UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA — MESTRADO
AREA DE CONCENTRACAO: CLINICA INTEGRADA

MARCELLA GOETZ MORO

AVALIACAO DOS EFEITOS GASTRICO E RENAL DE ANTI-
INFLAMATORIO SELETIVO E NAO SELETIVO PARA COX-2 EM RATOS
SUBMETIDOS A BAIXA DOSE DE ACIDO ACETILSALICILICO

PONTA GROSSA
2015



MARCELLA GOETZ MORO

AVALIACAO DOS EFEITOS GASTRICO E RENAL DE ANTI-

INFLAMATORIO SELETIVO E NAO SE

LETIVO PARA COX-2 EM RATOS

SUBMETIDOS A BAIXA DOSE DE ACIDO ACETILSALICILICO

Dissertacao apresentada para
obtencdo do titulo de Mestre na
Universidade Estadual de Ponta
Grossa, no curso de Mestrado em
Odontologia — Area de concentracdo
em Clinica Integrada.

Orientador: Prof. Dr. Gilson Cesar
Nobre Franco

Co-Orientadora: Profa. Dra. Marcia
Thais Pochapski

PONTA GROSSA

2015



Ficha Catalogréfica

Elaborada pelo Setor de Tratamento da Informacdo BICEN/UEPG

MB67

Moro, Marcell a Goetz

Aval i acdo dos efeitos géstrico e renal
de anti-inflamatorio seletivo e nao
seletivo para COX-2 emratos subnetidos a
bai xa dose de acido acetilsalicilico/
Marcel l a Goetz Moro. Ponta Grossa, 2015.

61f .

~ Dissertagédo (Mestrado em Odontol ogi a -
Area de Concentracdo: Clinica |Integrada),
Uni ver si dade Estadual de Ponta G ossa.
Oientador: Prof. Dr. G lson Cesar
Nobr e Franco.
Coori entadora: Prof2 Dr2 Marcia Thais
Pochapski .

1. Anti-Inflamatérios ndo Esteroides.
2. Acido Acetilsalicilico. 3.Gastrite.
4. RRm 5.Ratos. |.Franco, G |son Cesar
Nobre. I1. Pochapski, Marcia Thais. II1.
Uni ver si dade Estadual de Ponta G ossa.
Mestrado em Qdontologia. V. T.

CDD: 617.6




MARCELLA GOETZ MORO

AVALIACAO DOS EFEITOS GASTRICO E RENAL DE ANTI-
INFLAMATORIO SELETIVO E NAO SELETIVO PARA COX-2 EM RATOS
SUBMETIDOS A BAIXA DOSE DE ACIDO ACETILSALICILICO

Dissertacdao apresentada para obtencao do titulo de Mestre na Universidade
. Estadual de Ponta Grossa, no curso de Mestrado em Odontologia — Area de
concentracao em Clinica Integrada.

Ponta Grossa, 17 de Dezembro de 2015.

Profa. Dra. Fabiana Postiglione Mansani
Universidade Estadual de Ponta Grossa

f ] / e o _
h/"x'( r/a.( { (o ti & (L~['\ /L‘;/“’ﬁ
/" /Prof. Dr. José Fabiano Costa Justus
v/ Faculdades Ponta Grossa

-



AGRADECIMENTOS

A Deus, pois sem Ele nada é possivel.

A minha familia, pelo incentivo e apoio dado durante esta trajetoria,
fazendo com que o caminho percorrido tenha se tornado mais facil.

Ao meu orientador Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco, o qual foi de
fundamental importancia para que esse trabalho existisse. Agradeco a sua
atencdo e disposicdo em tempo integral, além da transmissdo de todo o
conhecimento e experiéncia.

A minha co-orientadora Profa. Dra. Marcia Thais Pochapski, por toda a
orientacdo dada.

Ao Prof. Dr. Sinvaldo Baglie, por toda a ajuda e disponibilidade no
decorrer da pesquisa.

Ao meu namorado Gustavo Rezende Trevizoli, pelo apoio e incentivo em
cada passo dado, além de toda a paciéncia por ele concedida em diferentes
momentos.

A Paula Katherine Vargas Sanchez, pela amizade e companheirismo
durante o desenvolvimento e execucéo desse trabalho.

As meninas do grupo de pesquisa, por toda a ajuda, disposicdo e

incentivo dado durante a pesquisa.



DADOS CURRICULARES

NASCIMENTO 23.08.1991

FILIACAO

2009 - 2013

2014 - 2016

Marcella Goetz Moro

PONTA GROSSA — PARANA — BRASIL

Nestor Silva Moro
Evelise Goetz Moro

Curso de Graduacdo em Odontologia,
Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). Ponta Grossa — Brasil.

Curso de Poés-graduacdo em Odontologia,
Universidade Estadual de Ponta Grossa -
UEPG, nivel de Mestrado em Odontologia —
Area de Concentracdo em Clinica Integrada.



RESUMO

Com o aumento mundial do consumo da baixa dose de aspirina (BDA) para
prevencao de doengas cardiovasculares, torna-se cada vez mais frequente o
atendimento odontologico de pacientes usuarios crénicos desta terapéutica que
necessitam de medicacdo anti-inflamatéria complementar de forma aguda.
Considerando que a literatura € escassa em trabalhos que avaliem esta
interacdo, o objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos gastricos e
renais que a interacdo da BDA com um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE)
(Ibuprofeno) e um coxibe (Etoricoxibe) pode ocasionar. Para isso, ratos Wistar
machos foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8 animais/grupo) e
submetidos ao uso prolongado (42 dias) de BDA e posterior interacdo com
AINE seletivo e ndo seletivo para COX-2 durante 3 dias pelo método da
gavagem (Grupos: 1-Carboximetilcelulose — CMC; 2-BDA; 3-BDA+Ibuprofeno;
4-lbuprofeno; 5-BDA+Etoricoxibe; 6-Etoricoxibe). Apds periodo experimental,
foram realizadas avaliacbes de lesdo géastrica e renal (macroscopia) e
quantificacdo sérica de creatinina (funcéo renal). Embora os resultados tenham
demonstrado que os grupos Ibuprofeno, BDA+Ibuprofeno e BDA+Etoricoxibe
apresentaram lesdo gastrica estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
CMC (ANOVA, Tukey, p<0,05), ao serem comparados entre si, observou-se
uma maior extensdo desta lesdo para 0S grupos em que ocorreu a interacao
com BDA. No sistema renal, nenhum farmaco/interacdo provocou alteracédo
significativa (p>0,05). Conclui-se que as maiores porcentagens de leséo
gastrica foram observadas quando do uso prolongado da BDA em associacao
com um AINE nao seletivo e com um coxibe. Por outro lado, nenhum grupo foi
capaz de provocar alteracéo significativa sobre o tecido e funcéo renal.

Palavras-chave: Anti-Inflamatdrios ndo Esteroides: Acido Acetilsalicilico;
Gastrite; Rim; Ratos.



ABSTRACT

The worldwide increase in consumption of low-dose aspirin (LDA) for preventing
cardiovascular diseases has raised the frequency of patients seeking dental
treatment who are chronic users of such an approach and require
complementary acute anti-inflammatory medication. Considering the lack of
literature evaluating this interaction, this study aims to analyze the possibility of
gastric and renal effects caused by the use, in conjunction, of LDA, a
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) that is Ibuprofen, and a coxib
(Etoricoxib). Male Wistar rats were divided into 6 experimental groups (n=8
animals/group) and submitted to prolonged (42 days) use of LDA and posterior
interaction with COX-2-selective or non-selective NSAIDs during 3 days by
gavage (groups: 1-Carboxymethyl cellulose — CMC; 2-LDA; 3-LDA+Ibuprofen;
4-lbuprofen; 5-LDA+Etoricoxib; 6-Etoricoxib). After the experimental period,
analyses of gastric and renal damage (macroscopy) and quantification of serum
creatinine (renal function) were done. Although the results have demonstrated
that the Ibuprofen, LDA+Ibuprofen, and LDA+Etoricoxib groups presented
statistically significant gastric damage in relation to the CMC group (ANOVA,
Tukey, p<0.05), when compared among one another, there was a visible
increased extension of the lesion in the groups that interacted with LDA.
Concerning the renal system, no drug/interaction has provoked any significant
alteration (p>0.05). It is concluded that the biggest percentages of gastric lesion
were observed as stemming from the prolonged use of LDA in association with
a non-selective NSAID, and with a coxib. Alternatively, no group was capable of
provoking significant alteration upon renal function and tissue.

Key-words: Anti-inflammatory Agents, Non-Steroidal; Aspirin; Gastritis; Kidney;
Rats.
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1 INTRODUCAO

Na Odontologia, o atendimento de pacientes usuarios crénicos de baixa
dose de aspirina (BDA) tem aumentado consideravelmente em decorréncia de
sua grande eficacia na prevencédo de eventos cardiovasculares, uma vez que a
mesma atua inibindo a agregacao plaquetéaria por meio do bloqueio da isoforma
da enzima ciclooxigenase (COX), denominada de COX-1 (Shiotani et al.!
2010). Neste sentido, tem se tornado cada vez mais frequente a prescricdo de
uma medicacao anti-inflamatoria, por um curto periodo de tempo, em razédo de
um procedimento cirargico ou uma condi¢do patolégica para um paciente ja
submetido ao uso de BDA (Kwiecien et al.? 2015).

Como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) tém seu mecanismo
de acao baseado no bloqueio competitivo da COX, podem ser classificados em
AINEs nao seletivos, que vao atuar sobre COX-1 e COX-2 (ex. Ibuprofeno), ou
entdo em coxibes, grupo altamente seletivo para isoforma COX-2 (ex.
Etoricoxibe) (Dubois et al.® 2004).

A COX-1, caracterizada como constitutiva, € responsavel pela
homeostasia dos 6rgdos e tecidos, tendo importante papel na mucosa gastrica
por meio do aumento da producdo de muco e inibicdo da secrecdo de acidos
(Takeeda et al.* 2004), além da sua atuacdo no sistema renal, assegurando a
manutencdo de adequado fluxo sanguineo (Batlouni® 2010). Por outro lado, a
COX-2, considerada principalmente patoldgica, € expressa, em menor
proporcao, de forma constitutiva em alguns 6rgédos, como no sistema renal, por
exemplo, onde é responsavel por manter uma adequada taxa de filtracdo
glomerular, além de controlar a pressdo sanguinea por meio da modulacao
fisioldgica do tonus vascular e equilibrio hidrico dos rins (Wang et al.® 2014).
Além disso, na mucosa gastrica, promove a cicatrizagcdo de injurias na
presenca de inflamac&o prévia (Takeeda et al.* 2004).

Assim, estudos afirmam que, ao ser feita a inibicdo dessas isoformas
pelo uso de AINEs, seletivos ou ndo para COX-2, estes podem vir a ser

responsaveis pela formagdo de injarias gastricas leves. Porém, ao fazer a
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associacdo dos mesmos, a leséo é intensificada, constatando assim que, para
ocorréncia de uma alteragdo significativa, € necessaria ndo somente a inibicao
de COX-1, mas também a de COX-2 (Amer et al.” 2010, Zinkievich et al.?
2010). Em relacao a funcao renal, o uso de diferentes AINES, isolados ou em
combinacdo, pode ser responsavel por desencadear alteracées renais, como
fibrose e necrose, aumento dos niveis de creatinina sérica, além da retencao
de sédio e agua (Inal et al.’ 2014, Ungprasert et al.'® 2015, Wallace et al.*
2000).

Na atualidade, embora existam trabalhos que relatem as consequéncias
gastricas e renais do uso isolado ou da interacdo entre AINEs seletivos e/ou
nao seletivos para COX-2, ndo ha nenhum estudo na literatura que avalie o
efeito do uso agudo destes medicamentos quando do uso crénico da BDA.

Deste modo, na busca de uma terapéutica clinica mais segura, esse
trabalho teve como objetivo quantificar as lesdes macroscopicas gastricas e
renais, além de avaliar a funcédo dos rins por meio da dosagem de creatinina
sérica na ocorréncia da interacdo de BDA com um AINE ndo seletivo

(Ibuprofeno) e com um coxibe (Etoricoxibe).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CICLOOXIGENASE

A enzima ciclooxigenase (COX), identificada h& mais de 30 anos,
recebeu esse nome devido ao seu mecanismo de acdo estar baseado na
formacdo de peroxidos biciclicos (endoperoxidos) provenientes da oxigenacéo
de Aacidos graxos polinsaturados (Vane®? 1971, Marnett et al.®® 1999). No
entanto, antes mesmo de sua descoberta, as prostaglandinas (PGs) ja haviam
sido estudadas, a partir de 1930, por meio de observacfes de sémen fresco,
até entdo responsavel pela contracdo ritmica do miométrio humano, além de
apresentar propriedades vasodepressoras. Porém, devido a sua instabilidade e
baixas concentracfes, apenas em 1960 ficou documentado que as PGs sao
produtos de acidos graxos livres provenientes do acido araquiddnico presente
em todas as membranas celulares (Vane®® 1971, Marnett et al.”® 1999). Por
fim, com a realizacdo de um isolamento e caracterizacdo de intermediarios
biologicamente ativos da PG (PGG, e PGH;), além de suas formas
especializadas, Bergstrom, Samuelsson e Vane identificaram o seu mecanismo
de biossintese e foram condecorados com o Prémio Nobel de biologia e
medicina em 1982 (Miller'* 2006).

O acido araquidonico € um acido graxo de 20 carbonos presente na
bicamada de fosfolipidios de membrana das células do organismo sob a forma
de araquidonato e, devido a diferentes estimulos, como quimico, inflamatério,
traumatico, mitogénico, sofre acdo da enzima fosfolipase A, (PLA;). Assim,
com a liberagdo do mesmo, ocorre sua conversdo por meio da prostaglandina
G/H sintase citosolica, denominada de ciclooxigenase (COX), em PGG; e
PGH, (Patrono e Baigent™ 2009). Essa prostaglandina G/H sintase apresenta o
sitio ciclooxigenase e sitio peroxidase como sitios cataliticos. O primeiro sitio
converte o acido araquidénico em PGG,, a qual sofre acdo da enzima
peroxidase e é reduzida ao intermediario instavel, a prostaglandina H, (PGHy),

responsavel direta pela formacdo das diferentes formas de prostandides por
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meio da sua conversao pelas isomerases tissulares especificas (Figura 1)
(Rimon et al.*® 2010, Kirkby et al.}” 2013, Kummer e Coelho™® 2002, Patrignani
e Patrono™ 2015).

Os prostandides pertencem a uma familia de lipidios bioativos e
encontram-se no grupo dos eicosanoides juntamente com os leucotrienos
provenientes da via lipooxigenase, a qual tem extrema importancia nos casos
de hipersensibilidade, alergia e inflamacdo (Miller** 2006). Os prostandides
consistem em quatro tipos de prostaglandinas (PGs) e um de tromboxano (TX):
PGE,, PGD,, PGF,,, PGI, (prostaciclina) e TXA,. As primeiras sdo moléculas
formadas por uma estrutura basica de &cido prostandico constituido por um
anel de ciclopentano e duas cadeias de carbono; por outro lado, o tromboxano
contém dois atomos de oxigénio em uma estrutura de anel (Figura 1)
(Patrignani e Patrono®® 2015, Kawahara et al.*° 2015, Aldrovandi et al.?* 2013).

Esses prostandides interagem com receptores especificos da
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G nas membranas celulares.
Neste sentido, conforme o tecido e o tipo celular envolvido no processo, esses
mediadores terdo uma diferente atuacdo no organismo. Como por exemplo, a
PGF,q, sintetizada a partir da PGE,, aumenta a vasoconstricdo, a
broncoconstricdo e a contracdo da musculatura lisa, enquanto a PGD; ira
promover vasodilatacdo e estimulacdo de nociceptores. A prostaciclina
produzida pelas células endoteliais terd& como funcdo inibir a agregacao
plaguetaria e promover vasodilatagéo arterial Por fim, o TXA; produzido pelas
plaguetas tera efeito vasoconstritor e estimulador da agregagcdo plaquetaria
(Patrignani e Patrono® 2015, Camargo et al.?? 2007).
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Figura 1. Biossintese de prostandides a partir do acido araquidénico (Kawahara et al.* 2015,

Nos dias atuais, admite-se a existéncia de diferentes isoformas para

COX, cada uma com suas funcdes especificas, sendo COX-1 e COX-2 as mais
caracterizadas (Akyazi et al.?® 2013, Palkar et al.?* 2014).

A COX-1, expressa principalmente na forma constitutiva ou fisioldgica, €

encontrada na maioria dos tecidos normais e, consequentemente, responsavel
pela producdo de prostandides cujo objetivo € manter as funcdes fisiologicas
normais, além da hemostasia e integridade dos tecidos (Kirkby et al.}’ 2013,
Troxler et al.>® 2007, Lim et al.?® 2013). Ou seja, deve manter a taxa basal de

biossintese de prostandides no corpo e, se necessario, proporcionar um rapido
aumento, mas de curta duracao (Patrignani e Patrono®® 2015).

Dessa forma, sdo responsaveis pela regulacdo dos processos celulares
normais, atuando na citoprotecdo gastrica, com a producdo de muco protetor

gastrico e inibicdo da secrecdo gastrica, além de manterem a homeostase
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vascular e renal, e induzir a agregacdo plaquetaria (Shiotani et al." 2010,
Kummer e Coelho'® 2002). Na presenca de um quadro inflamatério, sua
atividade permanece inalterada ou pode vir a ter um aumento discreto de 2 a 4
vezes (Dubois et al.® 2004, Kummer e Coelho'® 2002, FitzGerald e Patrono?’
2001).

Em contrapartida e de forma interessante, estudos recentes afirmam que
prostandides provenientes da COX-1 podem também participar do proceso
inflamatorio em sua fase aguda, tendo seu papel na fase inicial ou precoce da
mesma (Chen et al.”® 2013, Smyth et al.”® 2009, Peskar et al.*® 2001, Harris e
Breyer®! 2001, Rouzer et al.*? 2004, Chen et al.** 2008).

Por outro lado, a COX-2, considerada inicialmente patoldgica ou
induzida devido a sua producdo ser consideravelmente aumentada
aproximadamente 20 vezes na presenca de estimulos inflamatérios ou trauma
tissular, é responsavel pela producdo de prostandéides que controlam as
respostas relacionadas a dor (sensibilizacdo de nociceptores) e inflamacéao
(eventos celulares e vasculares) (Kirkby et al.*” 2013). Assim, participam da
ativacdo de mastdcitos, macréfagos e células endoteliais (Brune e Hinz**
2004). Apesar disso, atualmente sabe-se que ela é encontrada
constitutivamente em alguns tecidos, com a formacdo de prostandides
relacionados com a homeostase de diferentes 6rgédos e sistemas (Kummer e
Coelho®™ 2002, Akyazi et al.?® 2013, Cairns®® 2007, Barudzic et al.*® 2013,
Murtaza et al.*” 2014, Kovacs et al.*® 2014).

Essas isoformas sdo 60% homodlogas com peso molecular aproximado
de 70kD (quiloDaltons), estando as estruturas tridimensionais quase
sobreponiveis (Schonbeck et al.*® 1999). A COX-1 possui 576 aminoacidos e a
COX-2, 587 (Picot e Garavito® 1994, Kurumbail et al.** 1996). E, apesar do
fato de ambas metabolizarem a mesma cascata do acido araquiddnico,
apresentam uma sequéncia genética diferente (genes regulados por diferentes
sistemas independentes). Os genes da COX-1 e COX-2 estéo localizados nos

cromossomos 9 e 1, respectivamente (Brune e Hinz** 2004).
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Cada isoenzima é composta pelo dominio fator de crescimento
epidérmico (residuos 34 — 72), dominio de ligacdo a membrana (residuos 73 —
116), e dominio catalitico, formando a maior parte da proteina, o qual contém o
sitio ativo da COX e da peroxidase em ambos os lados do grupo prostético
heme (Rouzer e Marnett*? 2009). Os residuos altamente conservados Arg120 e
Tyr355 estao presentes em ambas as isoformas. No entanto, Phe503, His513 e
lle523 presentes na COX-1 sdo substituidos por Leu503 (menos volumoso),
Arg513 e Val523 na COX-2, respectivamente (Flower** 2003). Este ltimo sera
0 responsavel pela abertura do bolso lateral hidrofébico, fazendo com que o
sitio de ligacdo da COX-2 seja 25% maior que o da COX-1, e também
apresente um local de ligacdo secundario, fato esse que permite que agentes
bloqueiem especificamente a atividade da isoforma COX-2 utilizando

concentracdes com minimo efeito sobre COX-1 (Figura 2) (Lipsky™* 2000).

Cox1 COxX2
4 LouS03

4 Pnesos

- 5 Tyr385
5 Tyrass 3 Leu384 y
3 Leudss 2 Sors530
2 SorS30
1 Amgl120
6 K523 | 6 Vais23
7 His513
i 7 Arg513
8 Tyr3586

8 Tyr35%

1 Arg120

Figura 2. Estrutura e componentes das isoformas COX-1 e COX-2 (Flower* 2003)

Uma terceira isoforma, a COX-3, foi recentemente identificada. Porém,
diferentemente das outras isoformas responsaveis pela producdo de
prostandides pro-inflamatorios, essa seria responsavel por produzir substancias
anti-inflamatérias, explicando o porqué da ocorréncia de periodos de remisséo

em doencas inflamatérias cronicas (Willoughby et al.*> 2000).
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2.2 CICLOOXIGENASE E OS SISTEMAS GASTRICO E RENAL

As prostaglandinas produzidas pelas isoenzimas da COX (COX-1 e
COX-2) estao envolvidas em diferentes processos fisioldgicos e patolégicos no
organismo, destacando-se na manutengédo da homeostasia do estdbmago e rins
(Takeeda et al.* 2004, Hilario et al.*® 2006, Carvalho et al.*’ 2004).

2.2.1 Sistema Gastrico

No estbmago, as prostaglandinas citoprotetoras (PGl, e PGE))
provenientes da COX-1 (expressa de maneira constitutiva ha mucosa gastrica
normal) s&o responsaveis pela manutencdo da arquitetura glandular do
estdmago e diferentes funcdes fisiologicas (Takeeda et al.* 2004, Kummer e
Coelho®™ 2002). Dentre essas funcdes destacam-se: inibicdo da secrecdo de
acido; inibicdo da formacédo de AMP ciclico estimulado por histamina; reducéo
do volume de secrecédo, acidez e conteludo de pepsina; proliferacdo de células
epiteliais; estimulacéo da secrecdo de agua e eletrdlitos para o jejuno; inducao
da producdo de muco; aumento de fluxo sanguineo da mucosa por serem
vasodilatadoras; sintese de glutation e, dessa forma, aumento da capacidade
de eliminacédo de radicais livres; além do aumento da sintese de bicarbonato
(Takeeda et al.* 2004, Miller** 2006, Kummer e Coelho® 2002, Cairns®* 2007,
Hilario et al.*® 2006, Carvalho et al.*’ 2004, Cryer e Mahaffey*® 2014, Konturek
et al.*® 2005).

Em menor quantidade, podem, também, atuar no processo de defesa da
mucosa gastrica previamente inflamada (Takeeda et al.* 2004). Como essas
prostaglandinas ajudam a manter a integridade da mucosa do estdmago, além
de protegerem as células epiteliais, o blogueio ou inibicdo da COX-1 podera
desencadear Ulceras, lesdes gastrointestinais e outras complicagbes mais
graves, como hemorragia, perfuracdo e estenose (estreitamento anormal de

um vaso sanguineo) (Lim et al.?® 2013, Carvalho et al.*’ 2004, Filaretova et al.*®
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2011). Sangramentos podem ocorrer também devido a inibicdo da atividade
plaquetaria por meio do blogueio do TXA, (Kummer e Coelho®® 2002).

Ao contrario da COX-1, a maior expressdo de COX-2 se dard na
presenca de inflamacao, infec¢des, Ulceras gastricas ja formadas, ou algum
estimulo irritante local (Takeeda et al.* 2004). Dessa forma, as prostaglandinas
provenientes dessa isoforma terdo como finalidade principal garantir que seja
feita a defesa da mucosa em um estdbmago com alguma alteracdo, ou seja,
modular a resposta inflamatoria fazendo com que ocorra a cicatrizacdo de
lesBes gastricas ou infeccdo pré-existentes (Shafiq et al.>* 2005).

Portanto, pode-se afirmar que as mesmas participardo do processo de
manutencdo da integridade da mucosa gastrica por meio da secrecdo de
fluidos e cloretos pela mucosa, impedindo com que haja invasao de bactérias
na circulacdo sistémica, além da reducdo da secre¢cdo de acido, aumento da
secrecdo de bicarbonato e melhora no fluxo sanguineo (Takeeda et al.* 2004,
Yokota et al.>* 2007). Também fazem com que haja liberacdo de fatores de
crescimento na area de ulcera contribuindo assim para reparacdo da mucosa e
angiogénese (Konturek et al.*® 2005).

Dessa forma, € possivel concluir que ambas as isoformas sao de
extrema importancia na manutencdo da homeostasia do estbmago tanto em
condicBes fisiolégicas normais como patolégicas (Figura 3) (Takeeda et al.*
2004).

1 Secregao 1 Flu.xo i Prghfgrac;ao Imblg:ag + Fatores de
muco e sanguineo epitelial e aderéncia rampte
bicarbonato mucosa angiogénese leucteitos

Figura 3. Funcdes das isoformas COX-1 e COX-2 no sistema gastrico (Konturek et al.*® 2005,
adaptado)
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2.2.2 Sistema Renal

A COX-1, por ser uma isoenzima caracterizada como constituva, é
responsavel por manter as funcbes fisiolégicas dos rins, podendo ser
encontrada nos glomérulos (cdpsula de Bowman), na regido medular e cortical
dos ductos coletores e nas arteriolas aferentes e eferentes (Kummer e
Coelho®™ 2002, Nantel et al.>® 1999, DeMaria e Weir** 2003).

Os prostandides provenientes dessa isoforma promovem a dilatacdo da
vasculatura, diminuem a resisténcia vascular renal e aumentam a perfusao do
orgdo, assegurando assim um fluxo sanguineo adequado do cértex renal para
os néfrons na regido intramedular (Batlouni® 2010). Mais especificamente, a
PGE, antagoniza a acdo vasoconstritora da angiotensina Il, e a PGD, causa
depressao da liberacdo de norepinefrina. Além disso, a PGE; juntamente com
PGF,, possuem efeito diurético e natriurético e, assim como a PGl,,
antagonizam a acéo da vasopressina (Batlouni® 2010).

Adicionalmente, a COX-1 também ¢é responsavel por regular a
hemodinamica renal e a filtragéo glomerular (Moore et al.>> 2015).

A enzima COX-2, embora considerada inicialmente patologica, também
€ encontrada de forma constitutiva nos rins, estando concentrada
principalmente na por¢cdo medular e, em menor quantidade na cortical
(Ahmetaj-Shala et al.>® 2015). Esta predominantemente presente nas células
do musculo liso das arteriolas aferentes e eferentes, no endotélio (vasos retos
e capilares medulares) e artéria renal, nos fibroblastos intersticiais e em
poddcitos de rins sadios (Khan et al.>’ 2014). E também expressa no ramo
ascendente espesso da alca de Henle, além de ser comprovada sua existéncia
na macula densa, a qual € responsavel por mediar a interacéo entre a filtracao
glomerular e reabsorcédo proximal e também controlar os niveis de ions sodio e
potassio na luz do tubulo distal por meio do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Nantel et al.>®* 1999, Dubois et al.®® 1998, Hao et al.*® 2014,
Kaminska et al.?® 2014).
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A COX-2 é capaz de regular a pressdo sanguinea por meio da
modulacéo fisioldgica do tbnus vascular e equilibrio hidrico dos rins (Wang et
al.® 2014, Dubois et al.®® 1998, Gonzalez et al.** 2014). A PGE,, sintetizada
pelo epitélio tubular e células intersticiais, € expressa nos tubulos renais e
regula o transporte de cloro e sédio na alca de Henle, além de auxiliar no
transporte de agua e no fluxo sanguineo. A PGl,, que esté localizada no cortex
renal, controla a taxa de filtracdo glomerular e a secrecéo de renina (DeMaria e
Weir** 2003, Hao et al.>® 2014).

Entdo, diante de um quadro de hipovolemia e reducdo nos niveis de
sédio ocorre um aumento de COX-2 na regido cortical e diminuicdo da sua
expressao na regido medular o que faz com que o sistema renina-angiotensina-
aldosterona seja ativado. As células justaglomerulares da parede das arteriolas
aferentes secretam o horménio renina que ira contribuir para a formacédo de
angiotensina Il, a qual é responséavel pela vasoconstricdo da arteriola eferente
juntamente com a norepinefrina e vasopressina, garantindo que seja
aumentada a pressao hidrostatica intraglomerular. Também estimula a
liberacdo de aldosterona, a qual € um mineralocorticoide adrenal responsavel
por promover a reabsorcao de sodio; e, por fim, induz a liberacdo de ADH, que
aumenta a reabsorcdo de agua e ureia. Ao mesmo tempo, a angiotensina
provoca sintese de prostaglandinas renais vasodilatadoras (arteriola aferente)
que garantem o feedback tubuloglomerular reestabelendo a taxa de filtracdo
glomerular, e assegurando um fluxo sanguineo normal, de forma a proteger o
rim da deterioracéo funcional aguda (Figura 4) (Batlouni® 2010, Kummer e
Coelho®™® 2002, Lipsky* 2000, Dubois et al.®® 1998, Curiel e Katz®® 2013,
Lomas e Grauer® 2015).

O feedback tubuloglomerular ocorre em consequéncia da concentracao
de NaCl, identificada na regido de méacula densa nas células tubulares distais e
justaglomerulares localizadas predominantemente na parede das arteriolas
aferentes. Dessa forma, quando ocorre uma diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular (TFG), a concentracdo de NaCl também é reduzida sendo

necesséaria a vasodilatacdo da arteriola aferente para que a taxa de filtracao
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seja reestabelecida. Por outro lado, quando a TFG esta alta, a concentracao de
NaCl também esta, sendo necessaria a vasoconstricdo da arteriola aferente

para retornar aos niveis normais (Lomas e Grauer® 2015).

' —{Mglotmslnogenlol
Renina
I Angiotensina | I
ECA
Angiotensina | 1 PGs vasodilatadoras |
| Vasoconstriggo | [ Aldesterona | [ ADH | [Feedback tubuloglomerular

Figura 4. Esquema representativo da ativacdo e funcionamento do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (Gomez e Sequeira Lopez64 2009, adaptado)

Sendo assim, no rim, ambas as isoformas da COX irdo desempenhar
importantes papéis, cada uma com suas funcdes e localizagbes especificas
(Hao et al.*® 2014, Kaminska et al.?® 2014).

2.3 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS — INTERACOES

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) representam o grupo
farmacol6gico mais prescrito em todo o mundo, chegando a serem usados
diariamente por mais de 30 milhdes de pacientes (Hunt e Bazzoli®® 2004,
Gargallo et al.®® 2014). Seu alto consumo é consequéncia de sua eficacia,
baixo potencial de abuso e longa histéria de uso clinico (Brune e Patrignani®’
2015).

E sabido que a dor representa o maior problema publico de satde no
mundo e, uma dor aguda nao tratada pode vir a trazer consequéncias

deletérias para a saude e acabar se transformando em dor cronica, a qual afeta
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aproximadamente 27% da populacdo europeia e mais de 100 milhées nos
EUA. Sendo assim, os AINEs sdo os responsaveis por controlar a dor, febre e
inflamacdo (Moore et al.>® 2015, Brune e Patrignani®” 2015, Dallob et al.®®
2003). Mais especificamente, podem ser usados para o alivio de dor cronica
musculoesquelética ou doencas inflamatérias como artrite reumatoite e
osteoartrite. Também podem ser usados para dores agudas, como dor de
cabeca, de dente, nas costas, colicas menstruais e dores musculares, além de
resfriado comum (Moore et al.>® 2015).

O primeiro medicamento desse grupo foi descoberto ha mais de 100
anos (&cido acetilsalicilico), porém, apenas tempos depois, com o0 uso de
modelos animais que induziam dor e inflamacéo, foram descobertos novos
medicamentos como ibuprofeno e diclofenaco (Brune e Patrignani®’ 2015). Na
década de 1940, ocorreu a introducdo de fenilbutazona, aparecendo o0s
fenamatos em 1950, e a indometacina em 1960. Mais tarde, apareceram 0s
propionatos (1970) e os oxicams (1980) (Flower*® 2003).

O mecanismo de acado dos AINEs baseia-se na inibicdo competitiva da
enzima ciclooxigenase (COX), a qual estara relacionada com a formacédo de
prostandides. Dessa forma, seu perfil de seguranca esta relacionado com as
suas acdes em COX-1 e COX-2 (Amer et al.” 2010).

Sabe-se que todos os AINEs inibem a isoforma COX-2 e acabam por
inibir a COX-1 em diferentes graus equivalendo a um efeito secundario. Assim,
esses farmacos podem ser classificados em néo seletivos que inibem ambas
as isoformas da COX (ex. Ibuprofeno), e os “coxibes”, grupo de inibidores
altamente seletivos da COX-2 (ex. Etoricoxibe) (Dubois et al.® 2004, Cairns®
2007).

Os AINEs nao seletivos podem vir a provocar injarias, Ulceras,
perfuracbes e sangramentos na mucosa gastrica pelo fato de atuarem de
maneira expressiva sobre a isoforma COX-1, a qual € responsavel por manter
a homeostasia de varios 6rgéos e sistemas no organismo (Kwiecien et al.?

2015). Neste sentido, pacientes que fazem uso de AINEs apresentam maior
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risco (3 a 5 vezes) de desenvolver Ulcera gastrica e hemorragia em
comparaGado aos nao-usuarios (Filaretova et al.>® 2011).

Para evitar esses efeitos deletérios ao organismo, nas décadas de 1990
e 2000, surgiram os inibidores seletivos da COX-2 (Flower*® 2003, Brune e
Patrignani®’ 2015). Inicialmente, acreditava-se que eles tinham o mesmo efeito
anti-inflamatoério e analgésico, porém, nao provocavam injldria géstrica. No
entanto, por bloquearem prostaciclinas (PGl,;) provenientes da COX-2,
responsaveis pela vasodilatacdo e inibicho da agregacdo plaquetaria,
contrapondo o tromboxano proveniente da COX-1, seu uso pode provocar
sérios problemas cardiovasculares, como infarto do miocardio e acidente
vascular cerebral (Dallob et al.®® 2003, Nagi et al.®® 2015).

Em 2004 e 2005, devido ao aumento do risco de eventos tromboticos
aos pacientes, rofecoxibe e valdecoxibe, famosos inibidores da COX-2, foram
retirados do mercado, respectivamente. Hoje, ap0s muitas pesquisas, sabe-se
gue tanto os AINEs nao seletivos, quanto os coxibes podem aumentar o risco
cardiovascular, porém, esse ird variar de acordo com o0 medicamento
(seletividade) e dose usados (Gargallo et al.°®® 2014, Brune e Patrignani®’ 2015,
Bhala et al.”® 2013, McGettigan e Henry* 2006, Grosser et al.”> 20086,
Patrignani et al.”* 2011).

Apesar de sua grande eficacia clinica, em virtude de seu mecanismo de
acao, o uso de diferentes AINESs, seletivos ou nédo, pode estar associado a
importantes efeitos colaterais, tais como lesdes gastricas e renais. Além disso,
a associacdo dos mesmos pode vir a potencializar os efeitos deletérios
provocados ao organismo (Amer et al.” 2010).

Em estudo clinico desenvolvido por Laine e colaboradores, o uso cronico
de AINEs seletivos ou néao seletivos para COX-2 foi capaz de desencadear
injuria géstrica significativa (Laine et al.”* 2003). Além disso, em estudo
realizado por Wallace e colaboradores, o uso isolado, em dose Unica, de um
AINE néo seletivo e de um coxibe provocou dano gastrico leve em ratos,
porém, ao fazer a administracdo concomitante dos mesmos, acabaram

provocando lesdes hemorragicas (Wallace et al.'* 2000). Esse mesmo
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resultado foi encontrado em estudo anterior, onde se afirma que os efeitos
gastricos ndo sdo desencadeados apenas pela inibicdo da COX-1, mas
requerem também a inibicdo de COX-2 (Zinkievich et al.® 2010).

Em relacdo ao sistema renal, por meio de estudos realizados em
modelos animais, autores relataram que tanto o uso, por um periodo
prolongado, de AINEs ndo seletivos como o de coxibes pode ser responsavel
pelo desenvolvimento fibrose renal, necrose e dilatacdo tubular, além de
retencdo de sodio e agua provocando aumento da pressdo sanguinea (Inal et
al.? 2014, Cairns®*® 2007, Kockaya et al.”® 2010). Ahmetaj-Shala e
colaboradores, obseravaram, em estudo clinico, que o uso de um AINE nao
seletivo ou de um coxibe por um periodo de 7 dias foi responsavel por
promover um aumento na creatinina sérica como consequéncia do bloqueio da
isoforma COX-2 (Ahmetaj-Shala et al.>® 2015). Em acréscimo, em uma meta-
analise realizada recentemente, foi constatado que pacientes que fazem uso de
AINEs apresentam maior risco de desenvolver alguma alteracdo renal
(Ungprasert et al.*? 2015).

Dessa forma, a escolha de um farmaco deve ser feita baseada no perfil
do paciente e a mesma deve ser usada na menor dose efetiva possivel e pelo
menor periodo de tempo para que os riscos adversos sejam reduzidos (Brune e
Patrignani®’ 2015).

2.4  ACIDO ACETILSALICILICO

O acido acetilsalicilico provém da Salix alba (salgueiro). A salicina obtida
pela planta sofre hidrélise e, consequentemente, é oxidada formando o acido
salicilico. Esse acido pode sofrer acdo do éster de carbonila sendo formado o
salicilato de metila, ou do éster de hidroxila, dando origem ao &cido
acetilsalicilico. Sua primeira sintese ocorreu em 1853, porém sua introducdo no

comércio deu-se apenas em 1897 (Figura 5) (Steinhubl”® 2011).



28

= OH ™~ OH S

hidrolise

OH
+ glicose doch
oxidagao

glicose OH OH

@)

Acido salicilico

o)
< (O° Salicilato de metila
OH ¢ oW
U\\\'-"o OH
& o
OH 4. c
/(-,. fo’
0, OH | )
A Acido acetilsalicilico
O CH3
0

Figura 5. Acetilacdo do acido salicilico para acido acetilsalicilico (o autor)

O &cido acetilsalicilico, usado inicialmente para combater a dor e
controlar a febre, teve sua atividade anti-inflamatdria identificada apenas nos
séculos seguintes. Com 0 seu uso, comecou-se a observar sua relacdo com
quadros de sangramento anormal, sendo considerado um anti-plaquetario em
1966. Porém, apenas em 1971, o pesquisador John Vane estabeleceu seu
verdadeiro mecanismo de acdo, o qual ocorre por meio da inibicdo da COX
(Steinhubl”® 2011).

Assim, é considerado hoje um anti-inflamatoério ndo-esteroidal com efeito
anti-inflamatorio, analgésico, antipirético e anti-agregante plaquetario de baixo
custo e com ampla disponibilidade no mercado (Akyazi et al.?® 2013, Barudzic
et al.**2013, Akagi et al.”” 2011, Roth et al.”® 2014). Estes efeitos sdo definidos
de acordo com a dose e tempo utilizados. A modulagcdo da resposta
inflamatoria e o alivio da dor ocorrem com altas doses (500 mg a cada 4 a 8
horas) por um curto periodo de tempo (3 dias). Ja seu efeito anti-agregante é
obtido com o uso de baixas doses (75 a 325 mg por dia) por um periodo mais
prolongado (Cryer e Mahaffey*® 2014, Akinwusi et al.”® 2013).

O uso do acido acetilsalicilico em baixa dose é recomendado como

medida de prevencdo priméria em pacientes com alto risco de desenvolver
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doenca cardiovascular (DCV), nos casos onde o beneficio do uso supera o
risco. Além disso, h4 forte evidéncia de que o mesmo é benéfico para a
prevencdo secundaria de eventos cardiovasculares, ou seja, prevencdo dos
sinais ou sintomas evidentes ap0s 0 processo de doenca ja ter iniciado (Wang
et al.® 2014, Akagi et al.”’ 2011, Hissett et al.?° 2014). Dessa forma, seu uso é
amplamente empregado no tratamento de sindromes coronéarias agudas,
profilaxia de pacientes submetidos a angioplastia percutdanea ou enxerto
vascular, e na prevencdo em longo prazo de eventos cardiovasculares (Wang
et al.®2014, Lin et al.?* 2013).

Quanto a sua farmacocinética, parte do &cido acetilsalicilico chega a
atingir a circulacdo sistémica sob a forma de acido salicilico em virtude da
hidrolise pelas esterases da mucosa gastrointestinal e do figado, ja o restante &
absorvido por solucdo acida no estbmago, embora seu principal local de
absorcao seja no intestino delgado por meio da difusdo passiva de sua forma
ndo-ionizada (Murtaza et al.*” 2014). Sua metabolizacdo é hepética, dando
origem a varios metabdlitos inativos (Murtaza et al.*’ 2014).

E degradado em &cido acético + &cido salicilico e seu tempo de meia-
vida no plasma é cerca de 15 minutos, valor esse que aumenta conforme o
aumento da dose de salicilato. Dessa forma, sua eliminacdo, essencialmente
renal, depende da dose, uma vez que 0 metabolismo é limitado pela
capacidade das enzimas. A excrecdo total do acido salicilico ndo aumenta
proporcionalmente com a dose, mas a excrecdo de acido salicilico néo

7

metabolizado é aumentada com doses mais elevadas. Sendo assim, sua
excrecdo € variavel e depende da dose e do pH urinario (Patrignani et al.®?
2014).

Seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da atividade da
ciclooxigenase (COX) (Cairns® 2007). O acido acetilsalicilico liga-se de forma
covalente e irreversivel as enzimas COX-1 e COX-2, inibindo as mesmas por
acetilacdo da serina 530 e serina 516 em seus respectivos sitios ativos.
Entretanto, possui uma inibicdo 170 vezes mais potente sobre COX-1, em

comparacao com a COX-2. Dessa forma, afeta principalmente a via de TXA;
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que é a principal via de ativacdo de plaquetas, induzindo defeitos funcionais

duradouros das mesmas (Wang et al.® 2014, Kovacs et al.*® 2014, Vaucher et

al.23 2014). Como essas células néo apresentam nucleo, ficam impedidas de

sintetizar novamente a COX-1, sendo mantida a cessacao da sintese de TXA;

durante toda a vida da plaqueta, que varia de 7 a 10 dias (efeito anti-
trombético) (Figura 6) (Cairns®® 2007, Murtaza et al.>” 2014, Akagi et al.”” 2011).
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Figura 6. Acetilacdo da COX-1 na posicéo serina 530 (o autor)

Desta forma, pode-se afirmar que a funcdo protetora cardiovascular do

acido acetilsalicilico baseia-se na sua capacidade de inibir a agregacdo de

plaguetas, evitando consequentemente a formacdo de tampéo plaquetario nos

vasos ateroscleréticos (Marcucci et al.** 2014).
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3 PROPOSICAO

3.1 PROPOSICAO GERAL

Avaliar lesdo gastrica e lesédo e funcao renal consequentes da interacéo
de anti-inflamatério seletivo e ndo seletivo para COX-2 com o uso prolongado

de baixa dose de acido acetilsalicilico em ratos.

3.2 PROPOSICAO ESPECIFICA

e Avaliacdo da morfologia (presenca de alteracbes macroscopicas)
gastrica;
e Avaliacdo da morfologia (presenca de alteracbes macroscopicas) renal;

e Avaliacéo da funcéo renal (quantificacéo de creatinina).
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4 MATERIAIS E METODO

Esta pesquisa segue as instrucdes da Arrive Guidelines de estudos
envolvendo animais (Kilkenny et al.®>2011) e foi aprovada por meio do parecer
n° 040/2014 pela Comiss&o de Etica do uso animal da Universidade Estadual
de Ponta Grossa — CEUA — UEPG, (protocolo UEPG n° 16856/2014 — proceso
CEUA n° 040/2014) (Anexo A).

4.1 PLANEJAMENTO ESTATISTICO (CALCULO AMOSTRAL)

A determinacdo do numero de animais foi baseada na analise
(média/desvio padrdo) de dados do projeto piloto realizado. Neste sentido,
assumindo um tamanho de efeito alto (d de Cohen) de 1.5, com um poder
estatistico de 80% e um nivel de significancia de 5% (Software GPower 3.1),

obtivemos um “n” amostral minimo de 8 animais/grupo.
4.2  ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar, machos),
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(Ponta Grossa/ Parana — Brasil), com idade de aproximadamente 10 semanas
e peso entre 250 e 280 g. A manipulacdo dos animais seguiu as diretrizes do
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e a lei
11794, de 8 de outubro de 2008.

4.3 FARMACOS UTILIZADOS NO ESTUDO
Acido acetilsalicilico >99% cristalino (Sigma-Aldrich — S&o Paulo, SP,

Brasil); Ibuprofeno (Fagron — Séo Paulo, SP, Brasil); Etoricoxibe (Frosst Ibérica

S.A. — Madrid, Espanha). Todos os medicamentos foram diluidos em agua
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destilada com carboximetilcelulose de sodio (0,5%) (Galena Quimica e

Farmacéutica Ltda. — Campinas, SP, Brasil).

4.4 DIVISAO DOS GRUPOS, ADMINISTRACAO DOS TRATAMENTOS
E MANUTENGAO DOS ANIMAIS

Os 48 animais foram randomizados e divididos em seis grupos

experimentais com 8 animais/ cada, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Divisdo dos grupos de pesquisa de acordo com as solucdes e terapias utilizadas

BDA AINE Dose Referéncias
CMC - -
BDA + - 6,75 mg/kg/dia (Akyazi et al.® 2013, Ghosh et al.?® 2011)
BDA+Ibu + Ibuprofeno 6,75 mg/kg/dia+40 mg/kg/dia
P ga ) gre (Liu et al.¥ 2014, Ozturk Bilgin et al.®* 2013)
Ibu - Ibuprofeno 40 mg/kg/dia
BDA+Eto + Etoricoxibe 6,75 mg/kg/dia+10 mg/kg/dia (Baracho et al.?* 2009, Bressan e Tonussi® 2008,
o , Dhull et al.** 2012, Fornai et al.** 2014, Fracon et al.”
Eto - Etoricoxibe 10mg/kg/dia

2010, Maheshwari et al.* 2011, Mendes et al.* 2014)

Durante o periodo experimental os animais ficaram mantidos em caixas
(4 ratos/ cada) forradas com maravalha no biotério da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, e receberam racdo balanceada e &agua ad libitum. A
temperatura da sala foi mantida a 22°C, sob ciclo de iluminacéo claro/escuro de
12/12 horas.

Para simular o uso prolongado de baixa dose de acido acetilsalicilico,
esse foi usado durante 45 dias de acordo com a metodologia (Basselin et al.®
2011, Renna et al.’” 2009, Smith et al.®® 2002), por meio da administracdo
intragastrica pelo método de gavagem, sendo feita sua diluicdo em solucéo de
carboximetilcelulose de sodio 0,5% (CMC). A dose administrada foi de 6,75
mg/kg, a qual corresponde a 75 mg em humanos (Akyazi et al.?® 2013, Ghosh
et al.¥2011).

A partir do 43° dia, foi iniciado o uso de AINE, o qual foi mantido por 3
dias. Apds o terceiro dia, os animais foram sacrificados para realizacdo das

avaliacOes. Dessa forma, foi possivel simular o uso dos AINEs para o controle
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da inflamacdo aguda. A administracdo de acido acetilsalicilico foi mantida
durante o uso de AINE, garantindo a avaliagdo da associacao farmacolédgica
(Figura 7).

Com o objetivo de avaliar o efeito isolado dos AINEs, um grupo recebeu
administragao de Ibuprofeno, e outro, Etoricoxibe sem o uso concomitante de
qualquer outro farmaco durante trés dias. O grupo CMC recebeu apenas 1 mL
de solucédo aquosa de carboximetilcelulose de sédio 0,5% durante os 45 dias,
enquanto o grupo BDA recebeu apenas solucdo de acido acetilsalicilico pelo
mesmo periodo de tempo.

A administracdo intragastrica pelo método da gavagem foi realizada
todos os dias no periodo da manhd e, nos grupos que receberam
administracdo de BDA com um AINE especifico, o intervalo de tempo de
administragao foi de duas horas, iniciando com a BDA e depois o uso de AINE
a fim de evitar uma possivel inibicdo competitiva enzimatica provocada por
este, assegurando o efeito antiplaquetario do acido acetilsalicilico (Akagi et al.”’
2011).

Para realizacdo da coleta de sangue, 0os animais receberam, via injecao
intraperitoneal (IP), uma solucdo contendo anestésico quetamina 10% (90
mg/kg) e relaxante muscular xilasina 2% (10 mg/kg). Por fim, para realizacéo
do sacrificio, este foi feito por meio do método da sobredosagem anestésica
utilizando o dobro da dose inicial segundo as recomendac¢des do Canadian
Council on Animal Care (CCAC).

Todos os parametros foram testados previamente por meio de um

projeto piloto.

45 dias

BDA —r
6,75 mg/kg/dia 3 dias

lbuprofeno_.\ l Etoricoxibe

Figura 7. Representacéo do estudo (o autor)
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4.5 AVALIACAO DOS DANOS GASTRICOS

4.5.1 Avaliacdo macroscoépica

Apébs o sacrificio, os estbmagos foram isolados, cortados ao longo eixo
da sua curvatura maior objetivando expor a mucosa gastrica, a qual foi lavada
com solucdo salina a 0,9%. Para registrar e investigar o grau de lesdo da
mucosa, as pecas foram fotografadas com uma camera digital (Nikon D5300).
A avaliagdo macroscopica foi feita com o auxilio do programa digital Image J. A
area de lesdo encontrada (em mm?2) foi expressa como uma porcentagem da
area total do estbmago (em mm?2), seguindo a metodologia utilizada por Shin et
al (2013) e Andrade et al (2006) (Figura 8) (Shin et al.®® 2013, Andrade et al.’®
2006, Ribeiro et al.*** 2013).

Figura 8. a) Mensuracdo da area total do estbmago, em mmz? e; b) Mensuracdo da area da
lesé@o encontrada, em mm?2

4.6 AVALIACAO DOS DANOS E FUNCAO RENAL

4.6.1 Avaliagdo macroscopica

Apbés os ratos serem sacrificados, os rins foram removidos e
seccionados longitudinalmente em dois fragmentos. Para registro e futura
avaliacdo macroscopica, as pecas foram fotografadas com uma camera digital
(Nikon D5300). A analise foi feita na por¢céo cortical e medular, de forma a
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identificar a presenca ou auséncia de edema, focos hemorragicos e necrose
tubular (Figura 9) (Rodrigues et al.'®?2012).

Figura 9. Anatomia renal (regido medular e cortical) - Avaliagdo da presenca ou auséncia de
edema, focos hemorragicos e necrose tubular

4.6.2 Avaliagao da fungao renal

Para determinacdo da quantidade de creatinina presente no soro (Cr), a
coleta de sangue (3mL) foi feita por meio da artéria aorta com 0s ratos
previamente anestesiados, imediatamente antes do sacrificio dos mesmos. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 735 x g durante 10 minutos, sendo
adicionados ao soro obtido dois reagentes de kit especifico (Creatinina WS —
Kovalent). A concentracdo de Cr foi avaliada com o auxilio de um analisador
bioguimico (Respons 920 — ByoSys) utilizando comprimento de onda especifico
com faixa de absorcéo entre 485-520 nm (método colorimétrico) (Khan et al.”’
2014, lvanov et al.*® 2014, Berger et al.*** 2014).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os calculos estatisticos foram feitos utilizando um software
especifico (GraphPad Prism 6), sendo os resultados apresentados como média
* erro padrdo de cada grupo experimental. Para analise estatistica foi utilizado

o teste paramétrico ANOVA seguido pelo pés teste Tukey para multipla
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comparagcdo entre os grupos. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

Como descrito anteriormente, os animais foram divididos em 6 grupos
com 8 ratos em cada. A descricdo dos tratamentos se encontra na Tabela 1 na

sessdo de materiais e método.
51 AVALIACAO MACROSCOPICA GASTRICA
O efeito provocado na mucosa gastrica pela administracdo de CMC, dos
diferentes AINEs e da baixa dose de &cido acetilsalicilico (BDA) isoladamente,

assim como a interacao da BDA com os AINEs encontra-se na Figura 10.

Porcentagem de Les&o Gastrica Macroscoépica
30-

* /**

Porcentagem
Leséo gastrica

¥ F O
R S ¥
N N

Figura 10. Porcentagem de lesao gastrica encontrada nos diferentes grupos
*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo CMC (p<0,05); **Diferenca
estatisticamente significativa em relac@o aos grupos BDA+Ibu e BDA+Eto (p<0,05)

Ao observar os resultados encontrados, pode-se afirmar que no grupo
em que foi feita administracéo isolada de Etoricoxibe - Eto n&o foi encontrada
lesdo estatisticamente significativa em relacdo ao grupo CMC. E, embora o
grupo que recebeu apenas Ibuprofeno - Ibu tenha apresentado leséo
significativa, os grupos com maior quantidade de lesdo gastrica foram os que
interagiram BDA com lbuprofeno — BDA+Ibu (AINE n&o seletivo) e com

Etoricoxibpe — BDA+Eto (seletivo COX-2), ndo apresentando diferenca
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estatisticamente significativa entre si, porém diferentes estatisticamente dos
demais grupos.
A Figura 11 representa imagens ilustrativas da mucosa gastrica dos

diferentes grupos.

Figura 11. Analise macroscépica gastrica. a) Grupo CMC areas menos avermelhadas e menor
processo inflamatério; b) Grupo Ibu: aumento regido avermelhada indicanto maior processo
inflamatério; c) Grupo BDA+Ibu e d) Grupo BDA+Eto: maior quantidade de areas avermelhadas
com intensificacdo do processo inflamatério.

5.2 AVALIACAO MACROSCOPICA RENAL

Em relagédo a analise macroscopica renal, ndo se observou lesdes nos
grupos avaliados.
A Figura 12 representa o padrdo renal observado, onde nenhum grupo

apresentou processo inflamatério significativo.



Figura 12. Manutencéo da estrutura renal

5.3 DETERMINACAO CREATININA SERICA

Os valores encontrados ao ser realizada a quantificacdo de creatinina no

soro estdo na Figura 13. Pode-se afirmar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Valores de creatinina sérica
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-
|
S
(@)]
£
0.0' T T T
Sy &
Q,OV o

Figura 13. Valores em mg/dL de creatinina no soro sanguineo
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6 DISCUSSAO

Inicialmente, o presente estudo avaliou o efeito do uso prolongado da
BDA sobre a mucosa gastrica. Como resultado, embora se tenha observado
um maior indice de lesbes gastricas no grupo de animais que receberam BDA
quando comparado ao grupo CMC, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante. Considerando que estudos demonstram que mesmo 0 uso isolado
de BDA ja representa um fator de risco para o desenvolvimento de lesbes
géastricas em decorréncia da inibicdo da COX-1, impedindo assim que a mesma
mantenha sua funcdo citoprotetora (Iwamoto et al.’®® 2013, Nishino et al.!®
2013, Soares'® 2009, Venerito et al.'® 2006), a ndo observacdo de
significancia pode estar associada a dose utilizada de 6,75 mg/kg/dia a qual
equivale a 75 mg/dia em humanos, menor dose clinica comumente utilizada
para a finalidade cardioprotetora (Akyazi et al.”* 2013, Ghosh et al.?® 2011).

Laine e colaboradores, em estudo clinico, observaram que pacientes
gue fizeram uso de 81 mg de &cido acetilsalicilico, por um periodo prolongado,
ndo apresentaram um aumento significativo de formacdo de Ulcera apés 12
semanas em comparacdo ao placebo, podendo dessa forma justificar os
resultados encontrados em decorréncia da dose clinica ter equivaléncia
préxima a dose usada no modelo animal (Laine et al.'® 2004). De forma
complementar, trabalhos demonstram que a medida que a dose aumenta, 0
risco de alteragdo gastrica também aumenta. Neste sentido, Weil e
colaboradores, ao comparar doses de 75 e 300 mg/dia, relatam que a
probabilidade de ocorréncia de injuria é aproximadamente o dobro nos usuarios
de doses maiores (2,3 e 3,9, respectivamente para 75 e 300 mg/dia) (Weil et
al.'’®1995). Yeomans e colaboradores também relatam que usuarios de doses
entre 101 e 325 mg/dia apds 8 e 26 semanas apresentam maior incidéncia de
tlcera em comparacdo aos que usam de 75 a 100 mg/dia (Yeomans et al.***
2009).

Conforme mencionado, em decorréncia da importancia de um melhor

entendimento sobre os efeitos colaterais da interagdo entre BDA e AINEs
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comumente empregados na prética clinica, o presente estudo foi conduzido
com AINEs seletivos e ndo seletivos para COX-2: 1) Ibuprofeno, inibidor de
COX-1 e COX-2 (ICsp (ugimiy = 15 para COX-1/COX-2) e 2) Etoricoxibe, seletivo
para COX-2 (ICsp (ugmi) = 0,0029 para COX-1/COX-2) (Mitchell et al.**? 1993,
Patrignani et al.***2003). Neste sentido, enquanto o uso isolado de Etoricoxibe
ndo induziu a maiores porcentagens de lesdes gastricas em relacdo ao grupo
CMC, os grupos Ibuprofeno, BDA + lbuprofeno e BDA + Etoricoxibe foram
capazes de aumentar significativamente a porcentagem de lesdo neste 6rgao
(Figura 14).

A ndo observacdo de lesdo gastrica com o uso isolado do Etoricoxibe
pode ser decorrente de uma inibicdo seletiva sobre COX-2. Neste sentido, com
a preservacdo da funcdo de COX-1, a protecdo gastrica € mantida, uma vez
que esta é responsavel pela producdo de muco, inibicdo da secrecéo de acido,
manutencdo de um fluxo sanguineo adequado, dentre outras. Porém, este
mecanismo protetor € perdido quando ha uma inibicdo prévia de COX-1. Este
efeito foi detectado no presente estudo, uma vez que a combinacao entre BDA
e Etoricoxibe levou a maiores porcentagens de lesbes gastricas. De forma
similar, diferentes estudos clinicos também relatam uma possivel perda do
“efeito protetor” de um inibidor seletivo de COX-2, quando da inibicdo de COX-
1, como, por exemplo, pelo uso da BDA (Laine et al.'®® 2004, Lanas et al.***
2006, Silverstein et al.**>2000). Isto se deve ao fato da COX-2 estar associada
com o processo de reparo e cicatrizacdo (Kwiecien et al.? 2015). Kwiecien e
colaboradores destacam que a inibicdo de COX-2 é relacionada com um atraso
no processo de cicatrizacdo normal da mucosa de pacientes submetidos
previamente a terapia medicamentosa com inibicdo de COX-1, promovendo um
maior risco para lesdes gastricas (Kwiecien et al.? 2015).

Outro achado do estudo atual foi que, embora o uso de lbuprofeno
isolado tenha provocado uma porcentagem significativa de lesdo gastrica
comparada ao grupo CMC, a combinacgao deste farmaco com BDA resultou em
maior desenvolvimento de lesdes (maior que grupos Ibuprofeno, BDA, CMC).

Este efeito pode ser decorrente de um efeito sinérgico de inibicdo de COX-1



43

(Lanas et al.*® 2000, Sorensen et al.**’ 2000). Kawasaki e colaboradores, em
estudo conduzido com 1.009 pacientes (341 casos e 668 controles), por um
periodo de duas semanas, observaram um risco de sangramento gastrico de
1,35 para usuarios de AINE isolado, e 3,59 quando da combina¢do do mesmo
com BDA (Kawasaki et al.'*® 2015). Lanas e colaboradores ainda observaram
que, em estudo clinico, esse risco de hemorragia gastrica para usuérios de
BDA e AINEs foi de 3,9 e 5,3, respectivamente, porém, ao associar o uso de
ambos, 0 mesmo aumentou para 12,7 (Lanas et al.*** 2006). Assim,
concordando com os resultados encontrados, € possivel afirmar que o uso
concomitante de AINEs e BDA tende a aumentar consideravelmente a

presenca de les&o gastrica (Soares'®” 2009).

COX-1 COX-2
P;’mmu,'nn muco Cleatrizagao : <
Inibigho secreglo dcido Liberagho latores ‘ HOMEOSTASE
Manutengéo fluxo crescimento ‘
sanguineo . R"p(”(l @ angloganese }
[ Etoricoxibe
COX-1

SEM LESAO

Ibuprofeno | BDA+Ibuprofeno } BDA+Etoricoxibe
COX-1 COM LESAO

Figura 14. Representacdo esquematica dos resultados encontrados em consequéncia do
blogueio das diferentes isoformas da ciclooxigenase com o uso isolado de Ibuprofeno e
Etoricoxibe ou em associacdo com a BDA (o autor)

Em acréscimo aos efeitos gastricos, o presente trabalho avaliou o0s
efeitos destas terapias (isoladas e combinacgdes) sobre o tecido e funcéo renal

Como resultado obtido, nenhum dos grupos estudados apresentou leséo
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significativa ou alteracdo funcional. Devido a inibicdo da enzima COX e
consequentemente suas PGs, o uso de um AINE n&o seletivo ou coxibe pode
vir a provocar alteracdes na taxa de filtracdo glomerular e regulacéo de sodio e
agua (Ahmetaj-Shala et al.>® 2015, Snowden e Nelson™® 2011). Porém,
diferentes autores afirmam que essas PGs usualmente, em situacdes
fisiologicas, ndo s&o as principais responsaveis pela manutencdo da
homeostasia, tendo suas funcdes exercidas de maneira expressiva apenas em
situacbes de doencas renais prévias, justificando assim o0s resultados
encontrados (Ungprasert et al.'® 2015, Dreischulte et al.*** 2015).

Além disso, ao utilizar AINEs por um curto periodo de tempo, as
possiveis alteracBes hemodinamicas provocadas no sistema renal sao
reversiveis. Por outro lado, quando o uso de um anti-inflamatoério € prolongado
e em alta dose, o risco de toxicidade aos rins é acentuado (Lomas e Grauer®
2015). Entdo, embora o uso da BDA tenha sido feito por um periodo
prolongado, seus efeitos deletérios foram reduzidos em consequéncia de sua
dose utilizada. Em contrapartida, ao usar Ibuprofeno e Etoricoxibe em doses
clinicas convencionais, o risco de toxicidade renal também foi reduzido em
razdo dos mesmos serem administrados por um curto tempo (3 dias). De forma
a concordar com os resultados obtidos, em ensaios clinicos randomizados, o
uso de diferentes AINEs (seletivos ou ndo para COX-2) nado foi capaz de
provocar qualquer alteracéo renal estatisticamente significante (Ungprasert et
al.’®2015, Zhang et al.*?! 2006).

Pode-se afirmar desta forma que, embora os AINEs possam
comprometer a funcdo renal por meio da inibicdo de COX-1 e/ou COX-2, a
probabilidade de ocorréncia de qualquer alteracdo aumenta consideravelmente
na presenca de fatores de risco pré-existentes, como disfungédo renal, idade
avancada, diabetes, hipertensdo; ou em decorréncia da dose e tempo

utilizados (Moore et al.>® 2015).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que as maiores porcentagens de lesdo gastrica foram
observadas quando do uso prolongado da BDA em associacdo com um AINE
nao seletivo (Ibuprofeno) e com um inibidor seletivo COX-2 (Etoricoxibe). Além
disso, o uso isolado de Ibuprofeno também provocou lesdo gastrica
significativa, porém, em menor porcentagem. Por outro lado, nenhum grupo foi

capaz de provocar alteracéo significativa sobre o tecido e funcéo renal.
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