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Resumo

Objetivos: Objetivou-se neste estudo, avaliar a atividade ulcerogénica do cele-
coxibe (seletivo para COX-2), do piroxicam e piroxicam+sulfato de zinco (AINEs
nao seletivos). Método: Utilizou-se a implantacado de pellets de algoddo na regido
abdominal de ratos, além da avaliag¢do da formacao de lesdo géstrica promovida
pelo préprio modelo. Resultados: Os resultados obtidos mostraram que a for-
macao do granuloma néo induziu maior gravidade na lesdo géstrica. Conclusao:
Dentre os farmacos estudados, houve uma maior incidéncia de lesdes na mucosa
gdastrica causada pelo piroxicam, quando comparado ao celecoxibe, enquanto a
associagdo piroxicam+sulfato de zinco apresentou menor incidéncia de lesdes
gdstricas, quando comparado ao piroxicam.

Descritores: Antiinflamatorios nao esteréides; Celecoxibe; Piroxicam; Ulcera; Zinco.

Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the ulcerogenic activity of
celecoxib (selective COX-2), the piroxicam and piroxicam + zinc sulfate (nonse-
lective NSAIDs). Method: It has been utilized introduction of cotton pellets in
the abdominal region of rats, and by evaluating the formation of gastric lesions
promoted by the model. Results: The results showed that granuloma formation
did not induce gastric lesions. Conclusions: Among the drugs studied, there was
a higher incidence of gastric lesions caused by piroxicam when compared with
celecoxib, while the association piroxicam + zinc sulfate had lower gastric lesion,
when compared to piroxicam.

Key words: Non-Steroidal Anti-Inflammatory Agents; Celecoxib; Piroxicam;
Ulcer; Zinc.
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Introducéo

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINE) representam um dos grupos farmaco-
l6gicos mais utilizados no mundo devido a sua
atividade analgésica, antipirética e anti-inflama-
toria, e estdo entre as drogas que mais causam
reagOes adversas, sendo responsdveis por cerca
de 20% de todas as reagoes de hipersensibilida-
de a drogas, além de provocarem insuficiéncia
renal e lesdo géstrica .

O mecanismo de acdo dos AINEs envol-
ve a inibi¢do da enzima ciclooxigenase (COX),
enzima chave na oxidacao do acido aracdoénico
e consequente sintese de prostaglandinas (PG)
e tromboxanos (TX)?. As COXs sdo encontradas
em duas isoformas principais: COX-1 e COX-2.

A COX-1 desempenha atividades consti-
tutivas, agindo principalmente na produgao de
PGs de forma fisiol6gica, enquanto a COX-2 se-
ria expressa a partir de estimulos inflamatoérios,
sendo, portanto, responsavel pela producao de
mediadores na inflamacao, além de possuir al-
guma atividade constitutiva® >°.

As prostaglandinas atuam como impor-
tantes mediadores na resposta inflamatoria,
além de desempenhar um papel significativo na
manutencao da homeostase de varios tecidos e
orgaos, incluindo protecdo do endotélio vascu-
lar, rins, cérebro e, especialmente, trato gastroin-
testinal. Dessa forma, quando os AINEs inibem
nao seletivamente a COX, sua acao nao se res-
tringe apenas a atividade anti-inflamatdria, mas
também a promocdo de efeitos colaterais, tais
como a lesdo gastrointestinal associada a redu-
¢do da formacdo das PGs, por meio da inibi¢ao
de sua precursora, a enzima COX-1%".

Farmacos que inibem seletivamente COX-2,
conhecidos como Coxibs, desencadeariam menor
dano a mucosa gastrica, pois ndo inibem a sinte-
se de PGs constitutivas, via COX-1, e consequen-
temente a protecao gastrica estaria preservada a
partir da formagdo e manutencgdo da camada de
muco presente no estomago® * .

Entretanto, apesar dos Coxibs demonstra-
rem similaridades na atividade anti-inflamatéria

e menor incidéncia de efeitos adversos gastricos,
quando comparados aos ndo seletivos, alguns
foram retirados do mercado, como é o caso do
rofecoxibe e do valdecoxibe, pois se verificou
que, apds estudos, os usudrios desses farmacos
apresentaram altas taxas de eventos cardiovas-
culares'’. O celecoxibe continua a ser utilizado,
apesar de ensaios randomizados, controlados
demonstrarem um aumento no risco de infarto
do miocérdio, quando utilizado em doses consi-
deravelmente superiores as recomendadas'> '* *
5. Desde 1995, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA), autoriza a comercializacao
atualmente apenas do celecoxibe (Celebra®) e o
etoricoxibe (Arcoxia®), de forma controlada com
retenc¢ado do receituario, diminuindo assim, a uti-
lizagdo desses farmacos pela populacdo. O medi-
camento lumiracoxibe (Prexige®) é registrado na
agéncia, porém ndo ocorre sua comercializagao'.

Dessa forma, novas abordagens terapéuti-
cas para o manejo dos processos inflamatoérios
vém sendo objeto de analises, com o intuito de
reduzir os eventos adversos promovidos pelos
AINEs. Estudos prévios demonstram que os
compostos de zinco, poderiam ser utilizados
no tratamento e prevengao de tlceras gastricas,
por exemplo, como os farmacos complexados
(piroxicam-zinco, tenoxicam-zinco, diclofenaco-
zinco e a indometacina-zinco), os quais reduzi-
riam a incidéncia de lesdes gastricas sem perda
de atividade anti-inflamatéria em modelos ani-
maisl7, 18, 19‘

Dentre os principais modelos utilizados
para indugdo de lesdo gastrica, a literatura re-
lata a utilizacao de etanol e de estresse fisico. O
etanol causa um aumento na secrecao de acidos
gdstricos, possivelmente mediado pela histami-
na e pela gastrina e aumenta a permeabilidade
epitelial, podendo causar lesdes estomacais®.
Também ocorre influéncia do etanol sobre a
atividade da musculatura, o que pode provo-
car estase gdstrica, congestdo capilar e, ainda,
aumento da permeabilidade vascular e do risco
de hemorragia e ulceragdes, associados a lesdes
macroscopicas e microscépicas na mucosa®" >,



Ja em modelos de lesdo gastrica induzidos
pelo estresse, os animais sao submetidos a baixas
temperaturas (-18°C) em freezer por 45 minutos, a
fim de avaliar as lesdes gastricas causadas pelo
frio. Além disso, pode-se utilizar altera¢des do
ciclo claro-escuro, em que os animais expostos
muito tempo a claridade, sofrem mais estresse
e, como consequéncia, maior possibilidade de le-
sOes gastricas®.

Utiliza-se também a indugao géstrica pelo
uso de indometacina ou outros AINEs em ani-
mais, no intuito de avaliar a lesdo estomacal cau-
sada pela droga, além de analisar a acdo de outras
drogas que possuem efeitos gastroprotetores® 2.

Assim, o objetivo neste estudo é comparar
os efeitos do piroxicam, piroxicam + sulfato de
zinco e celecoxibe sobre a mucosa gastrica de ani-
mais em modelo de granuloma e, adicionalmen-
te, avaliar se a cirurgia de implante e a presenca
do granuloma seriam fatores de estresse que pu-
dessem induzir a formacao de lesdes gastricas.

Material e métodos

Foram utilizados 15 ratos Wistar, machos,
pesando de 180-250g, mantidos em ciclo claro/
escuro de 12 horas, com ragao e agua ad libitum.
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de
Julho, para a realizacdo dos experimentos. A
metodologia para inducdo do granuloma foi ba-
seada em estudos previamente publicados".

Os animais foram divididos em cinco gru-
pos (n=3): Grupo controle (C) — Sham; Grupo gra-
nuloma (G); Grupo piroxicam (P); Grupo celeco-
xibe (CX) e Grupo piroxicam+sulfato de zinco
(PZn). Foram utilizados os farmacos: piroxicam
(DEG-Sigma), sulfato de zinco (Labsynth) e cele-
coxibe (Celebra® - Pfizer).

Para realizacdo do experimento, os ani-
mais foram anestesiados com uma solugédo de
Ketamina/Xilazina (75/10 mg/Kg) por via in-
traperitoneal. O processo inflamatério foi indu-
zido e todos os grupos, com exce¢ao do Grupo
Controle, a partir do implante subcutaneo de 4

pellets de algodao estéreis (160 mg) em regides
equidistantes do abdomen de cada animal. Os
pellets foram previamente autoclavados por 1
hora e secos em estufa a 60°C, por 30 minutos".

Os farmacos piroxicam, celecoxibe e o sul-
fato de zinco, foram diluidos em solucdo de car-
boximetilcelulose (CMC 0,02%), e as administra-
¢des foram realizadas por gavagem, com auxilio
de uma canula, sendo: Grupo controle (1 ml de
CMC); Grupo granuloma (1 ml de CMC); Grupo
piroxicam (10 mg/Kg de piroxicam, diluido em
1 ml de CMC), grupo celecoxibe (10 mg/Kg de
celecoxibe, diluido em 1 ml de CMC) e o Grupo
piroxicam+sulfato de zinco (10 mg/Kg de piroxi-
cam e 25 mg/Kg de Sulfato de Zinco, diluidos em
1 ml de CMC).

Todos os grupos receberam a medicagdo
(P, PZn e CX) ou o veiculo (C e G), logo apds a
cirurgia e nos seis dias subsequentes. No oitavo
dia, os animais foram privados de alimentagao
por 12 horas, com agua ad libitum, e sacrificados,
sendo utilizada dose letal do anestésico, retiran-
do os granulomas e os respectivos estdmagos,
para posterior analise.

Os granulomas foram removidos e em se-
guida, levados a estufa (60°C) por 1 hora. Apds a
secagem, eles foram pesados em balanga analiti-
ca, sendo calculada a diferenga no peso do gra-
nuloma final e inicial.

Para avaliacdo das lesdes géstricas nos
grupos estudados, os estdmagos foram retirados
e abertos ao longo da grande curvatura, os quais
foram lavados com solugao fisiolégica, afixando-
os em placas de isopor com alfinetes, conforme
técnica previamente descrita na literatura®. As
lesdes foram fotografadas e avaliadas por meio
de Editor Adobe Photoshop 7.0 (Microsoft®) para
determinacao do tipo de formacao da lesao gas-
trica causada pela utilizagao dos AINEs.

As lesoes gastricas foram classificadas quan-
to ao tamanho e severidade da seguinte maneira®:

Nivel 1: hiperemia e/ou hemorragia punti-
forme (petéquias) com didmetro < 1 mm;
Nivel 2: lesdes hemorragicas com erosao mod-

erada com didmetro de 1 a 3 mm;
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Nivel 3: botdes hemorragicos com lesdo severa
(extensa) com didmetro > 3 mm.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica, utilizou-se o sof-
tware GraphPad InStat 3.0.

Os dados foram expressos como média e
desvio-padrdo. As diferengas entre os grupos
em todas as avaliacOes realizadas foram anali-
sadas por Andlise de Varidncia (ANOVA) one-
way, seguido do teste de Tukey, como contraste
para os dados paramétricos. Foi considerado
como indicativo de significancia estatistica
p<0,05.

Resultados

Formagédo do tecido granulomatoso
O implante dos pellets de algodao desenca-
deou o processo inflamatério com formacgao de
tecido granulomatoso significante no grupo gra-
nuloma (Figura 1), quando comparado aos gru-
pos que receberam tratamento farmacolégico.

Figura 1: Formacédo do tecido
granulomatoso, oito dias apés implantagdo
dos pellets de algoddo

Os resultados obtidos demonstraram uma
atividade anti-inflamatéria nos grupos trata-
dos com piroxicam e celecoxibe (476+32,35mg
e 488+55,05mg), quando comparado ao grupo
granuloma (574+32,35mg); porém, o tratamento
com piroxicam+sulfato de zinco (582+18,58mg),
nao demonstrou a mesma atividade, ou seja,
ocorreu desenvolvimento de tecido granuloma-
toso significativo.

Incidéncia de lesodes
gastricas

Apbs tratamento farmacoldgico utilizando-
se piroxicam, celecoxibe e piroxicam + sulfato de
zinco, os estdmagos foram retirados e fotografa-
dos (Figura 2), sendo realizada a contagem das
lesdes gastricas nos respectivos niveis de gravi-
dade (Figura 3).

As lesdes de nivel 1, pequenos pontos he-
morragicos (lesdes leves) com menor gravidade,
foram semelhantes em todos os grupos avalia-
dos, inclusive no grupo controle. J4 entre as le-
soes de gravidade moderada, nivel 2, e as lesdes
profundas (ulcerosas), nivel 3, houve diferengas
entre 0s grupos.

No grupo controle e granuloma, a colora-
¢do da mucosa gastrica mostrou-se inalterada,
com presenga de muco na parte central, forma-
¢do de lesdes de nivel 1 na regido da curvatura
maior da mucosa e raras lesoes nivel 2 e 3. Ja no
grupo piroxicam, a coloragdo da mucosa gastrica
foi totalmente alterada, com presenca de pouca
quantidade de muco de forma homogénea, de-
senvolvimento de um grande niimero de lesdes
nivel 2 e de nivel 3. Apresentou-se, ainda, erosao
profunda predominante na mucosa da porgao
de curvatura maior do érgao.

O grupo tratado com celecoxibe apresentou
muco em grande quantidade, desenvolvimen-
to de lesdes raras de nivel 2 na porgao central,
e raras de nivel 3, principalmente na regido da
curvatura maior. O grupo tratado com piroxicam
+ sulfato de zinco, mostrou coloragdo da mucosa
gdstrica inalterada, com presenca de pouca quan-
tidade de muco em toda a mucosa, além de for-
macao de lesdes nivel 1 de forma homogénea na
mucosa e de poucas lesdes niveis 2 e 3 (Figura 3).

Discussdo

O modelo de granuloma induzido por pellets
de algoddo é bastante descrito na literatura como
confidvel para avaliacdo da atividade anti-infla-
matoria de diversas substancias, inclusive AINEs'.



Aliado a esse modelo, quando se deseja também
verificar a atividade ulcerogénica de uma deter-
minada droga anti-inflamatoria, a literatura des-
creve varios modelos de inducao de lesao géstrica
que apresentam em sua maioria, situagoes estres-
santes ou lesivas para os animais em estudo® > %,

Dessa forma, procuramos avaliar se a uti-
lizagdo do modelo de granuloma seria, por si so,

suficiente para ocasionar aumento no niimero

Controle

= Piroxicam

L -

de lesbes gastricas nos estdbmagos dos animais
submetidos a esse procedimento.

Em nosso estudo, quando comparamos
o grupo controle (sem implante dos pellets) e o
grupo granuloma, observamos que ndo houve
diferenca significante no nimero de lesdes gas-
tricas observadas, seja nivel 1, 2 ou 3 de gravi-
dade. Estes resultados indicam que a utilizacao
deste modelo nao é capaz de alterar significati-
vamente a formagao de lesdes géstricas.

| I

Granuloma [

T

Figura 2: Estémagos dos animais abertos ao longo da grande curvatura representando a
presenca de lesdes gdstricas, apds tratamento medicamentoso com piroxicam, celecoxibe e

piroxicam+sulfato de zinco durante sete dias.

9-86.
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Figura 3: LesGes gdstricas induzidas por
piroxicam, piroxicam+sulfato de zinco e
celecoxibe em ratos, apds sete dias de
tratamento (média+DP)

* Diferenca estatistica (p<0,05).

C: Controle; G: Granuloma; P: Piroxicam; CX:
Celecoxibe; PZn: Piroxicam + Sulfato de Zinco.

Outra avaliagdo realizada nesta pesquisa foi a
comparagao entre o AINE nao seletivo (piroxicam) e
seletivo (celecoxibe) para COX-2, além do piroxicam
associado ao zinco na formacao de lesao gastrica.

O piroxicam, assim como os demais oxicams,
apresentam uma vantagem em relacdo a outros far-
macos anti-inflamatérios por apresentarem uma
extensa meia vida plasmaética (aproximadamente 50
horas), permitindo a administracdo de uma tnica
dose diéria, e favorecendo a adesdo ao tratamento?.

A literatura demonstra que apesar de serem
efetivos na redugdo de sintomas de muitas doen-

cas, os AINEs, principalmente os ndo seletivos
como o piroxicam, induzem efeitos gastrointes-
tinais, causando desconforto abdominal, ulcera-
¢Oes, sangramentos e perfuragdes. A manifestagao
clinica mais comum com o uso cronico do piroxi-
cam, relacionado ao efeito gastrintestinal, € a com-
binagdo de danos ao tecido gastroduodenal, tais
como erosoes e ulceragoes® .

Diante desses fatos, recursos que visam re-
duzir as reacdes adversas do AINEs, como altera-
¢oes da formulagao® e administracdo simultanea
de adjuvante (misoprostol ou compostos de zin-
c0)* 3, tém sido propostos.

Os primeiros estudos envolvendo os compos-
tos de zinco como protetor gastrico, foram realizados
em 1972, quando se utilizou o sulfato de zinco para o
tratamento de tlceras géstricas em humanos*.

Joseph RM et al.** demonstraram que com-
postos de zinco auxiliam na gastroprotecao contra
varios agentes ulcerogénicos, especialmente como
pré tratamento na diminui¢do de danos causados
na mucosa gastrica induzidos por AINEs. Esses
mecanismos de citoprotecao incluiriam estabiliza-
¢ao da membrana, melhora no fluxo sanguineo na
mucosa gastrica e da sintese de prostaglandinas e
maior producdo de muco.

Outros trabalhos mostram que o sulfato
de zinco é eficaz na protecio da mucosa géstri-
ca, apos estresse® e administragdo de etanol”. A
protecdo ocorre, provavelmente, devido a acao dos
ions de zinco que possuem atividade estabiliza-
dora da membrana, em especial nos lisossomas
e mastdcitos, independentemente da sintese da
PGE, gastrica™.

Em humanos, compostos de zinco no tra-
tamento de tlcera géstrica apresentaram resul-
tados satisfatérios. Fraser et al.** e Frommer DJ¥
demonstraram que o zinco, na forma de sulfato de
zinco, apresentou uma capacidade curativa para
tratar esse tipo de doenca em pacientes. Segundo
Nascimento JW et al., a avaliacdo desse possivel
efeito citoprotetor do zinco, poderia favorecer o
desenvolvimento de associagdes que promovam
alguma reducdo na incidéncia de lesdes gastricas
por esses farmacos, sem que ocorra redugao na ati-
vidade anti-inflamatdria.



Diferentes AINEs interferem de maneira dis-
tinta na incorporagdo de sulfato nas subunidades
glicoproteicas do muco. A acdo gastroprotetora do
zinco poderia, também, ser explicada pela restau-
ragdo qualitativa da camada mucosa por restaurar
as ligagdes dissulfeto entre as glicoproteinas®.

A busca por AINEs eficazes e com baixa in-
cidéncia de efeitos gastricos vem sendo tematica
de varios estudos em todo o mundo. No final da
década de 90, uma nova classe de anti-inflama-
torios, inibidores seletivos para COX-2, foi desen-
volvida e, a despeito de outros efeitos adversos, a
incidéncia de lesdo gdastrica promovida por esses
compostos tem-se apresentado menor do que os
AINEs convencionais, conforme confirmado em
diversos trabalhos clinicos e pré-clinicos'® **2.

Em nosso estudo, ao comparar-se o celecoxi-
be com o piroxicam, observou-se que houve uma
menor incidéncia de lesoes de nivel 2 e 3, as mais
graves, no grupo que utilizou celecoxibe (Figura
3) . Estes resultados sdo condizentes com a litera-
tura, em que os AINEs inibidores seletivos COX-2
induzem menores danos a mucosa gastrica, prin-
cipalmente aqueles de maior gravidade, quando
comparado com os ndo seletivos COX-2%.

Ao avaliar o grupo tratado com a associagao
piroxicam e sulfato de zinco, foram observadas di-
ferengas significativas com redugao no nimero de
lesdes nivel 2 no grupo tratado com a associagao.
Entretanto, apesar das diferencas nas médias das
lesdes nivel 3 ndo foi observada diferenca estatis-
tica entre estes grupos. Esta tendéncia a diferenca
pode ter ocorrido em razdo do pequeno tamanho
da amostra, o que possibilitou a ocorréncia de erro
do tipo Il neste grupo, produzindo grande desvio-
padrdo intragrupo.

Conclusdo

Pelos resultados obtidos, pdde-se observar
que o modelo de granuloma nao promove aumento
da lesdo géstrica em ratos e que os animais tratados
com celecoxibe ou com piroxicam associado ao sul-
fato zinco apresentaram menor incidéncia de lesao
gastrica que aqueles tratados com piroxicam.
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