinas, pode ser de

grande risco em idosos.
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2. FISIOLOGIA DA MUCOSA GÁSTRICA E

FISIOPATOLOGIA DA ULCEji.A GÁSTRICA POR AINEs

O estomago pode ser anatomicamente dividido em corpo, findo, antro

e piloro. Funcionalmente, a mucosa do estomago pode ser dividido em duas

regiões glandulares: a antral e a oxíntica. A região antral(sítio de secreção

não-ácida) sintetiza gasüína. A mucosa oxíntica é o sítio de secreção ácida, o

principal tipo celular é a célula oxíntica ou parietal que secreta ácido

clorídrico. Além das células parietais na mucosa oxíntica são encontradas

também células principais que sintetizam e secretam pepsinogênio(KENT

LLOYD & DEBAS, 1994).

A integridade da mucosa gástrica é mantida pelo equilíbrio entre forças

destrutivas e fatores protetores. Enquanto o lúmen gásüíco contém um fluido

altamente ácido com enzimas digestivas ativas que podem rapidamente

destruir tecidos, a mucosa gásüica apresenta uma barreira para a difusão de

ácido.

Uma série de fatores defensivos têm sido estudados e associados à

âsiologia do trato gastrointestinal, incluindo o muco e a secreção de
bicarbonato, fluxo sanguíneo local e reparação tecidual .

Prostanóides, principalmente PG12 e PGE2, NO endógeno e

neuropeptídeos sensoriais, todos parecem exercer uma fiJnÇão modulatóría na

regulação da integridade da mucosa gástrica.
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2.1.SKCKEÇÃOÁCIDA

A secreção ácida pelas células parietais é estimulada pela gasüina,

acetilcolina, üa receptores muscaíínicos M3 e histamina, via receptores H2.

O receptor H2 aumenta o AMPc intracelular. AMPc e Ca2+ agem via

proteína quinase, aumentando a secreção de H+, através da ativação da

enzima H+,K+-ATPase. Esta enzima catalisa a troca de H+ intracelular por

K+ extracelular. A PGE2 age diminuindo a atividade da adenilato ciclase e

do AMPc intracelular. A célula paríetal possuo subunidades regulatórías Gs e

Gi , mas parece existir outros tipos de subumdades (CHEW, 1989).

A síntese de prostaglandinas(I'Gs) pode ser demonstrada em toda

parte do trato gastrointestinal. Zn vivo, prostaglandinas inibem a função

secretória ácida em resposta a histamina, pentagastrina e estimulação de

alimento.

A ativação do receptor EP3 para prostaglandina na célula parietal

gásüica, supríine a atividade da adenilato ciclase inibindo a secreção ácida

estimulada pela histamina (WATSON & ABBOTT, 1991).

2.2. SECREÇÃO DE MUCO E BICARBONATO

O trato gastríntestinal, como todas as superÊcies epiteliais intimas de

mamíferos, é coberto por uma camada de um gél poliméríco viscoelástico

lubrificante que é o muco. O muco, secretado pelas células epiteliais

superficiais, é constituído de glicoproteínas denominadas mucinas. As

mucinas desempenham diversas funções, como: lubriâcante da superÊcie

epitelial; constituintes de barreiras para a diflisão de nuüíentes, drogas, íons,

toxinas e macromoléculas; ligantes de bactérias, vírus, parasitas;

detoxiâcante quando se liga a metais pesados; protetora da mucosa contra

proteases e interagindo com o sistema imune.
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A mucina constituí uma camada que recobre a mucosa. As células da

superÊcie da mucosa também sintetizam bicarbonato. O bicarbonato é

utilizado na constituição do muco, para estabelecer um pH adequado para os

diversos compartimentos do sistema digestivo. A estimulação da secreção

ácida também acentua a secreção de muco e de bicarbonato, que servem para

proteger a mucosa gástrica. Esta ftlnção citoprotetora é, em grande parte,

mediada pela síntese de prostaglandinas, como a PGE2. Essa resposta é

inibida por bloqueadores da ciclooxigenase como os AINEs. A administração

intragástrica de PGE2 em humanos estimula a liberação de muco. O muco

gástrico, protetor da mucosa, forma uma barreira ao criar uma camada para o

bicarbonato secretado neutralizar íons hidrogênio. A estimulação de muco e

bicarbonato por prostanóides é importante no processo de reparação epitelial.

A alcalinização luminal do estomago necessária para receber a camada

de muco é modulada pela PGE2, em diversas espécies de animais e no homem

(REES ef a//i, 1983; JOHANSSON e/ a///, 1983, KAUFFMAN ef a///, 1980;

WliITLLE ef a///, 1984 , FELDMAN e/ a//i, 1982, 1983 e 1985).

Estudos com ratos em jdum demonstraram a existência de ritmos

circadianos na secreção gástrica de H', HCO3' e muco. As secreções de H' e

HCO3' possuem picos em diferentes horários do dia, sendo que no final do

período de atividade (4:45 a.m.), tem-se o pico da secreção ácida e no meio

do período de repouso (11:41 a.m.), o pico da secreção de bicarbonato

(LARSEN e/ a//i, 1991).
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2.3.FLUXOSANGUÍNKO

A super6cie epitelial do estomago é uma densa área de capilares. A

microcirculação tem fiação de fomecer nutrientes e oxigênio para o epitélio,

remover, diluir e neutralizar substâncias tóxicas que se diftmdem entre a

mucosa e o lúmen. Quando o epitélio é danificado, a microcirculação tem

papel importante no processo de reparação (WALLACE ef a/ii, 1996).

PGE2, PG12 e seus análogos sintéticos são potentes vasodilatadores da

circulação gástrica, aumentam o fluxo sanguíneo da mucosa gástrica,

podendo ser benéficos para a manutenção da integridade filncional do tecido

gástrico (WHITLLE, 1980 e WHITLLE & VANE, 1987).

A PG12, vasodilatador local fonnado pelas células endoteliais, tem sua

síntese supríinida por inibidores da ciclooxigenase como os AINEs. Assim a

inibição da fonnação de prostaglandinas endógenas e a redução do fluxo

sanguíneo da mucosa tem relação direta com a ulcerogenicidade dos AINEs.

A fonnação de NO íísiológico tem filnção modulatóría sobre o fluxo

sanguíneo e integridade tecidual. Entretanto, uma liberação inadequada de

NO e uso de altas doses de doadores espontâneos de NO podem levar a

extensa lesão tecidual. Isto pode resultar na toxicidade direta de radicais NO

ou metabólitos como o radical peroxinitríto, que gera os radicais reativos

hidroxil (BECKMAN ef a/i/, 1990; LIPTON, 1993). A redução na formação

de NO pode comprometer a integridade gásüica e a excessiva fomlação de

NO pode também participar da patologia da lesão da mucosa gast:rintestinal

q.,OPEZ-BELMONTE ef cz//í, 1993; WIHTTLE ef a//1, 1990).

O pré=tratamento com inibidores da síntese de NO reduz a elevação do

fluxo sanguíneo em 65%, não alterando a proporção de secreção ácida

induzida pela pentagastrina e atenuando os efeitos hiperêmicos.
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O NO está envolvido no aumento do fluxo sanguíneo da mucosa gásüica. NO

e neuropeptídeos sensoriais parecem estar envolvidos no processo de

vasodilatação que acompanha a ativação de nervos sensoriais por intemtédio

da difusão ácida na mucosa. En:fím, a interação entre NO endógeno,

neuropeptídeos sensoriais e prostanóides parece modular a integridade da

mucosa gástrica(WHITTLE, 1994)

Neurónios sensíveis a capsaicina, modulam o fluxo sanguíneo pela

liberação de peptídeos vasodilatadores, como o CGRP, o Vn' e a substância

P. A estimulação desses neurónios ocasiona a proteção da mucosa contra

danos induzidos pelo etanol ou aspirina, provavelmente pelo aumento do

fluxo sanguíneo na mucosa (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).

Serotonina liberada pelos nervos entéricos promove constrição de

inúmeros leitos vasculares, incluindo a microcirculação gástrica. No modelo

de estresse, níveis gásüicos elevados de serotonina parecem estar associados

a ulceração da mucosa gásüica (KITAJIMA ef a/if, 1988, 1991), pela

diminuição do fluxo sanguíneo gástrico(WONG e/ a/i/, 1990)

Outro mediador da mucosa gásüica é a TXAz, que é metabólito do

ácido araquid6nico. TXAz é potente ulcerogênico, cujos efeitos lesivos são

decorrentes da vasoconstrição da microvasculatura da mucosa gástrica. Seus

efeitos são reduzidos com o uso de inibidores, essa ação protetora pode ser

devido a elevação da síntese de prostaglandina gásüica(WALLACE, 1993).

Endotelinas, peptídeos com 21 aminoácidos derivados das células

endoteliais, são potentes agentes vasoconsüitores que mimetizam a

tromboxana. Os níveis de endotelina aumentam com a diminuição do fluxo

sanguíneo da mucosa gásüica de ratos submetidos ao estresse experíinental

por imersão.em água (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).

O fluxo sanguíneo adequado é essencial para a manutenção da

integridade da mucosa gástrica (TEPPERMAN & JACOBSON, 1994).
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2.4. REPARAÇÃO TECIDUAL

Depois do epitélio ter sido comprometido por agentes injuriosos, sua

integridade e filncionalidade são rapidamente restaurados.

A rápida regeneração da camada de células epiteliais ocorre em cerca de 5

horas, isso porque muito pouco tempo é requerido para a divisão celular. A

reepitelização ocorre por migração de células viáveis para áreas adjacentes

ou para as lesões que necessitam ser recobertas. Durante o processo de

reparo essas áreas são protegidas por uma camada muco-fíbrínica. Um

ambiente alcalino é importante para a reepitelização, ácidos podem degradar

a lâmina basal e nesse caso não pemutir a reparação (HIRST, 1989).

Quando todos os níveis de defesa da mucosa são vencidos, ulcerações

no estômago podem oconer. O nível final de defesa nestas circunstâncias é o

processo de reparo. Uma inflamação aguda é uma resposta crítica para a

remoção de tecido neurótico. O tecido de granulação serve como um

arcabouço para novamente as células dividirem, mirarem e iniciarem a

reforma da arquitetura da mucosa. O processo de angiogênese resulta no

desenvolvimento de novos vasos como no tecido de granulação. A

revascularização das áreas daniâcadas é um pré-requisito para o
restabelecimento das glândulas gástrica. Este processo de reparação tecidual

começa nas margens da úlcera e gradualmente é direcionado para todos os

lados e para o centro do tecido ulcerado. A restituição epitelial requer um

tempo muito curto para estimular a divisão e proliferação celular e isto ocorre

horas após a ocorrência da injúria. A camada de muco cobrindo o epitélio

possuo células que estão em vários estágios de degeneração

(KVIETYS ef a/ii, 1991 e GÕKE e/ a//í, 1996).

A inibição da proliferação celular observada na mucosa oxíntica de

ratos tratados com indometacina in(hca que as prostaglandinas endógenas

tem papel importante na manutenção da atividade proliferativa do epitélio

(URIBE, 1993).

12



INTRODUÇÃO

3. CRON01iARMACOLOGIA DA ATIVIDADE

ANTlINFLAMATÓRIA E ULCEROGÊNICA DOS AINES

Vários relatos indicam que, tanto o efeito antiinflamatório como a

susceptibilidade à lesão gástüca induzida por AINEs mostram uma variação

circadiana (LABRECQUE, 1994, M00RE, 1994)

Ritmo circadiano da ação antiinüamatória dos AINEs tem sido descrito

em modelos experimentais de inflamação e em estudos clínicos. Entretanto,

os dados encontrados na literatura são bastante contraditórios. Alguns

estudos mostram que a efetividade máxima da ação antiinflamatóría de

indometacina, fenilbutazona ou ílubiprofeno é obtida quando administrados

durante período de repouso do animal (LABRECQUE, 1994). Por outro lado,

LOUBARIS ef a///, (1984) relatam que o efeito antiinüamatórío máximo da

fenilbutazona é obtido quando administrado durante o período de atividade

dos ratos (20:00 h), enquanto o efeito mínimo é observado no período 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 biológico da doença inflamatória (LEVI ef a///, 1985). Os

dados sobre a analgesia induzida por indometacina indicam que a efetividade

aumenta significativamente quando a administração da indometacina é feita

horas antes do aparecimento do pico do processo doloroso. A administração

de indometacina à noite é mais efetiva em pacientes com dor

predominantemente no período notumo ou no início da manhã, enquanto que

a administração de manhã é mais efetiva em pacientes, cujo pico do processo

doloroso ocorre à tarde. Assim, a função do ritmo circadiano na atividade

antiinüamatória dos AINEs permanece incerta e não esclarecida.
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O ritmo circadiano na atividade ulcerogênica dos AINEs é um

fenómeno mais regular e reproduzível, como tem sido mostrado em vários

estudos. Em humanos, a administração de AINEs à noite é melhor tolerado

do que a administração de manhã (LEVI ef a/if, 1984, M00RE & G00,

1987, PFEIFFER ef cz///, 1990). Em ratos, a aspirina acidiíicada causa

significativamente menos lesão da mucosa gástrica quando administrada no

início da fase de escuro do que no início da fase de claro

(OLSON, 1987, OLSON ef a/fi, 1986). Assim, a ulceração gástrica induzida

por AINEs em humanos e em ratos é menor à noite(fase de escuro) do que

de manhã (fase de claro), apesar do ciclo atividade-repouso ser inverso. Estes

fatos sugerem que a susceptibilidade circadiana da mucosa gásüica a AINEs

não está diretamente relacionada ao ciclo de atividade ou de secreção ácida,

mas não descarta a possibilidade da influência do ciclo claro-escuro.

4. MELATONINA

A melatonina, principal hormõnio da glândula pinhal, é secretada à

noite(período de escuro) tanto em animais de hábitos notumos como

diumos. No sangue, o ritmo da melatonina é de aproximadamente 24 horas,

um ciclo de melatonina similar é encontrado em outros fluídos orgânicos de

vertebrados, inclusive no homem. Em mamíferos, a conexão neural entre os

olhos e a glândula pineal está agora bem definida e podem ser resumidas da

seguinte maneira: o sistema nervoso central recebe sinal visual via RHT

(trato retinohipotalâmico) ou üa GHT(trato geniculohipotalâmico),

transmitindo então o sinal integrado para a glândula pinhal, via corda torácica

superior e gânglio cervical superior do sistema nervoso simpático.

A formação da melatonina notuma é primariamente resultante da

liberação da norepineíiina(NE) das terminações neuronais pós-ganglionares

simpáticas na glândula pinhal. Uma vez liberada, NE interage com receptores

j3-adrenérgicos, via proteína G estimulatória para adenilil ciclase, na

membrana dos pinealócitos. A ativação da adenilato ciclase aumenta a
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produção de AMPc intracelular, que leva à indução da N-acetiltransferase

(NAT), a enzima limitante da síntese de melatonina. Assim, esta indolamina é

sintetizada pela acetilação da serotonina, mediada pela NAT e por uma

mutilação da N-acetil-5-hidroxitriptamina pela Hidroxi-lndol-O-

Metiltransferase (HIOMT) (PRESLOCK, 1984, EBALDI, 1984). O ritmo de

síntese da melatonina é progressivamente atenuado durante o

envelhecimento, presumivelmente devido a redução no número de receptores

j3-adrenérgicos nas membranas dos pinealócitos (REITER, 1991).

Uma vez sintetizada na glândula pinhal, a melatonina é imediatamente

liberada na corrente sanguínea. Receptores da melatonina têm sido

classificados em dois subtipos, ML-l e ML-2, de acordo com sua cinética e

propriedades famlacológicas. Parece existir uma ritmicidade circadiana na

densidade de receptores da melatonina. Na fase tardia do período claro foi

encontrada uma alta densidade de sítio de ligação daliz5lliodomelatonina no

hipotálamo de rato (SAARELA & REITER, 1994). Classicamente considera-

se que os receptores de melatonina estão associados a membrana, entretanto,

a localização imunohistoquímica de melatonina indica sua ligação no núcleo

das células do parênquima da pineal e células da retina de rato

(MENNENGA ef a//i., 1991). Achados mais recentes mostram acúmulo

nuclear de melatonina no núcleo de células de muitos órgãos(MENENDEZ-

PELAEZ & REITER, 1993). Os autores sugerem que a melatonia pode

proteger o DNA nuclear dos efeitos lesivos de radicais lives
(REITER, 1993) ou pode inibir a expressão da 5-lipoxigenase em linfócitos

B (CALBERG & WiESENBERG, 1995, STEnqnu,BER, 1995).

Por causa da sua natureza lipofílica, a melatonina do sangue distríbui-

se facilmente para os fluídos orgânicos e células do organismo, onde pode

atuar como sequestrador de radicais livres, cuja ação não requer receptor.

Assim, todas as células expostas à melatonina podem responder à alterações

nos seus níveis circulantes.
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A melatonina está envolvida em muitos processos fisiológicos

(REITER, 1991). Tem efeito sobre a regulação da temperatura, modulação

da secreção de insulina e de homtânios gasüintestinais e recentemente parece

estimular o sistema imune e ter ação na oncostase (AJ{ENDT, 1995).

Melatonina e seus sítios de ligação foram demonstrados no TGI

(HUETHER, 1994, LEE & PANG, 1993). O uso de [i25l]iodomelatonina

como radioligante possibilitou a identificação e caracterização em

preparações de jduno de rato, de sítios de ligação estável, saturável,

reversível e de alta afinidade para melatonina (VAKKURI ef a//í, 1984).

Tem sido relatado que a melatonina provoca efeitos antagónicos sobre

as contrações induzidas pela serotonina em duodeno isolado de rato

(QUAS'lEL & RAHAMIMOFF, 1965). As propriedades relaxantes da

melatonina sobre os tecidos intestinais são mais potentes nos segmentos

isolados do duodeno e cólon de rato, enquanto que efeitos mínimos são

detectados nas preparações de íleo e jduno (HERLOW & WEEKLEY,

1986). Além disso, os efeitos diferenciais da melatonina sobre os músculos

intestinais estão diretamente relacionados com os níveis de melatonina ao

longo do trato digestivo. Tem sido sugerida a possibilidade de interações

antagónicas competitivas entre melatonina e serotonina

(FIORETTI ef a//f, 1974; HOLLOWAY ef a/ii, 1980; HARLOW &

WEEKLY, 1986; BUBENIK, 1986 , BUBENIK & DHANVATARI, 1989).

Melatonina também é capaz de reduzir a severidade da conte induzida

por dextrana sulfato em camundongos (PENTNEY & BUBENIK, 1995), de

aliviar as lesões gástricas induzidas por etanol em ratos e reverter

parcialmente reduções no Buxo sanguíneo da mucosa gásüíca glandular

induzida pela serotonina (CHO e/ a///, 1989).
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Os sítios de ligação da melatonina no intestino exibem variações

diumas com Bmax à noite significativamente menor do que durante o dia.

Uma possível explicação para tal variação circadiana pode ser atribuída à

modulação do sítio de ligação pela melatonina. Assim, o elevado nível de

melatonina à noite pode exercer uma ação regulatória sobre estes sítios de

ligação e subsequentemente diminuir sua afinidade de ligação

(HOLLOWAY ef a///, 1980). Considerando a captação de melatonina

sistêmica pelos tecidos gastríntestinais (BUBENIK, 1980), o nível elevado de

melatonina à noite no soro pode exercer ação regulatória sobre os sítios de

ligação intestinal e consequentemente modificar suas características.

Foi levantada a hipótese da existência de síntese de melatonina por

uma via extra-pineal independente de luz. Nesse caso, o intestino constituiria

um desses tecidos aptos à síntese hormonal. A grande quantidade de

triptofano precursor da melatonina, aminoácido essencial armazenado no

trato gastríntestinal e a provável existência da maquinaria enzimática

necessária à síntese reforçaram essa teoria (BRAMMER, 1994).

Os idosos apresentam uma queda na síntese de melatonina

(ARENDT, 1995) e constituem o grupo mais susceptível a ulceração gásüica

(CRYER e/ a/i1, 1992). Os relatos da literatura sugerem que a concentração

de prostaglandina gásüica e duodenal declina com idade em humanos e que

esta diminuição na prostaglandina da mucosa está associada com um

aumento na secreção ácida gástrica (CRYER e/ a/i/, 1992).

Assim, os pacientes idosos apresentam comprometimento da capacidade de

proteção da mucosa, representando um grupo de alto risco para o

desenvolvimento de úlcera induzida por AINEs. Entretanto, não existe

nenhuma infomlação a respeito da possível participação da melatonina na

ulceração gástrica induzida por AINEs, desse modo, surgiu o interesse em

estudar a influência da melatonina sobre a lesão gástrica induzida por AINEs

(piroxicam e fenilbutazona), bem como do esüesse.
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OB.IETIVOS

O objetivo do presente estudo foi detenninar a inÊuência da melatonina

sobre a lesão gásüíca induzida por AINEs e o possível mecanismo de ação.

Para isso estudamos

1) o efeito da pré-administração de melatonina sobre o efeito

antiinflamatório e ulcerogênico do piroxicam nos seguintes modelos: edema de

pata de rato induzido por canagenina e lesão da mucosa gástrica induzida por

piroxicam intragás&ico;

2) o efeito da administração exógena de melatonina sobre lesão da mucosa

gásüíca induzida por fenilbutazona;

3) o efeito da administração exógena de melatonina sobre lesão gásüica

induzida por estresse;

4) o efeito ulcerogênico do piroxicam quando admiústrado, no período

notumo, à ratos pinealectomizados e fuso-operados;

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

gástrica após o tratamento com MEL + piroxicam.
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MATERIAIS E METODOS

l.ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos com peso de 220 - 280 gramas,

provenientes do Instituto de Ciências Biomédicas, USP, mantidos em ciclo

claro-escuro controlado 12/12 horas .

Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas, em número de

6 animais por gaiola, receberam ração e água ad //ó/fz/m, até atingir peso e

idade ideais para uso experimental. A luz era atendida às 06: hs
e apagada às 18:00 hs.

2. TRATAMENTOS FARMACOLÓGICOS

2.1. MELATONINA

A melatonina(Sigma) foi dissolvida em etanol e diluída em óleo de

oliva de comia a atingir concentração final de 2% de álcool. Foram utilizadas

as doses de 10'io, 10-8; 10-s; 10-3; 10-i; 1,0, 3,0; 7,5 mg/kg que foram

administradas, às 16:00 hs, por via intragásüíca. Este método de preparação

foi utilizado em todos os experimentos em que a melatonina foi administrada

intragástricamente.

A melatonina administrada subcutâneamente foi dissolvida em etanol e

diluída em salina, até atingir concentração final de 5% de álcool. Foram

utilizadas doses de 1,0, 3,0 e 7,5 mg/kg.

Em todos os ensaios, os animais controles receberam os veículos

utilizados nas diluições dos fámlacos. O volume administrado de melatonina

intragástrica e seus veículos foi de 0,5 ml para cada 100 g de peso corpóreo.

Na vía subcutânea, foi injetado volume de 0,2 ml / 100 g de peso corpóreo.
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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 antiinflamatória, dose de 5 mg/kg. Em ambos os ensaios

a administração foi intragástrica.

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 INFLAMAÇÃO AGUDA

EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO PELA CARRAGENINA

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

viaintragástrica.

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

intragás&íca.

A carragenina foi dissolvida em salina estéril (4mg/ml) e 0,1 ml dessa

suspensão foi injetado na região subplantar de uma das patas posteriores de

animais. Obedecendo-se aos cuidados de assepsia. A pata contralateral

recebeu igual volume de salina. A administração foi realizada às 17:00 h.

O volume das patas até a articulação tíbio-társica foi medido em vários

intervalos de tempo após a injeção podal de canagenina, com auxílio de

pletismógrafo acoplado a transdutor e polígrafo Grass modelo 79, de acordo

com o método de VAN ARMAN ef a//í (1965).

As medidas pletismográficas foram realizadas antes e 30 min, l hora,

2, 3, 4 , 5 e 24 horas após injeção de carragenina.
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O edema foi expresso em tempos de porcentagem de aumento do

volume da pata (W), em relação 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 após injeção da carragenina pela subtração do valor

controle da pata contralateral que recebeu salina.

4. MODELOS DE ESTUDO DA LESÃO GÁSTRICA

4.1. UI.CORAÇÃO GÁSTRICA PEI,O PIROXICAM

Os animais foram colocados em jdum em caixas de contenção

(Bollman, 1948), 24 horas antes do tratamento e permaneceram nesta

situação até o final do experíínento. Os animais foram mantidos com água

adlibitum.

A melatonina ou o veículo foram administrados intragasüicamente ou

subcutaneamente às 16:00 hs. Uma hora depois (17:00 hs) a lesão gástrica foi

induzida pela administração intragásüíca de piroxicam(lO mg/kg).

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

Na manhã seguinte (08:00 h), os animais foram sacrücados com éter

etílico, a cavidade abdominal aberta e o estomago retirado.

O estômago foi então aberto ao longo da grande curvatura, a seguir lavado

com solução âsiológica e aííxado em disco de cortiça. As lesões foram

examinadas em microscópio esteroscópico Nikon (modelo SMZ-10) .

As lesões gástricas induzidas por piroxicam foram classiâcadas quanto

à severidade, segundo BASE,E e/ a/ii (1990):
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1 hiperemia e/ou hemorragia puntifomle,

2 lesões hemorrágicas com erosões moderadas,

3 botões hemorrágicos com lesão severa

O índice de lesão foi calculado somando-se o número total de lesões

multiplicados pelos respectivos índices de severidade

(LAMBRECHT ef a//i,1993).

A mucosa do estomago, no rato, apresenta-se dividida em duas zonas,

separadas nitidamente por um prega limitante, que é a zona córnea ou

cutânea (não-glandular) e a mucosa oxíntica (fiindica, glandular)

(iuNQUEIRA & MAaTWS, i947, HEnEL & STROMBERG, i9s6).

A zona córnea é de cor acinzentada, translúcida. A mucosa oxíntica, onde

são encontradas as lesões gásüicas, tem uma cor amarelo-parda e apresenta

pregaslongitudinais.

4.2. UI,CORAÇÃO GÁSTBIICA PELA FENILBUTAZONA

Esse experíinento foi realizado tendo em vista algumas indagações

1) Como a mucosa gástrica pré-tratada com melatonina se comportaria

diante de um CINE potencialmente ulcerogênico administrado pela

parenteral, portanto sem ser absorvido no TGI ? Sendo assim, utilizou-se a

via intraperitoneal para administrar fenilbutazona.

11) Se a admiústração do AINE fosse realizado em outro horário

diferente daquele utilizado para o piroxicam, será que a melatonina

protegeria a mucosa gásUíca ?
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Os anünais foram colocados em gaiolas metálicas às 10:00 hs e

mantidos em jdum por 24 horas. No dia seguinte, às 10:00 h, os animais

receberam melatonina (3,0 mg/kg) por via intragásüíca e uma hora mais

tarde, às 11:00 h, fenilbutazona (120 mg/kg) por via intraperitoneal.

O sacrifício foi realizado às 16:00 h e conduziu-se a rotina descrita

anteriormente para a obtenção dos índices de lesão gástrica.

4.3. UI,CERAÇÃO GÁSTRICA PELO ESTRESSE

Os animais foram colocados em gaiolas metálicas às 08:00 h e

mantidos em jdum por 32 horas.

No dia seguinte, às 16:00 h os animais receberam melatonina

(3,0 mg/kg, v.o.) ou o veículo, e às 17:00 h foram colocados em banho de

água a temperatura de 22oC. No dia seguinte, por volta das 10:00 h, foram

sacríâcados e seguindo os procedimentos já citados anteríonnente obteve-se

os índices de lesão gástrica.
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5. PINEALECTOMIA

A pinealectomia dos ratos foi realizada seguindo a metodologia de

HOFFMAN & REITER, 1965. Os ratos foram anestesiados com

pentobarbital sódico (70 mg/kg, i.p.), trícotomizados na porção posterior da

cabeça, na região do lobo occipital. Essa região foi posteríomlente

incisionada e divulsionada até que se expusesse a calota crâúana para

possibilitar a visualização do encontro das suturas lambdoidea e sagittalis que

é denominado Y (ipsilon). Com o auxílio de broca cilíndrica odontológica

acoplada a micromotor realizou-se a osteotomia de forma a se obter um disco

ósseo de pequeno diâmetro, em que o Y estava centrado. Este disco foi

removido com uma pinça e mantido em gaze embebida com solução salina.

Expondo-se, então os seios venosos sagital e transverso, com uma pinça

curva introduzida com suas hastes abertas dentro da dura-máter, chegou-se a

confluência dos seios venosos e com fino movimento no sentido para frente

pinçou-se e removeu-se a glândula pinhal, identificada visualmente como

uma esüutura uniforme redonda e clara. A seguir,

recolocou-se o disco ósseo a sua posição na calota craniana e efetuou-se a

sutura do tecido mole.

Ouros animais foram submetidos a mesma manipulação de comia a

constituir o grupo controle (fuso-operado). Em seguida, os animais operados

pemlaneceram no biotério.

Decomdos 10 dias após a remoção da glândula pinhal, os animais

pinealectomizados e fuso operados foram colocados em contenção e jejum,

por 24 horas. No dia seguinte às 23:00 h, receberam piroxicam (lO mg/kg) e

foram mantidos na situação anterior por mais 15 horas até o sacrifício.

Seus estômagos foram removidos para determinação dos índices de lesão

gástrica, seguindo metodologia descrita anteriormente.
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6.QUANTIFICAÇÃODEPGE2

Foi utilizado Kit de enzima-imunoensaio (EIA) da Amersham (Canada)

para dosagem de PGE2.

Os ratos foram colocados em jdum, em caixas de contenção

(BOLLMAN, 1948) e com água ad //ó/fum, por 24 horas, a começar às 16 h.

No dia seguinte às 16 h os animais foram tratados com melatonina

(10'3 mg/kg, i.g.) e às 17 h receberam piroxicam (lO mg/Kg) e aos

30 minutos, l e 3 h após administração do piroxicam foram sacrificados.

Os horários de sacriÊcio foram estabelecidos segundo

(LEE & FELDMAN, 1994; OLSON, 1982; CURTIS e/ a//i, 1993).

Os animais foram sacriâcados com éter etílico. A cavidade abdominal

foi aberta e o estomago removido. O estomago foi aberto ao longo da grande

curvatura e a seguir lavado óom tampão fosfato(0,IM) gelado e então

aâxado em disco de cortiça.

Com uma espátula de lâmina fina retirou-se delicadamente amostras da

mucosa do estomago que foram colocadas em eppendods previamente

pesados com conteúdo de 1,0 ml de tampão fosfato (0,IM).

O tampão e os eppendods foram mantidos no gelo.

A seguir, os eppendods contendo as amostras foram novamente

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

O conteúdo do eppendorf foi homogenizado por 30 segundos.

Em seguida, agitados a 37oC em agitador de eppendorf por 20 minutos.

Posteriormente, foram cenüíftigados por 3 minutos a 16.000 g e o
sobrenadante foi amiazenado a -70oC.

As diluições utilizadas nesse ensaio foram 1:10, 1 :25 e 1:50

25



MATERIAIS E METODOS

7.ANALISEESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média ü EPM.

Para comparar mais do que dois grupos de dados paramétricos, a análise

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

Para dados não-paramétricos, a análise estatística foi realizada através

da análise de variância de Kruskall-Wallis, seguida pelo teste de
Mann-Whitney. A diferença foi considerada estatisticamente significante

quando p<0,05.

8.DROGASEREAGENTES

Melatonina- Melatonin(N-acetyl-5-methoxyüyptamine), Sigma USA;

Piroxicam (Pâzer); Fenilbutazona (GEIGY); canagenina, sal sódico, PM

60.000- 100.000 (MA]R.INE COLLOIDS); cloreto de cálcio (MERCK);

cloreto de potássio (MERCK); cloreto de sódio (MERCK); éter etílico

(ANALÍTICA); fosfato monobásico de sódio hidratado(MERCK), fosfato

dibásico de sódio hidratado (MERCK), pentobarbital sódico (HYPNOL®,

CmSTÁI,H).
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RESULTADOS

[. MELATONINA EXÓGENA E O EFEITO ANT]INFLAMATÓ]UO

DO PIROXICAM

Para determinar se a melatonina interfere com as propriedades

antiinflamatórias do piroxicam, foi utilizado o modelo de edema de pata

induzido por canagenina em ratos. A canagenina induziu um aumento no

volume da pata de aproximadamente 70% duas horas após sua

administração na pata, retomando aos níveis nomiais em aproximadamente

24 horas. A figura l mostra os efeitos antiinüamatórios do piroxicam

(5 mg/kg, i.g.) quando administrado sozinho ou na presença de melatonina

(3 mg/kg, i.g.). Administração intragástrica de piroxicam sozillho, 30 mín.

antes da injeção subplantar de carragenína, causou uma signiíícativa

inibição do edema. Administração intragásüíca de melatonina, 30 min.

antes da administração de piroxicam, não afetou as propriedades

antiinflamatórias do piroxicam.

2. MELATONINA EXOGENA E A LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA

PELO PIROXICAM

A figura 2 mostra os efeitos ulcerogênico do piroxicam (10mg/kg,

i.g.) quando administrado sozinho e na presença de várias doses de

melatonina (1,0; 3,0 ou 7,5 mg/kg) administradas intragasüicamente

(Figura 2A ) ou subcutaneamente (Figura 2B ). A admiMstração de

piroxicam causou extensa lesão na mucosa gástrica. Na presença de

melatonina intragásüica (i.g.) a extensão da lesão gástrica estava

signiâcativamente diminuída (Fig. 2A ). A melatonina (i.g.) reduziu ín(bce

de lesão gástrica para níveis de 50 a 70% dos valores controles. Por outro

lado, administração subcutânea (s.c.) das mesmas doses de melatonina

(1,0; 3,0 ou 7,5 mg/kg) não causou alterações significativas na lesão
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gástrica induzida por piroxicam (Fig. 2B ), portanto não produziu proteção

da mucosa do estomago. Assim, as propriedades antiulcerogênicas

observadas nos grupos que receberam doses intragásüicas de melatonina

podem ser aüíbuídas a um efeito local.

Os experimentos descritos acima foram realizados com doses muito

maiores do que a concentração máxima de melatonina detectada à noite.

Assim, uma ampla fixa de doses de melatonina (10'i' - 10-i mg/'kg) foi

testada a íim de melhor caracterizar o efeito protetor da melatonina

administrada intragastricamente(Figura 3). Uma redução signiâcativa na

lesão gástrica induzida por piroxicam foi observada no intervalo de dose

de 10'8 até 10-i mg/kg, enquanto melatonina 10'io mg/kg não teve efeito.

3. MELATONINA EXOGENA E A LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA

PELAFENILBUTAZONA

A figura 4 mostra os efeitos ulcerogênicos da fenilbutazona

(120 mg/kg, i.p.) quando administrada sozinha e na presença de melatonina

(3,0 mg/kg, i.g.). A admiústração intraperitoneal de fenilbutazona causou

extensa lesão na mucosa gásüíca, detemiinando índice de lesão pelo menos

duas vezes maior que o obtido com o piroxicam. Na presença de

melatonina(i.g.) a extensão da lesão gástrica estava significativamente

diminuída. Melatonina (i.g.) reduz índice de lesão gásüica para níveis de

50% dos valores controles.

Estes resultados mostram que a melatonina é também capaz de

proteger a mucosa gástrica de lesões induzidas por outros AINEs

potencialmente ulcerogênicos, como fenilbutazona, administrada no

período dá manhã, onde segundo a literatura é o período de maior

susceptibilidade a ulcera gásüica por AINEs.
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4. MELATONINA EXÓGENA E A LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA

PELOESTRESSE

A administração intragásüica de melatonina (3,0 mg/kg, i.g.) não

previne a ulceração gásüica induzida por estresse (Figura 5).

A média do índice de lesão em animais tratados com melatonina e veículo

foi de 569 t 102 e 436 ü IO1,5, respectivamente.

5. MELATONINA ENDÓGENA E A LESÃO GÁSTRICA INDUZIDA

PELO PIROXICAM

O efeito da melatonina endógena sobre a lesão da mucosa gásüica

induzida por piroxicam foi avaliado pela análise do índice de lesão quando

piroxicam (lO mg/kg, i.g.) foi administrado aos ratos controles (falso

operados) ou pinealectomizados às 23:00 h, período de pico de melatonina

no plasma. O índice de lesão foi significativamente menor quando

piroxicam foi administrada ao animal controle (fuso-operado) (81,0 t10,0)

se comparado com animais pinealectomizados (133,0 t 14,5) (Figura 6),

sugerindo que o efeito ulcerogênico do piroxicam pode ser reduzido pela

melatonina endógena.

6. MELATONINA E A SÍNTESE DE PGEz PELA MUCOSA

GÁSTRICA

Piroxicam (lO mg4(g, i.g.) reduziu significativamente a síntese de

PGE2 da mucosa gástrica, de 55,4 t 8,1 ng/g de tecido no grupo controle

para 30,3 t 7,3 ng/g de tecido e 34,8 ü 3,4 ng/g de tecido no grupo tratado

com piroxicam 30 minutos e l hora, respectivamente.

Esta redução foi transitória, a síntese de PGE2 3 horas após tratamento com

piroxicam.(88,2 ü 22,5 ng/g de tecido) não foi signiãcativamente diferente

do controle, ou seja, as concentrações de PGE2 estavam restabelecidas

(Figura 7A).
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Com o objetivo de verificar se o efeito protetor da melatonina estava

relacionado com uma inteúerência na redução da síntese de PGE2 na mucosa

gástrica promovida pelo piroxicam, estudamos o efeito do hormânio pinhal

(1,0 p,g/kg, i.g.) sobre a síntese de PGE2 avaliado l :hora após administração

de piroxicam. A figura 7B mostra que na presença de melatonina, piroxicam

não reduz as concentrações de PGE2 na mucosa gástrica de ratos, sugerindo

que a melatonina pode estar interferindo na redução das concentrações de

PGE2 induzida pelo piroxicam.
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Figura 2. Efeito da melatonina exógena sobre a lesão gástrica induzida
pelo piroxicam. Melatonina (1,0; 3,0 e 7,5 mg/kg) ou veículo foram
administrados intragasüicamente (A) ou subcutâneamente (B) às 16:00 h., em
animais mantidos em contenção e jdum por 24 h. A lesão gásüica foi induzida
por administração intragásüica de piroxicam (lO mg/kg, i.g.), às 17:00 h.
Os animais controles receberam somente piroxicam. Quinze horas após a
adminisütação de piroxicam os animais foram sacrificados. A intensidade da
lesão gástrica foi expresso com índice de lesão. Os resultados representam a
média t EPM do número de animais mostrados dentro das colunas,

#P < 0,05 significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 3. Efeito da melatonina exógena em baixas doses sobre a lesão
gástrica induzida pelo piroxicam. Melatonina (10'io - 10-i mg/kg) ou veículo
foram administrados intragastrícamente às 16:00 h., em animais mantidos em
contenção e jdum por 24 h. A lesão gástrica foi induzida pelo piroxicam (lO
mgAg, i.g.), administrado às 17:00 h. Os animais controles receberam somente
piroxicam. Quinze horas após a administração de piroxicam os animais foram
sacriâcados. A intensidade da lesão gástrica foi expressa como índice de lesão.
Os resultados representam a média t EPM do número de animais mostrados
dentro das colunas, +P < 0,05 significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 4. Efeito da melatonina exógena sobre a lesão gástrica induzida
pela fenilbutazona. Melatonina (3,0 mg/kg) ou veículo foram administrados
intragastricamente às 10:00 h., em animais mantidos em contenção e jdum por
24 h. A lesão gásüica foi induzida por administração intraperítoneal de
fenilbutazona (120 mg/kg), às 11:00 h. Os animais controles receberam
somente fenilbutazona. Cinco horas após a administração de fenilbutazona, os
animais foram sacriÊcados. A intensidade da lesão gástrica foi expressa como
índice de lesão. Os resultados representam a média t EPM do número de
animais mostrados dentro das colunas, #P < 0,05 significativamente diferente
do grupo controle.
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controle melatoni na
3,0 iiu/kg

Figura 5. Efeito da melatonina exógena sobre a lesão gástrica induzida
pelo estresse. Melatonina(3,0 mg/kg) ou veículo foram administrados
inüagastricamente às 16:00 h., em animais mantidos em jdum por 32 hs.
A lesão gásüica foi induzida por modelo de estresse por imersão em água.
Os animais controles receberam somente o veículo da melatonina e
submetidos ao estresse. Quinze horas após a colocação em banho de água
os animais foram sacriâcados. A intensidade da lesão gástüca foi expressa
como índice .de lesão. Os resultados representam a média t EPM do
número de animais mostrados dentro das colunas.
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Figura 6. Efeito da melatonina endógena sobre a lesão gástrica induzida
pelo piroxicam. Os animais pinealectomizados cirurgicamente e os controles
(fuso-operados) foram colocados, depois de completados 10 dia de pós-
operatório, em contenção e jdum de 24 h. A lesão gástrica foi induzida por
administração intragástrica de piroxicam (lO mg/kg) às 23:00 h. Quinze horas
após a administração de piroxicam os animais foram sacriÊcados.
A intensidade da lesão gásüica foi expressa como índice de lesão.
Os resultados representam a média t EPM do número 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 inibição da síntese de PGE2
induzida pelo piroxicam. Melatonina (1,0 pg/kg, i.g.) ou veículo foram
administrados às 16:00 h, em animais mantidos em contenção e jejum por 24 h.

Piroxicam (lO mg.kg, i.g.) foi administrado às 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 sacríâcados após l hora.
A mucosa gásüíca foi coletada e incubada por 20 minutos para avaliar a sua
capacidade de sintetizar PGE2. Os resultados representam a média t EPM do
número de animais mostrados dentro das colunas, + P< 0,05 por comparação
com controle.
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DBCUSSÃO

Os antiinílamatóríos não-esteróídes constituem uma classe de

medicamentos amplamente utilizados no tratamento e controle de doenças

inflamatórias. O efeito colateral mais comum constatado pelo seu uso é a

irütação da mucosa gástrica (FRÕLICH, 1997).. A descoberta das duas

isofomlas da ciclooxigenase (COX-l e COX-2), que são capazes de catalizar a

conversão do ácido araquidânico em prostanóides, possibilitou explicar, em

parte, a oügem dos efeitos adversos dos AINEs no trato gastrintestinal.

Os prostanóides citoprotetores do estomago são sintetizados a partir do ácido

araquidõnico pela COX-l, enquanto que os prostanóides presentes no processo

inflamatório são sintetizados pela COX-2. A inseparabilidade dos efeitos dos

AINEs em inibir tanto COX-l quanto COX-2 é detemlinante para a ocorrência

de efeitos colaterais. Assim, muitos estudos estão sendo realizados na tentativa

de descobre novos AINEs com menos efeitos colaterais, principalmente lesão

gásüíca. Considerando que os AINEs são melhor tolerados à 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 administração

de fámlacos, levando em consideração a variação circadiana da lesão gásüica

induzida por AINEs (LABRECQUE, 1 994).

Uma vez que a melatonina(o homânio que marca a fase de escuro) e

seus sítios de ligação são detectados em altas concentrações no trato

gasühtestinal (HEUTHER, 1994, LEE & PANG, 1993), então seria

interessante detemlinar a influencia deste homiânio no efeito ulcerogenico dos

AINEs. O presente trabalho mostrou que a melatonina, administrada

intragastricamente não altera o efeito antiinÊamatórío do piroxicam, mas inibe

o efeito colateral ulcerogênico. O efeito antiulcerogênico da melatonina foi

observado após administração íntragásüica, mas não pela via subcutânea.
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As diferenças observadas entre as duas vias de administração sugerem um

efeito local do homtânio sobre a mucosa gástrica. Isto está em concordância

com trabalhos anteriores que mostram que a melatonina atua localmente no

trato gastíjntestínal, reduzindo tânus intestinal e antagonizando o efeito tónico

da serotonina, tanto /n v//ro(BUBENICK & DHANVANTARI, 1989) como

/n v/vo (BUBENICK, 1986) e trabalhos mais recentes mostrando que a

melatonina administrada intragastricamente oferece proteção conta lesão

gásüíca induzida por isquemia-reperfüsão em ratos(KONTUREK e/ a///,

Por outro lado, o presente trabalho mostrou também que a melatonina

notuma endógena pode reduzir o efeito ulcerogênico do píroxicam. O aumento

no efeito ulcerogênico do piroxicam induzido por pinealectomia sugeriu que

melatonina derivada da glândula pinhal é importante para proteção gástrica,

embora alguns autores refiram a uma produção local de melatonina no trato

gasüintestinal (HOLLOWAY ef a//i, 1980, HUETHER, 1994) independente

do ciclo claro-escuro e que drogas antiinflamatóríos não-esteroidais podem

diminuir síntese de melatonina (MURPHY e/ a///, 1996). Os nossos resultados

reforçam a possibilidade da melatonina, sintetizada pela glândula pinhal, estar

envolvida na variação circadiana da gastrotoxicidade induzida por AINEs.

A noite, quando a produção circadiana de melatonina é máxima, tanto humanos

como ratos são menos susceptíveis à lesão da mucosa gástrica por AINEs.

Embora a melatonina admiústrada intragastricamente não tivesse alterado o

efeito antiinflamatório do piroxicam, alguns relatos sugerem que a melatonina

endógena tem efeito antiinaamatórío.Quimiotaxia de leucócitos

polimoúonucleares induzida por BCG(Bacilo Calmette-Guerín) em

camundongos varia de acordo com período de estímulo, com acrofase às 17:00

h e nadar às 5:00 h (BUREAU ef a///, 1986). Edema de pata e pemleabilidade
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vascular em processo inflamatório crónico induzido por BCG também

apresenta uma variação circadiana(acrofase durante o dia e nadar à noite) que

é perdida após a pinealectomia e restaurada pela administração notuma de

melatonina(LO])ES e/ a/l/, submetido a publicação).

No presente trabalho foi também demonstrado o efeito antiulcerogênico

da melatonina intragásüíca no modelo de úlcera induzido por fenilbutazona,

um AINE potencialmente ulcerogênico, administrado no período da manhã,

quando a ulcerogenicidade dos AINEs tem se mostrado máxima.

Estes resultados mostraram que o efeito antiulcerogênico da melatonina não

depende do período de sua administração, nem é especíâco do piroxicam.

Ulceração gástrica induzida por AINEs, inclusive piroxicam e

fenilbutazona, está correlacionada com iúbição da biossíntese de

prostaglandina gásüíca, principalmente PG12 e PGE2, que constituem agentes

citoprotetores da mucosa gástrica. Estes prostanóides inibem secreção ácida

gástrica, aumentam fluxo sanguíneo da mucosa e promovem a secreção de

muco citoprotetor no intestino. No presente trabalho foi demonstrado que a

administração intragástiíca de melatonina atua neutralizando a inibição da

síntese de PGE2 induzida por piroxicam na mucosa gástrica. O mecanismo

pelo qual a melatonina inâuencia a inibição da síntese de PGE2 induzida por

piroxicam não está claro. É possível propor duas hipóteses: na píüneira,

podemos sugere que a melatonina esteja neutralizando a inibição da COX

induzida por piroxicam. E possível que o pré-tratamento intragástrico com

melatonina atum no sítio de atividade da ciclooxigenase prevenindo a inibição

da atividade da enzima COX pelo piroxicam. Esta hipótese é consistente com

os estudos de LECOMTE ef a/// (1994) que demonstraram um mutante de

COX-2 no resíduo de Ser-516 (resíduo homólogo ao sítio ativo Ser-530 da

COX-l), que retém atividade enzimática, mas não é acetilada pela aspirina,
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mostrando que é possível atuar no sítio ativo e obter enzimas com diferentes

características. Esta nossa hipótese pode, à prüneira vista, parecer contraditória

com os relatos de que em plaquetas a melatonina inibe a síntese de

prostaglandinas (MARTINUZZO ef a/í/, 1991), entretanto, devemos ressaltar

que: (1) na nossa proposta não estamos sugerindo que a melatonina estimule a

síntese de PGE2, (2) na nossa proposta a melatonina agua neutralizando o

efeito do piroxicam sobre COX, daí neutralizando o efeito inbidor da síntese

de PGE2. Na segunda hipótese podemos sugere que a melatonina atua inibindo

a atividade da enzima lipoxigenase, uma vez que tem sido considerado que(1)

os .í\ln.ES inibindo a via da ciclooxigenase provocam um deslocamento para a

via da lipoxigenase,(2) a síntese de leucotrienos desempenha papel importante

no desenvolvimento da injúria gástrica (SAMUELSSON ef a/fi, 1987, FORD-

HUTCHINSON e/ a/ii, 1994) e (3) inibidores da 5-lipoxigenase reduzem a

severidade da lesão gásüica induzida por AINEs (RAINSFORD, 1987,

PIHAN ef a/ii, 1988, VAANANEN ef a/f/, 1992). A expressão da 5-

lipoxigenase parece ser regulada negativamente pela melatonina em linfócitos

B, via receptor nuclear RZRa (receptor retinóide Za) (STEINHILBER ef a//i,

1995, CARLBERG & WIESENBERG, 1995). Assim, essa regulação negativa

na expressão 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 só, ou somente neutraliza o efeito

ulcerogênico do piroxicam ou da fenilbutazona interferindo na redução dos

níveis de PGE2. A última hipótese deve ser considerada, uma vez que a

melatonina não protegeu a mucosa do estômago contra úlcera induzida por

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

agentes lesivos seja bem estabelecido (ROBERT ef a/if, 1979, MORRIS,
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ef a/1/, 1983), a ulceração gásüíca induzida por estresse é preveúda por drogas

que não afetam os níveis de PGE2 na mucosa gástrica (OGLE e/ a///, 1985) e

que PGE2 por via oral, que aumenta significativamente os níveis de PGE2 na

parede no estomago, não impede a ulceração gástrica induzida por estresse.

Na verdade, tem sido sugerido que a úlcera do estomago induzida por estresse

é pouco dependente de PGE2 (OGLE e/ a///,1985).

Um fator que tem sido constantemente associado com aumento de risco

para complicações gásüicas relacionadas aos AINEs é a idade. Em animais ou

humanos senis ocorre (1) uma progressiva diminuição da produção circadiana

de melatonina (ARENDT, 1995) e (2) um declínio na síntese de prostaglandina

pela mucosa gástrica (CRYER e/ a///, 1992, LEE & FELDMAN, 1994).

Assim, os nossos resultados pemntem sugere que o declínio do ritmo da

melatonina em idosos poderia contribuir na iniciação e desenvolvimento de

lesão gásüica induzida por AINEs.

Piroxicam é um antiinflamatório que tem uma meia-vida longa, que

pemlite a administração de uma única dose diária, assim pode-se sugere a

possibilidade de administração notuma deste AINE, no sentido de poupar a

mucosa gástrica dos efeitos adversos. Além disso, hipótese de um provável

beneâcio terapêutico da administração conjunta de melatonina e AINEs, em

alguns casos especíÊcos pode ser sugerida.

Em conclusão, o presente trabalho mostra que (1) a melatonina

administrada intragasüícamente pode impedir o efeito ulcerogênico do

piroxicam pela neutralização da inibição da síntese de PGE2 induzido pelo

piroxicam (por um mecanismo local) e não afeta o efeito antíinflamatório deste

fámlaco,(2) a melatonina, o homiânio sintetizado pela glândula pinhal à noite,

tem uma ação protetora contra efeito ulcerogênico do piroxicam e sugere a
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existência de mecanismo de menor susceptibilidade à lesão gástrica quando os

AINEs são administrados à noite,(3) a melatonina administrada

intragastricamente pôde neutralizar o efeito ulcerogênico da fenilbutazona

adminisüada no período matutino, quando o efeito: ulcerogênico dos AINEs

parece ser mais acentuado,(4) melatonina administrada intragasüícamente não

interfere com a úlcera induzida por estresse, sugerindo que o efeito

antiulcerogênico da melatonina é mais específico para lesão gásüíca induzida

por antiinflamatórios não-esteroidais.
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CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho, segundo os modelos experünentais

utilizados, mostram que:

(1) a melatonina administrada intragastricamente pode impedir o efeito

ulcerogênico do piroxicam pela neutralização da inibição da síntese de PGE2

induzida pelo piroxicam(por um mecanismo local) não afetando o efeito

antiinflamatório deste AllqE,

(2) a melatonina, homiânio sintetizado pela glândula pinhal à noite, tem

uma ação protetora contra o efeito ulcerogênico do piroxicam e sugere a

existência de um mecaúsmo de menor susceptibilidade à lesão gástrica quando

os AINES são administrados à noite,

(3) a melatonina administrada intragasüicamente pode neutralizar o

efeito ulcerogênico da fenilbutazona administrada no período matutino, quando

o efeito ulcerogênico dos AINES parece ser mais acentuado,

(4) melatonina administrada intragasüicamente não interfere com a

úlcera induzida por estresse, sugerindo que o efeito antiulcerogênico da

melatonina é mais especí:hco para lesão gásüica induzida por
antiinÊamatórios não-esteroidais.
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ABSTRACT

Non-steroidal anui-iilflammatory drugs are, as a group, the most

âequentjy consumed drugs worldwide. They also cause gastrointestinal

adverso eHects, like gastric ulceration and increased bleeding. Severas reports

indicate that, bota the anü-inflammatory e#éct and the susceptibüty to

mucosas damage produced by NSAIDs in rats and humana show a chcadian

variation. Nighttíme administration of NSAIDs is better tolerated ülan

moming administration in human and rats. Melatonh, the principal honnone

of the pinhal gland is secreted at night both in noctumal and diumalànimals.

The purpose of dais experíment was to study üie eHéct of melatonin on the

ailti-inflammatory action and gasüic mucosal damage induced by piroxicam

and the eHect of melatoilin and piroxicam on the gasüic mucosal

prostaglandin E2(PGE2) synüesis. In&agasüic administration of melatonin

signiâcantly attenuated the gastric lesions induced by piroxicam, but did not

eRêct anui-inflammatory action accessed by measuring paw edema ater

canageenin administration. Melatonin anti-ulcerogenic eHect was observed

after intragasüic, but not subcutaneous adminisüation. The diRerences

observed between the two administration routes poial to a local eãect of the

hoimone on the stomach mucosa. Pinealectomy increases the ulcerogenic

e8êct of noctumal administered piroxicam. The ailti-ulcerogenic eHect of

intragasüic melatonin was related to prevention of üie inhibition of gasüic

mucosal PGE2 production induced by piroxicam. hldeed, intragastríc

administration of melatonin protect üie gasüic mucosa damage induced by

phenylbutazone, another potent ulcerogenic NSAID, while melatonin has no

e6êct on stress-induced gasüic ulceration. These data suggest dias melatonin

may attenuate the severity ofNSAID-induced gastric mucosas lesions in rats

by preventing NSAID-induced inhibition of mucosal PGE2 production,

without aüêctíng the anta-inflammatory action.

KEY WORDS: NSAIDs, NSAID-induced gasüic mucosal lesions, mucosal

PGE2, melatonin
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